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RESUMO
 A polpa dentária é formada por um tecido conjuntivo frouxo constituído de elementos celulares e matriz extracelular. Algumas citocinas e fatores de crescimento podem modular a proliferação e diferenciação celular e síntese de matriz pulpar. O presente trabalho se propôs a analisar in vitro, através de imunofluorescência, a expressão de alguns fatores de crescimento, a saber, fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2), fator de crescimento derivado de plaquetas-A (PDGF-A) e fator de transformação do crescimento β-1 (TGFβ-1) em polpas dentárias humanas. Foram utilizadas linhagens celulares de fibroblastos de germes de polpas dentárias humanas obtidas através da técnica de explant. Os resultados obtidos revelaram diferentes padrões de expressão das proteínas estudadas. O FGF2 imunoexpressou-se no citoplasma, pontualmente, principalmente próximo aos limites da membrana citoplasmática, bem como o TGFβ-1, que esteve mais fortemente expresso em algumas regiões focais do citoplasma. O PDGFA apresentou imunomarcação em todo citoplasma. Palavras-chave: Polpa dentária humana. FGF2. PDGFA. TGFβ-1. Cultura celular.
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ABSTRACT Dental pulp is a soft connective tissue composed by cells and extracellular matrix Some cytokines and growth factors can modulate cell proliferation and differentiation and pulpal matrix synthesis. The present study investigated, in vitro, the expression of some growth factors, as fibroblast growth factor 2 (FGF2), plateled-derived growth factor-A (PDGF-A) and transforming growth factor β-1 (TGFβ-1) in human dental pulp. For that, cell lineages were obtained from human dental pulp germs by explant technique. The results indicated different immunoexpression patterns of the growth factors studied. All of the studied growth factors were present in the human dental pulp cells fibroblasts. FGF2, TGF-β1 and PDGFA were immunoexpressed in all cell cytoplasm. The FGF2 was present mainly nearer of the cytoplasmatic membrane, while the TGF-β1 was strongly expressed in focal regions of the cell. Keywords: Human dental pulp. FGF2. PDGFA. Cell culture.
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8
 1 INTRODUÇÃO
 A polpa dentária é formada por um tecido conjuntivo frouxo constituído de
 elementos celulares e matriz extracelular. Esta matriz é composta por uma variedade
 de proteínas e polissacarídeos que são secretados localmente e se acumulam em
 íntima associação com a superfície de células que os produzem servindo como
 arcabouço físico e também com o papel bioativo na regulação do comportamento
 celular (Albert et al., 2004).
 A polpa dentária é um tecido em constante remodelação, em virtude da
 resposta às diversas agressões do meio externo o que provoca modificação dos
 seus componentes celulares e extracelulares tais como migração, proliferação e
 diferenciação celular entre outros (Tziafas, 2000; Tran-Hung et al., 2006).
 Algumas citocinas e fatores de crescimento podem modular a proliferação
 e diferenciação celular e síntese de matriz pulpar (Shiba et al., 1998).
 O fator de transformação do crescimento β1 (TGFβ-1) tem sido
 relacionado com o processo de reparação pulpar (Finkelman et al., 1990; Rutherford,
 Gu, 2000), bem como indutor da síntese da matriz dentinária e imunossupressão
 pulpar (Magloire et al., 2001). Além disso, tem sido relacionado com a expressão de
 filamentos de α-actina de músculo liso (α-AML) quando suplementado em meio de
 cultura de células pulpares (Martinez et al., 2007), demonstrando a importância
 deste fator de crescimento no processo de reparação pulpar.
 Já o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2) dentre as diversas
 ações tem papel fundamental na angiogênese, proliferação celular e formação de
 túbulos dentinários (Tweeden et al., 1989), bem como ação sinérgica na
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9
 diferenciação de células pulpares mesênquimais indiferenciadas em células
 “odontoblast-like”.
 O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é encontrado na
 dentina humana em altas concentrações (Roberts-Clark, Smith, 2000) e em estudos
 realizados com polpas de dentes de ratos revelou-se intensificador da angiogênese
 no processo reparador tecidual (Kuraguchi et al., 1995).
 Com base nesse fato propusemo-nos a estudar a expressão in vitro de
 três fatores de crescimento, a saber, fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF2),
 fator de transformação do crescimento β-1 (TGFβ-1) e fator de crescimento derivado
 de plaquetas A (PDGFA) em fibroblastos cultivados a partir de germes dentários
 humanos.
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10
 2. REVISÃO DE LITERATURA
 2.1 Polpa Dentária
 A polpa dentária é um tecido conjuntivo frouxo histologicamente formado
 por células e matriz extracelular, sendo considerado um tecido especializado devido
 à sua organização e localização, uma vez que se encontra rodeado por um tecido
 duro e anelástico (Katchuburian, Arana, 1999). As células encontradas na polpa
 dentária são os fibroblastos, odontoblastos, macrófagos, linfócitos T, células
 endoteliais, perivasculares e células-tronco (“stem cells”) (Lyn et al., 1991;
 Goldberg, Lasfarges, 1995; Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002; Huang et
 al., 2006).
 O tecido pulpar, em sua periferia, é formado principalmente por
 odontoblastos cuja função é a deposição contínua de dentina (Arana-Chavez,
 Massa, 2004) enquanto a porção central contém uma população celular
 heterogênea. Contudo, o tipo celular mais encontrado é o fibroblasto (Martinez,
 Araújo, 2004).
 A odontogênese inicia-se com o espessamento do epitélio, e indução do
 tecido mesenquimal subjacente. Esse intercâmbio de sinais direciona as fases de
 formação dentária divididas em fase de botão, fase de capuz e fase de campânula
 (Berkovitz et al., 2004; Young et al., 2005). A fase de botão representa o verdadeiro
 início da formação de cada dente; na fase de capuz verificamos intensa proliferação
 das células epiteliais e na de campânula iniciam-se os processos de morfogênese e
 diferenciação celular. Wang (2004) sugere também que o epitélio oral possui
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 potencial odontogênico nos estágios iniciais do desenvolvimento dentário
 sinalizando o mesênquima.
 Durante esses estágios, a sinalização que provém do epitélio induz as
 células mesenquimais da papila dentária a diferenciarem-se em odontoblastos (Mc
 Collum, Sharpe, 2001).
 As células da papila logo abaixo do epitélio interno do órgão do esmalte
 se diferenciam em odontoblastos enquanto as demais células da papila originam a
 polpa dentária. A união do epitélio interno e externo do órgão do esmalte forma uma
 estrutura conhecida como alça cervical que expressa ao todo dez sinalizadores
 celulares diferentes incluindo Shh (“sonic hedgehog”) (Berkovitz et al., 2004) e vários
 membros da família de fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), proteínas
 ósseas, e proteínas da família Wnt (Jernvall et al., 2000; Thesleff et al., 2001). Além
 destes, Wang (2004) aponta o fator de necrose tumoral (TNF) como um sinalizador
 importante.
 Os fibroblastos são células de origem mesenquimal e sintetizam
 componentes fibrilares e não-fibrilares da matriz extracelular do tecido conjuntivo
 (Carvalho, Collarez-Buzato, 2005).
 Esta célula é reconhecida como uma célula versátil do tecido conjuntivo
 devido à sua capacidade para se diferenciar em células de tecido cartilaginoso,
 ósseo, adiposo e muscular. Frente a essa diversidade, há diferenças quanto a
 características morfológicas, especificidade na expressão de receptores de
 superfície celular e capacidade de renovação celular. Tal diversidade faz com que
 essas células constituem populações heterogêneas. As várias combinações entre os
 componentes da matriz extracelular secretados e organizados pelos fibroblastos
 presentes em diferentes sítios anatômicos, refletem a diversidade de fenótipos para
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 atender as demandas funcionais. Assim, tais combinações atuam como fatores
 microambientais e desempenham importante papel no desenvolvimento específico
 sugerindo então que cada órgão possui fibroblastos com características fenotípicas
 distintas (Carvalho, Collares-Buzato, 2005).
 Particularmente, os fibroblastos pulpares possuem características
 peculiares se comparados aos fibroblastos de outros tecidos conjuntivos, pois além
 da síntese e manutenção dos componentes da matriz extracelular, os fibroblastos
 pulpares respondem a estímulos podendo diferenciar em células semelhantes à
 odontoblastos (“odontoblast-like”) (Martinez, Araújo, 2004).
 Ultraestruturalmente, os fibroblastos pulpares exibem em seu citoplasma
 inúmeras organelas de secreção e síntese bastante desenvolvida caracterizando
 sua capacidade de produção e renovação dos elementos da matriz extracelular
 (Martinez, 2000).
 A matriz extracelular dos vertebrados desempenha um papel complexo na
 regulação do comportamento das células com as quais faz contato, influenciando
 seu desenvolvimento, migração, proliferação, forma e função. Na maioria dos
 tecidos conjuntivos as macromoléculas da matriz são secretadas principalmente
 pelos fibroblastos. Duas principais classes de macromoléculas extracelulares
 produzem a matriz: glicosaminoglicanos (normalmente ligadas a uma proteína na
 forma de proteoglicanos) e as proteínas fibrosas. As moléculas de proteoglicanos
 formam uma substância semelhante a um gel, altamente hidratada, na qual estão
 embebidas as fibras protéicas. Além disso, proporcionam resistência a forças de
 compressão na matriz e difusão rápida dos nutrientes, metabólitos e dos hormônios
 entre o sangue e as células do tecido. As proteínas fibrosas fortalecem e auxiliam na
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 organização da matriz, proporcionando maior resistência e além de auxiliar as
 células a aderirem em locais apropriados (Alberts, 2004).
 A matriz extracelular da polpa dentária é composta por uma variedade de
 proteínas e polissacarídeos que formam um arcabouço físico para manutenção do
 tecido pulpar e, especificamente envolvida na produção e manutenção da dentina
 (Hillmann, Geurtsen, 1997; About et al., 2000). As principais classes de
 macromoléculas que compõem a matriz extracelular da polpa dentária são proteínas
 colagênicas (colágenos tipos I e III), proteínas não colagênicas (fibronectina,
 tenascina, osteonectina, sialoproteína, osteocalcina), proteoglicanas incluindo-se o
 ácido hialurônico, sulfato de condroitina e sulfato de heparana e fosfolipídios,
 constituindo um gel característico que embebe os elementos fibrilares e celulares
 (Golberg, Lasfargues, 1995).
 A matriz extracelular da polpa dentária possui uma importante função na
 morfologia embrionária e diferenciação celular, além de proporcionar um leque
 adicional de mecanismos morfogenéticos e funcionais para a formação dos tecidos
 dentários (Thesleff et al., 1989; Chiquet-Ehrismann et al., 1995; Garcia et al., 2003;
 Fukomoto, Yamada, 2005; Ferreira et al., 2006), bem como arcabouço para
 manutenção da integridade pulpar (Van Amerogen et al., 1983; Hillmann, Geurtsen,
 1997).
 O mecanismo de diferenciação celular que envolve células pulpares em
 células “odontoblast-like” não está bem compreendido, porém, sabe-se que novas
 células surgem após ativação de fatores de crescimento, ocorrendo então uma
 grande variedade de atividades celulares tais como quimiotaxia, proliferação,
 diferenciação celulares (Arana-Chavez, Massa, 2004). Dentre os fatores de
 crescimento importantes para essas funções celulares, tem sido descrito o papel do
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 TGFβ-1 e FGF2 como moléculas sinalizadoras da proliferação e diferenciação
 celulares (Smith et al., 2001; Smith, 2003; Nie et al., 2005), estando principalmente
 associados à diferenciação de células mesenquimais indiferenciadas em células
 “odontoblast-like” (Magloire et al., 2001; He et al., 2008).
 Em polpas dentárias, o PDGFA tem sido relacionado como um importante
 fator de crescimento requerido no desenvolvimento do ectomesênquima dentinário
 nas fases iniciais da odontogênese (Stephenson et al., 1991).
 2.2 Fator de transformação do crescimento (TGFβ-1)
 A superfamília dos TGFβ-1 inclui vários fatores de crescimento
 responsáveis pela diferenciação e morfogênese celular em diferentes células e
 tecidos, tanto em condições fisiológicas como patológicas, através de receptores de
 superfície celular. São representadas pelas seguintes subfamílias: TGF-β (-β1, - β2,
 - β3, - β4, - β5); activinas e proteínas morfogenéticas ósseas (BMPs). Este fator tem
 ação na resposta imune e reparadora em mamíferos através de eventos como
 proliferação celular, quimiotaxia, síntese e degradação de matriz extracelular,
 diferenciação celular e apoptose (O'kane, Ferguson, 1997).
 Três isoformas de TGFβ (-β1, - β2, - β3) foram identificadas em
 mamíferos, porém, a única isoforma encontrada na dentina é TGFβ-1 (Wisithphom,
 Windsor, 2006).
 O TGFβ-1 é provavelmente secretado por células epiteliais induzindo
 diferenciação mesenquimal nos estágios iniciais do desenvolvimento dentário
 (Magloire et al., 2001), tendo importante papel na formação da dentina primária
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 (Cam et al., 1990; D’Souza et al., 1990; Vaahtokari et al., 1991; Finkelman, 1992;
 Cassidy et al., 1997).
 Nos tecidos dentários adultos, o TGFβ-1 pode regular a produção da
 matriz extracelular, proliferação celular e principalmente a diferenciação de células
 pulpares em células “odontoblast-like” (Tziafas, 2001; Chan et al., 2005; Luisi et al.,
 2007) desempenhando relevante papel no desenvolvimento dentário assim como
 regulador da resposta do complexo dentina-polpa a agentes agressores (Palosaari
 et al., 2000; Tjadeerhane et al., 2001; WisithphromI, 2006; Luisi et al., 2007).
 Sabe-se que o TGFβ-1 induz a produção de colágeno tipo I na zona
 odontoblástica/subodontoblástica, por regular a diferenciação de células
 mesenquimais indiferenciadas em odontoblastos (Nakashima, 1992; Toyono et al.,
 1997; Shiba et al., 1998; Tziafas et al., 1998; Sloan, Smith 1999, About, Mitsiadis,
 2001; Tziafas, 2004.). Este processo de reparação pulpar, após injúria tecidual e
 formação de dentina terciária é influenciado também por proteínas presentes na
 matriz extracelular.
 Smith et al. (2001) relatam que os ácidos provenientes do metabolismo
 bacteriano da cárie dentária e EDTA solubilizam a matriz dentinária liberando TGFβ-
 1 que por sua vez sinaliza a diferenciação em “odontoblast-like” durante a
 dentinogênese reparativa.
 Além da importância do TGFβ-1 na regulação da diferenciação de células
 pulpares mesenquimais indiferenciadas em células “odontoblast-like”, este fator de
 crescimento pode induzir in vitro estas células a se diferenciarem em miofibroblasto
 dependendo do micro-ambiente ao qual estão expostas, demonstrando assim a
 versatilidade deste tipo celular (Martinez et al., 2007).
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 Também tem sido descrito na literatura uma possível ação do TGFβ-1 em
 promover o acúmulo de células dendríticas na camada odontoblástica sugerindo a
 sua importância na resposta imunológica na polpa dentária (Farges et al., 2003).
 2.3 Fator de Crescimento de Fibroblasto 2 (FGF2)
 É uma família de fatores de crescimento cujo peso molecular varia de 17
 a 34 kDa e possui importante função no desenvolvimento celular e tecidual,
 sinalizando a junção epitélio-mesenquimal através dos receptores celulares (Ornitz,
 Itoh, 2001).
 Até então foram identificados 22 genes de FGF no genoma humano,
 incluindo o FGF-1 (FGF ácido, aFGF), FGF-2 (FGF básico, bFGF), FGF-3 (INT-2),
 FGF-4 (HST-1/K-FGF), FGF-5, FGF-6 (HST-2), FGF-7 (fator de crescimento de
 queratinócito), FGF-8 (fator de crescimento andrógeno-indutor), e FGF-9 (fator
 ativante glial), sendo o FGF-15 o único ainda não isolado em humanos
 (Myoken,1997; Ornitz, Itoh, 2001; Yura et al., 2001; Grose, Dickson, 2005).
 O FGF1 e FGF2 são os fatores mais estudados, sendo encontrados em
 células inflamatórias mononuclerares (linfócitos T e mastócitos) (Presta et al., 2005),
 bem como na matriz extracelular de vários tecidos (Myoken et al., 1997; Ornitz, Itoh,
 2001).
 O FGF2 é um fator de crescimento que induz a proliferação e
 diferenciação de inúmeras células tais como fibroblastos, células mioepiteliais,
 endoteliais, tumorais, células mesenquimais indiferenciadas pulpares (“stem cells”)
 (Allouche, Bikfalvi, 1996; Ornitz, Itoh, 2001), e estando expresso em fibroblastos
 pulpares (Tran-Hung et al., 2006).
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 O FGF2 tem sido relacionado com desenvolvimento de vários tipos
 teciduais como, por exemplo, glândula salivar (Patel et al., 2006), além de estar
 envolvido com ação mitogênica e quimiotática para células endoteliais induzindo a
 expressão de plasminogênio, colagenases e enzimas proteolíticas que mediam a
 remodelação tecidual (Thomas, 1987).
 Estudos ressaltam o importante papel do FGF2 na neovascularização de
 tecidos lesados (Liebler et al., 1997; Gerwins et al., 2000; Tran-Hung et al., 2006). É
 sabido que células endoteliais lesadas liberam moléculas sinalizadoras, dentre elas
 o FGF2 que está envolvido no processo inflamatório e na cicatrização tecidual
 (Martin, 1997; Tran-Hung et al., 2008) assim como no recrutamento de células
 “odontoblast-like” para o local da injúria (Mathieu et al., 2005).
 Através de estudo imunoistoquímico com dentes de rato, foi demonstrada
 a presença do FGF2, durante a odontogênese o qual se expressou tanto no órgão
 do esmalte como na papila dentária indicando sua participação na proliferação e
 diferenciação de ameloblastos e odontoblastos (Cam et al., 1992).
 Nakao et al. (2004) demonstraram que o FGF-2 é responsável pela
 diferenciação de células pulpares em odontoblastos e pela expressão de
 sialoproteína dentinária (DSP) em polpas dentárias adultas.
 O FGF2 é encontrado na dentina e parece induzir a migração e
 proliferação de células endoteliais para a formação de túbulos dentinários (Tziafas et
 al., 2000).
 2.4 Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF)
 O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é um dímero
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 dissulfeto-ligado constituído de duas subunidades protéicas, a saber, cadeia –A e
 cadeia –B (Heldin, Westermark, 1990). O PDGF, nos seres humanos, está
 relacionado a dois genes distintos: PDGF-AA está localizado no cromossomo 7
 (Stenman et al., 1992) enquanto, PDGF-BB encontra-se no gene 22 (Dalla Favera et
 al., 1982).
 Este fator juntamente com seus receptores são importantes reguladores
 da interação entre tecidos controlando a migração, proliferação e manutenção
 celular, bem como deposição de matriz extracelular durante o desenvolvimento
 embrionário dos mamíferos (Soriano, 1997; Chai et al., 1998; Hoch, Soriano, 2003).
 Também é descrito na literatura que o PDGF está intimamente associado
 ao fator de crescimento vascular endotelial desempenhando importante função na
 regulação da angiogênese e hematopoiese (Hoch, Soriano, 2003; Andrae et al.,
 2008).
 O PDGF possui importante papel como sinalizador durante o
 desenvolvimento embrionário assim como principal regulador da regeneração dos
 tecidos na vida adulta (Stephenson et al., 1991; Alberts et al., 2004; Xu et al., 2005).
 Hu et al. (1995) em estudo, utilizando a técnica de imunoistoquímica,
 mostraram a presença de PDGF e seus receptores no desenvolvimento do tecido
 dentário, sendo detectado tanto no órgão do esmalte como na papila dentária.
 Na dentina humana, o PDGF foi isolado em altas concentrações (Roberts-
 Clark, Smith, 2000) e em estudos realizados com polpas de dentes de ratos
 demonstrou ser importante regulador da angiogênese no processo reparação
 tecidual (Kuraguchi et al., 1995). Também tem sido demonstrado importante fator de
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 crescimento presente em polpas dentárias humanas de dentes tracionados
 ortodonticamente estando relacionado com angiogênese (Derringer et al., 1996)
 O PDGF é um dos principais fatores de crescimento encontrados no
 tecido periodontal (Savafi et al., 2007) e possui potente efeito mitogênico e
 quimiotático sobre as células deste tecido (Berkovitz et al., 2004).
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 3 PROPOSIÇÃO
 O objetivo deste estudo é avaliar a expressão in vitro, através da técnica
 de imunofluorescência, do fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF2), fator de
 crescimento derivado de plaquetas A (PDGFA) e fator de transformação do
 crescimento β-1 (TGFβ-1) em fibroblastos cultivados a partir de polpas dentárias
 humanas.
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 4 MATERIAIS E MÉTODOS
 4.1 Linhagens Celulares
 As linhagens celulares de fibroblastos de polpa dentária foram obtidas
 através do cultivo primário de tecido pulpar de germes de terceiros molares em
 estado inicial de formação radicular através da técnica de explant pertencentes ao
 Banco de Células do Laboratório de Cultivo Celular do Instituto e Centro de
 Pesquisas Odontológicas São Leopoldo Mandic (Campinas, SP).
 Esses dentes foram extraídos, por indicações ortodônticas e utilizados
 para a pesquisa com o consentimento dos pacientes e aprovação prévia do Comitê
 de Ética em Pesquisa para Humanos do Instituto e Centro de Pesquisas
 Odontológicas São Leopoldo Mandic (protocolo n° 06/264 – Anexo A) e não
 apresentaram quaisquer implicações, senão aquelas inerentes aos procedimentos
 cirúrgicos.
 4.2 Cultivo Celular
 As células foram cultivadas em meio de cultura Eagle modificado por
 Dulbecco (DMEM, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) suplementado com 10%
 de soro de bezerro (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de solução antibiótica-
 antimicótica (Sigma), sendo mantidas em estufa a 37ºC, em atmosfera úmida
 contendo 95% de ar e 5% de dióxido de carbono.
 Para manutenção da viabilidade celular, todos os procedimentos foram
 realizados em capela de fluxo laminar para manutenção da esterilidade dos
 materiais e das substâncias utilizadas para o cultivo celular.
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 A monitorização do crescimento celular foi feita a cada 24 horas
 utilizando-se de microscópio invertido de fase e a cada dois ou três dias foi feita a
 troca dos meios de cultivo dos frascos.
 Ao atingirem a subconfluência (70% da área cultivável do frasco) as
 células foram subcultivadas. O meio de cultura do frasco foi removido e reservado
 em tubo de centrifugação, e a monocamada celular lavada duas vezes com solução
 tampão fosfato-salina sem cálcio e sem magnésio (PBSA), pH 7,2. A seguir, as
 células foram separadas com 2mL de solução de tripsina 0,25% (Sigma) durante 3
 minutos, à temperatura de 37°C. A tripsina foi inativada com meio de cultura
 anteriormente reservado e as células em suspensão transferidas para um tubo de
 ensaio e centrifugadas a 2000rpm durante 5 minutos à temperatura ambiente.
 O precipitado de células resultante da centrifugação foi ressuspenso em
 1mL de DMEM fresco. Para perpetuação da linhagem celular dessas frações, as
 suspensões foram replaqueadas em frascos de 25cm² contendo 5mL de meio e
 então mantidas à 37ºC em atmosfera úmida, procedimento este que originou as
 novas passagens de cultura. Frações das culturas foram congeladas para manter
 um estoque dessas linhagens.
 As células na passagem 4 foram tripsinadas e transferidas para placa de
 Petri de 35mm de diâmetro contendo lamínulas de vidro e foram incubadas em
 estufa à 37ºC em atmosfera úmida para realizar as reações de imunofluorescência.
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 4.3 Imunofluorescência
 Os fibroblastos de polpa plaqueados nas lamínulas de vidro foram fixados
 em metanol a -20°C por 5 minutos. Para bloqueio da marcação inespecífica, as
 células foram incubadas em solução de leite desnatado 5% em BSA em solução
 tampão fosfato salina (PBS) por 30 minutos em temperatura ambiente. Procedeu-se
 então a incubação dos anticorpos primários descritos na Tabela 1. As células foram
 submetidas à marcação ao anticorpo anti-vimentina, proteína esta tipicamente
 expressa em células de origem mesenquimal. Como controle negativo, as amostras
 foram incubadas com imunoglobulina G diluída em PBS na mesma concentração
 dos anticorpos primários.
 Todos os procedimentos descritos foram precedidos de lavagens em
 PBS.
 Os anticorpos secundários utilizados foram anti-mouse biotinilado
 (Southern Biotech Birmimgham, AL, USA) para células incubadas com vimentina, e
 anti-coelho (Southern Biotech Birmimgham) para células incubadas com TGFβ-1,
 PDGFA e FGF2, seguido da incubação com o conjugado estreptavidina-fluoresceína
 (Southern Biotech Birmimgham).
 As montagens das lamínulas sobre as lâminas de vidro, foram realizadas
 utilizando-se meio de montagem Vectashield® com DAPI (4`-6-diamidino-
 2phenylindole) (Vector Laboratories Inc, Burlingame, CA, USA).
 As observações e fotomicrografias foram realizadas em microscópio
 convencional de fluorescência (Carl Zeiss, Axioskop 2Plus) equipado com objetivas
 20X e 40X e câmara digital axio-cam (Carl Zeiss,Gottingen, Germany).
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 Tabela 1 - Anticorpos primários utilizados, hospedeiro, diluição e procedência.
 Anticorpo Hospedeiro Diluição Procedência
 Anti-FGF2 * coelho 1:50 *Santa Cruz
 Anti-TGFβ-1 * coelho 1:100 *Santa Cruz
 Anti-PDGFA * coelho 1:50 *Santa Cruz
 Anti-vimentina (clone V9)** camundongo 1:300 ** Dako
 *Santa Cruz Biotechnology, Inc.Delaware,CA,EUA **Dako, Carpinteria, CA, EUA
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 5 RESULTADOS
 Observamos diferentes padrões de expressão das proteínas estudadas
 nos fibroblastos pulpares humanos.
 O FGF2 imunoexpressou-se no citoplasma das células estudadas,
 focalmente, principalmente próximo aos limites da membrana citoplasmática (figura 1
 a e b).
 O TGFβ-1 esteve presente nas células estudadas, por todo citoplasma,
 estando mais fortemente expresso em algumas regiões focais (figura 2 a e b).
 O PDGFA imunoexpressou-se em todo citoplasma das células estudadas
 (figura 3 a e b).
 Os fibroblastos pulpares foram imunoreativos para a vimentina, estando
 disperso por todo citoplasma em forma de filamentos (figura 4 a e b).
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 6 DISCUSSÃO
 Os resultados do presente estudo demonstraram diferentes padrões de
 imunoexpressão dos fatores de crescimento estudados em cultura celular de
 fibroblastos pulpares.
 A vimentina esteve presente nos fibroblastos pulpares humanos e é o
 maior filamento intermediário presente em células fibroblásticas considerada um
 dos mais insolúveis componentes do espaço intracelular. No citoplasma apresenta-
 se formando uma rede de filamentos que colaboram com a manutenção do
 arcabouço celular (Lazarides,1980).
 Todos os tipos celulares em condições in vitro, independente do tecido de
 origem, expressam a vimentina, sugerindo-se que este filamento intermediário
 favoreça o crescimento em cultura celular, uma vez que as células estão livres das
 restrições tridimensionais; como nos tecidos vivos (Lazarides, 1982; Quax et al.,
 1983) apresentando uma função estrutural importante e manutenção da morfologia
 celular.
 Nos tecidos dentários a vimentina encontra-se dispersa no citoplasma dos
 odontoblastos (Lombardi et al., 1992) e dos fibroblastos da polpa e papila dentária
 (Moxham et al., 1998).
 Estudos têm sugerido que a vimentina esteja relacionada com esforços
 mecânicos além de desenvolver papel importante na estrutura do citoesqueleto
 celular (Moxham et al., 1998).
 Os fibroblastos obtidos a partir da polpa dentária foram cultivados e
 mantidos em condições in vitro, sem qualquer influência do meio. Descarta-se a
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 possibilidade dessas células serem odontoblastos devido às próprias dificuldades
 técnicas do cultivo deste tipo celular. Os odontoblastos são células pós-mitóticas
 incapazes de proliferarem (Tjaderhane et al., 1998). Desta forma, as células
 cultivadas in vitro da polpa de germe dentário humano representam células
 fibrobláticas isto porque, a partir do cultivo primário, as células menos diferenciadas
 e mais proliferativas é que se estabelecem e originam a linhagem celular (Freshney,
 2005).
 Nas diferentes fases da odontogênese, verifica-se a presença de vários
 fatores de crescimento sendo responsáveis pela diferenciação e morfogênese
 dentária (Berkovitz et al., 2004). Os fatores de crescimento são moléculas
 sinalizadoras que desempenham um importante papel na interação epitélio-
 mesênquima (Smith et al., 2001; Smith, 2003; Unda et al., 2001).
 Esta interação epitélio-mesênquima é a base para o início da formação
 dentária, sendo responsável pela sinalização inicial bem como, a posterior
 diferenciação do ameloblasto e odontoblasto e portanto, formação de esmalte e
 dentina(Berkovitz et al., 2004; Young et al., 2005).
 No presente trabalho, os fibroblastos pulpares exibiram marcação para o
 FGF2.
 Alguns estudos imunoistoquímicos relatam a presença do FGF2
 principalmente na membrana basal da interface epitélio-mesênquima assim como na
 matriz extracelular da papila dentária e retículo estrelado do órgão do esmalte
 (Berkowitz et al., 2004). Este fato sugere a possível participação deste fator de
 crescimento na diferenciação de ameloblastos e odontoblastos (Cam et al., 1992;
 Unda et al., 2001).
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 O FGF2 é secretado por odontoblastos e fibrobastos pulpares, e também
 é armazenado na matriz dentinária (FinKelman et al., 1990; Tran-Hung et al., 2006),
 bem como em células tronco obtidas de dente decíduos (Miura et al., 2003) Quando
 há dissolução da dentina devido à ação dos ácidos do metabolismo bacteriano, há
 liberação de vários fatores de crescimento, dentre os quias, o FGF2 tendo um papel
 fundamental no processo de reparação tecidual ( Bergenholtz, 1997; Mathieu et al.,
 2005).
 Além de estar envolvido no processo inflamatório (Martin, 1997; Tran-
 Hung et al., 2008), o FGF2 está relacionado com a diferenciação de células
 mesenquimais indiferenciadas pulpares em células “odontoblast-like” e, formação de
 dentina terciária (Nakao et al., 2004). Portanto, a expressão deste fator de
 crescimento nas células estudadas pode estar relacionada com o potencial das
 mesmas em se diferenciarem em “odontoblast-like” dependo do estímulo aos quais
 foram submetidas.
 A polpa dentária é um tecido altamente vascularizado, que uma vez
 lesionado por um estímulo agressor, ocorre injúria das células endoteliais, que por
 sua vez liberam fatores quimiotáticos e moléculas sinalizadoras que iniciam o
 processo inflamatório necessário para o recrutamento de células progenitoras
 fundamentais no processo cicatricial (Tedder et al., 1995; Martin,1997). O FGF2 está
 intimamente relacionado com a angiogênese e neovascularização do tecido
 traumatizado, estando associado aos tecidos pulpares com o processo de migração
 e proliferação de células endoteliais, resultando na formação de dentina terciária
 (Derringer & Linden,2004).
 Além do seu papel no processo de reparação pulpar, o FGF2 atua como
 agente mitogênico para células pulpares progenitoras (Nugent et al., 2000), já tendo
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 sido demonstrado o seu efeito na proliferação de células do tipo fibroblasto
 (Gospodarowicz & Moran, 1975). Estes estudos explicam a expressão deste fator de
 crescimento nas culturas celulares estudadas.
 Na polpa dentária adulta, os fatores de crescimento possuem importante
 papel na vitalidade do tecido pulpar sendo responsáveis por sinalizar inúmeros
 processos celulares após injúria tecidual (Robets-Clark et al., 2000; Smith et al.,
 2003; Huang et al., 2006).
 Quando ocorre injúria pulpar, uma seqüência de eventos celulares como
 recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas, citodiferenciação e controle
 da atividade secretora celular (Smith, 2003; Nie et al., 2006) ocorrem na polpa
 dentária. Assim, a dentina terciária é secretada e depositada por células
 “odontoblast-like” (Smith et al., 2001; Tziafas et al., 2001; Smith, 2003; Arana-
 Chavez & Massa, 2004).
 Apesar do mecanismo de diferenciação celular que envolve células
 pulpares em células “odontoblast-like” não estar bem compreendido, sabe-se que
 novas células surgem após ativação de fatores de crescimento, ocorrendo então
 uma grande variedade de atividades celulares tais como quimiotaxia, proliferação e
 diferenciação celular (Arana-Chavez & Massa, 2004).
 O TGFβ-1 é um outro fator de crescimento que está intimamente
 relacionado com a diferenciação e proliferação de células pulpares em células
 “odontoblast-like” (Gronthos et al., 2000; Unda et al., 2001; Chan et al., 2004; Luisi et
 al., 2007).
 No presente estudo, observamos a expressão do TGFβ-1 nas culturas
 celulares de fibroblastos pulpares.
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 Além de estar relacionado com o processo de reparação pulpar (O’Kane,
 Ferguson, 1997; Rutheford, Gu, 2000; Chan et al., 2005), o TGFβ-1 também induz a
 migração de células dendríticas na camada odontoblática e subodontoblástica
 possuindo um importante papel imunossupressor (Magloire et al., 2001; Nie et al.,
 2005).
 O TGFβ-1 e o FGF2 regulam a síntese da matriz extracelular durante a
 diferenciação odontoblástica (Shiba et al., 2001), suprimindo a ação da fosfatase
 alcalina. Estudos demonstram que, enquanto o TGFβ-1 aumenta a síntese de
 osteonectina e fibronectiana, o FGF2 diminui a síntese de colágeno do tipo I e
 osteonectina nas células pulpares humanas (Shirakawa et al., 1994; Shiba et al.,
 1995, 1998).
 Portanto, a expressão deste fator de crescimento nas células estudadas,
 assim como para o FGF2, pode estar relacionada com o potencial das células
 pulpares em se diferenciarem em “odontoblast-like”.
 No presente estudo, o PDGFA imunoexpressou-se em todas as culturas
 de fibroblastos pulpares estudadas.
 Este fator de crescimento possui uma importante função na migração e
 proliferação celulares, bem como na deposição da matriz extracelular durante a
 organogênese (Soriano, 1997; Chai et al., 1998; Hoch, Sorano, 2003).
 As células pulpares humanas expressam PDGFA (Tran-Hung et al., 2006)
 estando também presente na dentina humana (Roberts-Clark & Smith, 2000),
 demonstrando ser importante regulador da angiogênese no processo reparação
 tecidual (Kuraguchi et al., 1995), bem como estimulador da proliferação de
 fibroblastos pulpares em cultura (Rutherford et al., 1992).
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 A angiogênese é regulada por inúmeros fatores inibitórios e estimulatórios
 (Folkman, Klagbrun, 1987) importantes no processo de cicatrização, resultando em
 efeitos sinérgicos entre os mesmos. É relatado na literatura que o PDGFA e o TGFβ-
 1 podem agir simultaneamte na estimulação de fibroblastos a produzirem outros
 fatores de crescimento, como o FGF2 (Goto et al., 1993).
 É sabido que diversos fatores de crescimento podem estar presentes no
 soro fetal bovino, podendo estimular a proliferação celular. O PDGFA, TGFβ-1
 (Lechner et al., 1981) e o FGF (Gospadarowicz, Moran, 1974) são alguns dos
 fatores presentes no soro (Freshney, 2005) e provavelmente, a ação em conjunto
 dos mesmos (Goto et al., 1993) pode ser responsável pela expressão dos diferentes
 fatores de crescimento nas culturas de fibroblastos pulpares estudados.
 Além disso, estes fatores de crescimento (TGFβ-1, FGF2 e PDGFA) estão
 envolvidos com o processo angiogênico nas polpas dentárias em resposta ao
 tracionamento ortodôntico e, portanto, processo inflamatório (Derringer & Linden,
 2004).
 Ainda, o PDGFA é um dos fatores de crescimento mais amplamente
 encontrado nos tecidos periodontais com importante ação mitogênica relacionada
 aos processos inflamatórios (Savafi et al., 2008). Por analogia aos fibroblastos
 pulpares que possuem características imunofenotípicas muito similares aos
 fibroblastos do ligamento periodontal e por se assemelharem na resposta a
 estímulos agressores se diferenciando em células formadoras de tecido
 mineralizado (“cementoblast-like” ou “osteoblast-like”) (Martinez, Araújo, 2004),
 podemos indicar, portanto a expressão no presente estudo, do PDGFA em
 fibroblastos pulpares.
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 Concluindo, os achados do presente estudo demonstraram a presença do
 FGF2, TGFβ-1 e PDGFA nas culturas de células de fibroblastos pulpares, com
 diferentes padrões de imunomarcação, sendo importantes no metabolismo deste
 tipo celular. No entanto, novos estudos se fazem necessários para o melhor
 entendimento da participação destas proteínas na fisiologia do tecido pulpar.
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 7 CONCLUSÃO
 Os resultados do presente estudo permitem concluir que os fibroblastos
 pulpares em cultura imunoexpressaram os fatores de crescimento estudados (FGF2,
 TGFβ-1 e PDGFA) exibindo diferentes padrões de marcação.
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