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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi delinear o perfil de expressao temporal e espacial das
MMP-2 e -9, TIMP-1 e -2 e RECK durante os eventos de formacdo de tecidos
mineralizados (0sso, esmalte e dentina) em camundongos em fase embrionéaria, recém-
nascidos e individuos adultos através de imunohistoquimica e hibridizag¢&o in situ. Durante
a amelogénese em incisivos de rato adulto, na fase de secre¢do, as MMPs e RECK foram
imunocoradas na regido infracelular dos ameloblastos de secrecdo e RECK foi ainda
detectado difuso no citoplasma destas células. MMP-9 foi localizada nas células do
reticulo estrelado e RECK nas células do epitélio externo. Na fase de transicao,
detectados uma fraca imunomarcagdo ao nivel da membrana dos ameloblastos de
transicao para as MMPs e RECK esteve difuso no citoplasma destas células. Na camada
papilar, as MMPs e RECK foram imunomarcadas nos macréfagos ou células dendriticas.
Do inicio ao final da fase de maturacdo, a expressdo de RECK foi aumentando nos
ameloblastos de maturacdo e nas células da camada papilar, enquanto que a expressao
das MMPs foi diminuindo nestas ceélulas. AS TIMPs foram detectadas somente nos
ameloblastos na fase de maturacéo. N6s observamos RECK e a MMP-9 no citoplasma do
odontoblastos, provavelmente, no complexo de Golgi ou na rede do reticulo
endoplasmético rugoso. Durante a ossificacao intramembranosa da mandibula e maxila,
0s osteoblastos foram imunocorados pelas MMPs, TIMPs e RECK. Na degradacdo da
cartilagem de Meckel, MMPs, TIMPs e RECK foram imunomarcadas nas células do
pericondrio, bem como o mMRNA de RECK. Durante a odontogénese, RECK foi
imunocorado nas células do epitélio oral migrando ao ecto-mesénquima, na fase de broto,
no epitélio interno do 6rgdo do esmalte, na fase de capuz e em odontoblastos e
ameloblastos na fase final de campanula. Transcritos de RECK foram localizados em todo

0 germe dentario na fase de capuz, mais concentrado no né-do-esmalte secundario, na
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fase de campanula inicial e nos odontoblastos e ameloblastos, na fase final de
campéanula. O osso alveolar foi marcado em todos os periodos. Durante a ossificacéo
endocondral, os condrdcitos foram imunopositivos para as MMPs, TIMPs e RECK, na fase
de diferenciacdo dos condrdcitos (E13). Na fase de molde cartilaginoso (E14) os
condrocitos hipertroficos foram imunocorados para as MMPs e RECK. RECK e TIMPs
foram também encontradas no pericdndrio. Na fase de invasdo vascular e celular (E15),
MMPs, TIMPs e RECK foram expressos por células que migram do colar 6sseo para o
centro da diafise, bem como por osteoclastos/condroclastos proximos ao septo
transverso. Os condrdcitos hipertréficos continuam imunocorados. De E16 a PN1, as
MMPs, TIMPs e RECK foram expressas por osteoblastos e condrécitos hipertréficos na
placa de crescimento e pelas células do periésteo e pericondrio. Os resultados obtidos
apontam para a expressao diferenciada de MMPs, TIMPs e RECK nos diversos eventos
estudados, sugerindo que a atividade biolégica destas proteinas regula a degradacéo da
matriz extracelular tanto durante o desenvolvimento dos tecidos como sua manutencao.
Além disso, pela primeira vez, demonstra-se a expressdo de RECK pelas células

formadoras de tecido 6sseo e dentario.
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ABSTRACT

Our objective was to analyse the spatial-temporal distribution of MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2 and RECK during development of mineralized tissue (bone, enamel, and
dentine) in embryos, newborn, and adult mice by immunohistochemistry and in situ
hybridization. During rat amelogenesis, at the secretion phase, MMPs and RECK were
immunostained in the ameloblast infracelular region and RECK was also detected in the
cytoplasm of these cells. MMP-9 was localized in the stellated cells and RECK in the outer
enamel epithelium cells. At the transition phase, a weak immunostaining was observed at
the ameloblast membranes for MMPs and RECK. RECK was also detected in the
cytoplasm of these cells. At the papillary layer, MMPs and RECK have been observed in
macrophages and/or dendritic cells. At early and late maturation phases, MMPs and Reck
profiles were similar to the transition phase, but the immunostaining was less pronounced.
TIMPs were identified exclusively in maturation ameloblasts throughout the maturation
phase. We also observed that the cytoplasm of odontoblasts, probably at the Golgi
apparatus and/or the RER network were immunostained for Reck and MMP-9. During
mandible and maxillae intramembranous ossification, osteoblasts were immunostained for
MMPs (early stage), TIMPs (late stage) and RECK. In Meckel cartilage degradation,
MMPs, RECK and TIMPs mRNA and protein were found in perichondrial cells. During
odontogenesis migrating epithelial cells in bud stage, enamel inner epithelial cells in cap
stage, and ameloblasts and odontoblasts in bell stage were immunostained for RECK.
Also, RECK mRNA was found difuse in all tooth germ in cap stage, mainly localized in
primary enamel knout in early bell stage, and in ameloblasts and odontoblasts in late bell
stage. The alveolar bone was immunolabelled in all periods. During endochondral
ossification, chondrocytes were immunopositive for MMPs, RECK, and TIMPs during

chondrocyte differentiation (E13). At the cartilaginous template (E14), the hypertrophic
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chondrocytes (HC) were immunostained for MMPs and RECK. RECK and TIMPs
immunopositive cells were found in the perichondrium. At the vascular and cellular
invasion (E15), MMPs, RECK and TIMPs were expressed by migrating cells from bone
collar as well as by osteoclasts/chondroclasts close to the transverse septum. HC
remained immunostained. From E16 to PN1, MMPs, TIMPs, and RECK were expressed
by osteoblasts and HC in the growth plate and by cells in the perichondrium and
periosteum. The results show the differential expression of MMPs, TIMPs, and RECK
during the processess studied, sugesting that the biological activity these proteins
regulates the MEC degradation and its maintenance in tissue development. Our results
show for the first time that RECK is expressed by bone-forming and tooth-forming cells
during mouse endochondral and intramembranous and in embryonic and adult

odontogenesis, even if these cells are from different embryonic origins.
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1 - Introducéo

A matriz extracelular mineralizada (produzida por ameloblastos, osteoblastos e
odontoblastos) confere marcante rigidez e resisténcia ao esqueleto e tecidos dentarios
enquanto mantém certa elasticidade. Particularmente com relacéo ao tecido 6sseo, ela
desempenha, ainda, um importante papel na manutencdo da homeostase do organismo.
A remodelacdo da matriz 6ssea requer a solubilizacdo da fase mineral e, em seguida, a
degradacéo da matriz orgénica pela acdo de proteinases.

As metaloproteinases de matriz sdo endopeptidases zinco dependentes que, em
conjunto, podem degradar todos os componentes da matriz extracelular. Sao as principais
responsaveis pelo remodelamento tecidual durante eventos fisiol6gicos normais como a
embriogénese e organogénese, bem como em eventos patolégicos como a invasao
tumoral nos tecidos. As MMP-2 e MMP-9 sdo as responsaveis pela degradacdo do
colageno tipo IV e laminina presentes na membrana basal celular. As pesquisas nessa
area tém buscado identificar as MMPs envolvidas nos mecanismos moleculares que
regulam os processos de mineralizacdo bioldgica, tanto na osteogénese quanto na
odontogénese, ja que é sabido que algumas doencas 6sseas e dentérias sdo atribuidas a
auséncia ou super-expressdo destas enzimas. As evidéncias atuais sugerem que O
balango entre as MMPs e seus inibidores, tais como os inibidores teciduais das MMPs
(TIMPs) e RECK, determinam o grau de remodelag&o da matriz extracelular.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi delinear o perfil de expressao temporal e
espacial da MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e RECK durante os eventos de formagéo de
tecidos mineralizados (0sso, dentina e esmalte) em camundongos em fase embrionaria,
recém-nascidos e individuos adultos. Para tanto foram utilizadas técnicas de biologia
molecular (hibridizacdo in situ e real time PCR), imuno-ensaios (imunohistoquimica) e

bioguimicos (zimografia em gel).
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Os resultados obtidos apontam para a expressao diferenciada de MMPs, TIMPs e
RECK nos diversos eventos estudados, sugerindo que a atividade biol6gica destas
proteinas regula a degradacao da matriz extracelular tanto durante o desenvolvimento dos
tecidos como sua manutencdo. Além disso, pela primeira vez, demonstra-se a expressao
de RECK pelas células formadoras de tecido 0sseo e dentario. Estudos posteriores
enfocaréo a analise dos fatores de transcricdo envolvidos na expressdo de MMPs, TIMPs

e RECK durante o desenvolvimento dos tecidos mineralizados e remodelacéo éssea.

1.1 - Matriz Extracelular

Matriz extracelular (MEC) é uma rede de macromoléculas dindmica constituida
principalmente de colageno, proteoglicanas e glicoproteinas, tais como laminina e
fibronectina, a qual forma uma barreira entre os tecidos e prove um molde estrutural para
o suporte dos mesmos (Pimentel, 2001). A MEC funciona também como um reservatério
de fatores de crescimento que podem ser rapidamente utilizados durante a sua
degradacdo e remodelacdo. Assim, prove um ambiente propicio para a proliferacao,
migracdo e diferenciacdo celular que sdo essenciais para a continua remodelacéo
tecidual necessaria durante o desenvolvimento e crescimento, tais como morfogénese
vascular (revisado por Brooke et al., 2003), angiogénese (revisado por Li et al., 2003) e
desenvolvimento do esqueleto (revisado por Aszddi et al., 2000). Por outro lado, a
remodelacdo da MEC também é importante em certos eventos patoldgicos, tais como
reparo, osteoporose, artrite reumatoéide e cancer (revisado por Sternlicht e Werb, 2001).

A MEC interage com as células via receptores tais como integrinas (Fata et al.,
2004), sindecan (Saunders et al.,, 1989), tenascina (Lightner e Ericson, 1990), B-1,4-
galactosiltransferase (GalTase) (Hathaway e Shurr, 1996), distroglicana (Durbeej e

Ekblom, 1997; Muschler et al., 2002), dominio receptor de discoidina 1 (discoidin domain
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receptor 1 — DDR1) (Vogel, 2001) e receptores tipo Toll (Schaefer et al., 2005) que sdo
importantes para regular a vias de transdugdo de sinais intracelulares imprescindiveis
para a polarizacao, diferenciacéo, sobrevivéncia e proliferacao celular (Rohrbach, 1993).
As células utilizam varias estratégias para regularem as proteinases da MEC:
regulagdo da transcricdo, controle do trafico de vesiculas ou de estruturas ligadas a
membrana celular (secrecdo e endocitose), ativagdo de pré-enzimas e a producgdo de

inibidores endégenos.

1.2 - Proteinases

Proteinases séo todas as enzimas do tipo hidrolases peptidicas pertencentes ao
subgrupo 3.4 da Enzyme Commission (Grassmann e Dyckerhoff, 1928). Estas enzimas
que podem hidrolisar ligacdes peptidicas terminais (peptidases ou exopeptidases) ou
internas (proteinases ou endopeptidases) das proteinas e constituem mais de 550
membros identificados no genoma humano e de camundongo (Puente et al., 2003). Estas
enzimas sao classificadas de acordo com a composi¢cdo de aminoacidos de seus sitios
cataliticos como aspartica, cisteina, metalo, serina ou treonina proteinases e sao divididas
em clas de acordo com suas similaridades estruturais (Barrett et al., 2001).

As metaloproteinases de matriz (MMPs), as serralisinas (enzimas de bactérias), as
astacinas e as adamalisinas (ADAMs - desintegrina e metaloproteinase - e as ADAM-TS -
ADAMs com repeticdes de trombospondina) sdo membros das metaloproteinases de
mamiferos (MPs) dentro da superfamilia metzincina. Estas enzimas possuem multiplos
dominios, sdo endopeptidases zinco-dependentes, com um perfil estrutural comum e
todas apresentam a mesma configuracao terciaria do sitio catalitico (estrutura secundaria
caracterizada pela presenca de uma sequéncia altamente conservada contendo 3

histidinas ligadas ao zinco - no sitio catalitico - e uma metionina), chamada de metzincina
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(Stocker et al.,, 1995). As MPs apresentam uma seqUéncia peptidica ligada ao zinco
caracteristica (HEBXHXBGBXHZ), onde o aminoéacido variavel “Z” é especifico de cada
familia (Stocker et al., 1995). Embora elas tenham uma alta similaridade estrutural, as
funcdes desempenhadas pelas MPs sdo enormemente variadas (Brinckerhoff e Matrisian,

2002).

1.2.1 - Metaloproteinases de Matriz (MMPSs)

As MMPs sdo uma importante familia e representam a maior classe de enzimas
responsaveis pela degradacédo ou reabsorcdo dos componentes da MEC. Elas processam
e degradam inUmeras proteinas peri e extracelulares e, coletivamente, sdo capazes de
degradar todos os componentes da MEC (Birkedal-Hansen, 1993), além de serem as
Unicas enzimas capazes de clivar colagenos fibrilares (Curran e Murray, 1999).

A primeira MMP descrita foi encontrada em caudas de girinos em metamorfose e
esta foi denominada de colagenase por Gross e Lapiére (1962). As MMPs de mamiferos
sdo classificadas em solaveis e MMPs ancoradas a membrana celular (MT-MMP), de
acordo com suas especificidades enzima-substrato in vitro. A maioria das MMPs solUveis
€ secretada como pro-enzimas e requerem ativacdo no meio extracelular (Harper et al.,
1971), enquanto que as MT-MMPs sdo ativadas intracelularmente e expressas na
superficie celular na forma ativa (Nabeshima et al.,, 2002). As MMPs sollaveis séo
classificadas em colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e outras. Ja as
MT-MMPs sdo compostas por seis membros diferentes. A subclassificacdo das MMPs foi,
originalmente, baseada em seus correspondentes substratos da MEC, mas, atualmente,
as MMPs sdo designadas numericamente de acordo com a ordem cronologica na qual
elas foram identificadas e agrupadas de acordo com sua estrutura tridimensional

(revisado por Egeblad e Werb, 2002) (Quadro 1.1). As MMPs -4, -5, -6 e -22 foram



Introducéo

removidas da lista por serem idénticas a outros membros (Nagase et al., 2006). As MMPs
sdo proteinases extracelulares, mas, recentes estudos tém mostrado que as MMPs -1
(Limb et al., 2005), -2 (Kwan et al., 2004) e -11 (Luo et al., 2002) sdo também encontradas
intracelularmente e podem interagir com proteinas intracelulares.

Inicialmente classificadas como proteinases capazes de clivar todos os
componentes da MEC, as MMPs tiveram seus alvos proteoliticos especificos ampliados
nesta Ultima década incluindo outras moléculas da superficie celular eproteinas
pericelulares néo relacionadas a MEC, atuando assim na regulacdo do comportamento
celular em varias vias, principalmente ao nivel da sinalizacéo celular. Estas incluem outras
proteinases, inibidores de proteinases, moléculas quimiotaticas, fatores de crescimento
latentes (pr6-TGF-[3, entre outros), proteinas ligadas a fatores de crescimento, receptores
ancorados a membrana plasmatica (integrinas, CD44, etc) e moléculas de adesao célula-
célula e célula-matriz.

Enzimas envolvidas em tais processamentos proteoliticos formam cascatas de
ativagdo proteolitica, como é o caso das MMPs (Figura 1.1). Através destas variadas
formas de atuacdo, as MMPs podem afetar profundamente o ambiente pericelular e a
promocao ou desfavorecimento da integridade tecidual ndo somente pela degradagédo da
MEC, mas também pela geracdo de moléculas bioativas (revisado por Egeblad e Werb,
2002). As MMPs séo sintetizadas como pré-pré-enzimas e a maioria € secretada na forma
latente, ou seja, pro-enzimas (zimogénio), contendo 5 dominios basicos: (I) N-terminal
pré-peptidico (cerca de 10 kDa), sinalizador da secre¢cdo e removido no reticulo
endoplasmético rugoso; (lI) N-terminal pré-peptidico, removido intra ou extracelularmente
(cerca de 80 aminoécidos, contendo a sequéncia conservada PRCXXPD); (lll) catalitico
(20 kDa); (IV) regido da alca; e (V) C-terminal tipo hemopexina (30 kDa) (revisado por

Visse e Nagase, 2003) (Figura 1.2). Estes dominios representam a composicao béasica de



Quadro 1.1: Classificacdo das MMPs e seus respectivos substratos conhecidos.

Formas
Grupo MMP Nome latente e Substratos
Ativa (kDa)
Colagenases 1 Colagenase Intersticial, Colagenase Fibroblastica, Colagenase 55/45 Col I, II, 11, VII, VIII, X, gelatina, aggrecan, versican, perlecan, fibronectina, proteina link, caseina, a2-M, ovostatina, nidogénio,
Tecidual ou Colagenase-1 pré-TNF-q, L-selectina, al-Pl, PZP, IGFBP-3, pré-IL-1f e IL-13, MCP-3, SDF-1
8 Colagenase Neutrofilica, Colagenase de Neutrdfilo Polimorfonuclear, 75/58 Col I, I, 111, V, VII, VIII, X, gelatina, aggrecan, al-Pl, antiplasmina-02, fibronectina, receptor de proteinase ativada 1
Colagenase Granulocitica ou Colagenase-2
13 Colagenase-3 60/48 Col I, I, Il e IV, XVIII, gelatina, PAI-2, aggrecan, perlecan, laminina, elastina, tenascina, fibrilina, fibronectina, osteonectina,
MCP-3, SDF-1
Gelatinases 2 Gelatinase A, Gelatinase Neutrofilica ou Colagenases tipo IV de 72 72/66 Vide Tabela 1.2
kDa
9 Gelatinase B ou Colagenase tipo IV de 92 kDa 92/86
Estromelisinas 3 Estromelisina-1, Transina-1, Proteoglicanase ou Proteina Ativadora 57/45 Col 1ll, 1V, IX, X, XVIII, gelatina, aggrecan, versican, decorina, perlecan, fibrilina, nidogénio, fibronectina, laminina, elastina,
de Pré-colagenase plasminogénio, caseina, fibrinogénio, antitrombina-Ill, a2-M, ovostatina, al-Pl, pr6-TNF, IGFBP-3, E-caderina, osteonectina,
Estromelisina-2 ou Transina-2 pré-IL-1B, MCP-3, SDF-1
10 Estromelisina-3 57/44 Col llI, IV, V, gelatina, caseina, aggrecan, elastina, proteina link, fibronectina
11 51/44 Laminina, fibronectina, gelatina, a1-Pl, IGF, IGFBP-1

MMPs Tipo de 14 MT1-MMP 66/56 Col I, II, Ill, XVIIl, aggrecan, gelatina I, caseina, elastina, fibronectina, fator Xlll, fibrina, fibrilina, fibrinogénio, vitronectina,

Membrana laminina-1, -5 (y2), 5(B3), pr6-TNF, sindecan-1, proteoglicana dermatan sulfato, CD44, MCP-3, transglutaminase tecidual da
superficie celular, MUC1, lumicam, LDL-RP, integrina av, SDF-1

15 MT2-MMP 72/60 Gelatina, fibronectina, tenascina, laminina, nidogénio, transglutaminase tecidual da superficie celular
16 MT3-MMP 64/52 Col 1l e fibronectina, transglutaminase tecidual da superficie celular

17 MT4-MMP 57/53 -

24 MT5-MMP - -

25 MT6-MMP ou Leucosina - -

Matrilisina 7 Matrilisina, Matrina, Metaloproteinase Uterina ou PUMP-1 28/19 Col IV, X, XVIII, gelatina, aggrecan, proteina link, elastina, fibronectina, decorina, laminina, plasminogénio, entactina, caseina,
transferrina, mielina béasica, al-Pl, pr6-TNF-a, FASL, criptina, osteonectina, IGFBP-3, E-caderina, RANKL, EGF ligado a
heparina

26 Endometase ou Matrilisina-2 - Col 1V, fibronectina, vitronectina
Outras 12 Metaloelastase Macrofagica, Elastase Macrofagica ou Metaloelastase 54/45-22 Col IV, XVIII, gelatina, elastina, al-Pl, fibronectina, aggrecan, entactina/nidogénio, plasminogénio, vitronectina, fibrilina,
Colagenase-4 (Xenopus) laminina, pr6-TNF, mielina basica, receptor ativador de plasminogénio tipo urokinase
18 RASI-1 - Col IV, gelatina, tenascina, aggrecan, IGFBP-3, laminina-5 (y2), nidogénio-1, COMP
19 Enamelisina 54/22 Amelogenina, Col XVIIl, aggrecan, COMP
20 Homéloga ao Xenopus XMMP - -
21 CMMP (chicken) ou MMP associada a Artrite Reumatéide 54/46-41 Aggrecan
Cisteina Array MMP (CA-MMP), Femalisina, MIFR ou MMP-21/MMP-
23 22% 55/? -
27 Epilisina -
Sem Grupo - Mcol-A (mouse) - -

Mcol-B (mouse)
Gelatinase de 75-kDa (Chicken)

a2-M: a2-macroblogulina, al-Pl: inibidor de proteinase al (al-proteinase inhibitor), COMP: Proteina de matriz oligomérica da cartilage (cartilage oligomeric matrix protein), FASL: ligante de Fas, IGFBP: insulin-like growth factor binding protein; LDL-RP:
receptor relacionado a lipoproteina de baixa densidade (low-density lipoprotein receptor protein), MCP-3: proteina quimiotatica de mondcitos-3 (monocyte chemoattractant protein-3), MUC: mucina transmembrana, PAI-2: inibidor do ativador de
plasminogénio 2 (plasminogen activator inhibitor-2), PZP: proteina da zona de pregnancia (pregnancy zone protein), RANKL: ligante de RANK, SDF: Fator derivado de célula estromal 1 (stromal cell-derived factor-1). Dados extraidos de: Shapiro et al.,
1993; Murphy et al., 1993; Fowlkes et al., 1994; Ellerbroek e Stack, 1999; Bartlett e Simmer, 1999; Ashworth et al., 1999; Hahn-Dantona et al., 2000; Haro et al., 2000; Ferreras et al., 2000; Stracke et al., 2000; Lin et al., 2001; Sternlicht e Werb, 2001;
Egeblad e Werb, 2002; Souza e Line, 2002; Sadowski et al., 2003; Shirafuji et al., 2003; Udayakumar et al., 2003; Hao et al., 2004; Thathiah e Carson, 2004; Titz et al., 2004; Miyamoto et al., 2004; Sadowski et al., 2005; Lynch et al., 2005; Boire et al.,

2005; Itoh e Seiki, 2006; Lemaitre e D’Armiento, 2006.
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todas as MMPs (exceto das MMPs -7 e -23, as mais simples dentre as MMPs e nao
possuem o dominio hemopexina e nem a regido da al¢a), e o aumento dos dominios esta
diretamente relacionado com o aumento da especificidade enzima-substrato ou em
relacdo a sua localizacao celular, como é o caso das MT-MMPs. Todas MMPs sao ativas
em pH neutro, requerem Ca?" para ativacdo e manutencdo da conformacéo
tridimensional. As MMPs solGveis sdo ativadas por clivagem enzimatica (por serina
proteinases e outras MMPs — Figura 1.1A e D) do dominio pré-peptidico (PRCGVPDV -
especificamente entre a cisteina e 0 Zn*?), liberando um fragmento de, aproximadamente,
10 kDa.Este processo resulta na alteracdo conformacional da proteina, revelando assim o
seu sitio ativo e este € o mecanismo de ativagdo conhecido como cysteine switch

(Springman et al., 1990; Van Wart e Birkedal-Hansen, 1990).

v

Figura 1.1: Representacdo esquematica da cascata de ativacdo das MMPs. (A), intracelularmente
por proteinasess do tipo furina (B), pela via da serino proteinases uPa (C) e por outras serinas
proteinasess (D). (1) O‘Connell et al., 1994; (2) Sato et al., 1994; (3) Atkinson et al., 1995; (4)
Fridman et al., 1995; (5) Ogata et al., 1992; (6) Suzuki et al., 1990; (7) Knauper et al., 1996a; (8)
Nagase et al., 1990; (9) Pei e Weiss, 1995; (10) Okumura et al., 1997; (11) Ahokas et al., 2002;
(12) Crabbe et al., 1994a; (13) Okada et al., 1992a; (14) Ramos-DeSimone et al., 1999; (15) Imai et
al., 1995; (16) Desrivieres et al., 1993; (17) Okada et al., 1988; (18) Fang et al., 1997; (19) Knauper
et al., 1997; (20) Takino et al., 1995; (21) Palosaari et al., 2002; (22) D‘Ortho et al., 1997; (23)
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Existe ainda outro mecanismo de ativacdo chamado stepwise activation (Nagase, et al.,
1990) onde a clivagem de um determinado ponto do dominio pré-peptidico remove
apenas uma parte da sequéncia peptidica e sua completa remocéao €, freqiientemente,
efetuada por uma MMP intermediaria ou por outra ativa.

Embora a maior parte destas enzimas seja secretada como pro-enzimas, dez pro-
MMPs possuem uma seqiiéncia de reconhecimento da pré-proteina convertase tipo furina
localizada no final do segmento pro-peptideo e podem ser ativadas intracelularmente e
secretadas para a MEC ou ancoradas a membrana celular na forma ativa (Sato et al.,
1994; Pei e Weiss, 1995). Elas podem ainda ser ativadas por agentes nao proteoliticos,
tais como agentes reativos de SH, compostos de mercurio, espécies reativas de oxigénio
e desnaturantes, pelo mesmo mecanismo de clivagem entre a Cys-Zn*? (Nagase, 1997).

MMPs presentes em células normais e localizadas pericelularmente, no tempo e
quantidades corretas, séo ativadas ou inibidas apropriadamente. Entdo, estas enzimas
sao fortemente reguladas aos niveis transcricional, pos-transcricional, ao nivel protéico via
seus ativadores e inibidores e interagdo com componentes especificos da MEC (revisado
por Nagase e Woessher, 1999 e Sternlicht e Werb, 2001) (Figura 1.3).

A expressao génica destas enzimas é regulada por diversos fatores estimulantes e
supressores que influenciam muitas vias de sinalizacdo. Por exemplo, a expressao de
varias MMPs pode ser regulada positiva e negativamente por ésteres de forbol, sinais
derivados de integrinas, proteinas da MEC, stress celular e alteracdo na morfologia
(Kheradmand et al., 1998; Sternlicht e Werb, 1999). A expressao é ainda regulada por
horménios, fatores de crescimento, oncogenes e citocinas, tais como interleucinas,
interferons, EGF (epidermal growth factor), KGF (keratinocyte growth factor), NGF (nerve
growth factor), FGF (fibroblast growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor),

PDGF (platelet-derived growth factor), TNF-a (tumor necrosis factor-alpha), TGF-f3 (tumor
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growth factor-beta), EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer) (Fini et al.,

1998).Muitos destes estimulos induzem a expressao e/ou ativagédo de produtos dos proto-

oncogenes c-fos e c-jun, 0s quais se heterodimerizam e ligam-se aos sitios do ativador de

proteina 1 (AP-1) onde se encontram Varios genes promotores das MMPs. Embora o

em prolina/cisteina (C-terminal) (Adaptado de Sternlicht e Werb, 2001).

11

Figura 1.2: Dominios das
MMPs. Pré: segmento pré-
peptidico sinal (N-terminal);
Pro: segmento pro-
peptidico com um
grupamento tiol (SH) livre
ligador de zinco (N-
terminal); A: regido da alc¢a;
E: sitio susceptivel a

atuacdo de enzimas tipo

furina; DT: dominio
transmembrana (C-
terminal); C: cauda

citoplasmatica (C-terminal);
GPI: dominio
glicosilfosfatidilinositol
ancorado a membrana
plasmatica (C-terminal);
Vn: dominio tipo
vitronectina/hemopexina
contendo 4 repeticdes,
sendo que a primeira e a
Ultima estdo ligadas por
ponte dissulfeto; DTRIL-1 r-
P/C: dominio tipo receptor

de IL-1 (interleucina-1) rico
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complexo AP-1 desempenhe uma importante funcéo na regulacdo de diversos genes das
MMPs, outros fatores também estdo envolvidos. Em alguns casos, um sinal pode
coordenadamente regular alguns genes de MMPs e diferencialmente regular outros, como
acontece com o TGB-f3, retindides e glicocorticoides (Benbow e Brinckerhoff, 1997).
Existem também evidéncias que sugerem que membros ou grupos da familia das MMPs
sao regulados independentemente (Brown et al., 1990; Vincenti et al., 1998).

Durante o processamento pdés-transcricional, muitos mRNAs das MMPs sofrem
splicing alternativo acarretando em algumas das isoformas da MMP-3, por exemplo
(Matsumoto et al., 1997), ou poliadenilacdo (Sternlicht e Werb, 1999). Muitos transcritos
podem ser ainda estabilizados ou desestabilizados por ésteres de forbol, glicocorticéides
e fatores de crescimento (Delany et al., 1995; Vincenti, 2001).

Ao nivel do processamento pés-traducional, muitas MMPs recebem grupamentos

gquimicos ou dominios especificos (como o GPI). A maioria delas é secretada como

Figura 1.3: Diversas vias de regulacdo intra e
extracelular das MMPs. (1) Sinalizacdo indutora ou
supressora da expressdo génica; (2) transducdo do
sinal intracelular; (3) ativacdo ou repressdo da
transcricdo; (4) processamento do mRNA apés a
transcricdo; (5) degradacdo do mRNA; (6) ativacao
intracelular de MMPs susceptiveis a furina; (7) secrecéo
constitutiva; (8) regulacdo da secrecéo; (9) expresséo
na superficie celular; (10) ativacdo proteolitica; (11)
processamento proteolitico ou inativagdo; (12) inibicao
da atividade enzimatica; (13) localizagdo na MEC; (14)
localizacdo na superficie celular; (15) endocitose e
degradacdo intracelular (Adaptado de Sternlicht e
Werb, 2001).
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glicoproteinas e contém um ou mais sequéncias para N-glicosilacdo (Asnh-Xaa-
Ser/Thr/(Cys), Xaa pode ser qualquer aminoacido, exceto prolina). Interessantemente,
existe um sitio de glicosilagdo no dominio ativo, contendo a sequéncia TY/FXIXNY/VT/S,
gue é conservado na maioria das MMPs, exceto para as MMPs -2, -7, -11, -14 e -25, e é
freqlientemente cercado por outros sitios de N-glicosilagéo.

Este dominio conservado sugere uma potencial funcdo para as MMPs (revisado
por Van den Steen et al., 2001). Embora a maioria destas enzimas seja secretada
constitutivamente, elas podem ser armazenadas em granulos ou vesiculas no citoplasma
e serem secretadas apds um sinal especifico, como ocorre em neutréfilos onde a MMP-9
€ armazenada e secretada apoOs a ativacdo neutrofilica por mediadores inflamatérios
(Hasty et al., 1990).

Tanto a pré-enzima como a enzima ativa pode ser inibida na MEC por seus
inibidores, situados na membrana plasmatica e no perimetro pericelular, ou por agueles
ligados a moléculas da MEC, presentes em locais mais distantes do sitio de secre¢éo da
enzima. Além disso, a expressao temporal e espacial destas enzimas parece estar
altamente ligada a célula ou tecido-especifico (Curran e Murray, 1999).

As MMPs participam de muitos processos biolégicos normais, tais como
desenvolvimento embriondrio, morfo e organogénese, apoptose, proliferacdo e
diferenciagdo celulares, angiogénese e em eventos patoldgicos, como o cancer

(Coussens et al., 2002).

1.2.1.1 - Gelatinases

As gelatinases MMP-2 (gelatinase A ou colagenase tipo IV de 72 kDa) (Collier et
al., 1988) e MMP-9 (gelatinase B ou colagenase tipo IV de 92 kDa) (Wilhelm et al., 1989),

estdo envolvidas na protedlise e rompimento de membranas basais, pela degradagéo de
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diversos tipos de colagenos, colagenos deshaturados (gelatinas), proteoglicanas e
glicoproteinas (Quadro 1.2) (Thomas et al, 1999; Kahari e Saarialho-Kere, 1999). Elas
possuem 3 insercbes de repeticbes ricas em cisteina no sitio catalitico (dominio tipo
fibronectina Il - fibronectin-type Il) (Allan et al., 1995; Steffensen et al., 1995), inexistentes
em outros grupos de MMPs. Estas inser¢cdes lembram a repeticbes tipo ligadoras de
colageno tipo Il ou de fibronectina e séo requeridas para a ligacéo e clivagem de colageno
IV, gelatinas e elastina, mas ndo afeta a hidrélise de pequenos peptideos (Collier et al.,
1992; Murphy et al., 1994; Shipley et al., 1996). As gelatinases possuem ainda um
dominio ligador de colageno tipo fibronectina (fibronectin-like collagen-binding domain)
gue é responsavel pela ligacdo de ambas as enzimas a gelatina (Collier et al., 1988;
Wilhelm et al., 1989) e a MMP-9 tem um dominio a mais do tipo colageno a,(IV) (Wilhelm
et al., 1989). As gelatinases podem também se ligar, porém sem degradar, ao colageno
tipo IV, gelatina e laminina, presentes no ambiente pericelular (Allan et al., 1995). Elas
tém similares substratos especificos, mas sdo reguladas em diferentes vias e niveis

(Stetler-Stevenson, 1990).

Quadro 1.2: Substratos das gelatinases.

Gelatinase Substrato

Colageno tipo | (Aimes e Quigley, 1995), Il, Il (Berton et al., 2000), IV (Fessler et al., 1984), V (Fessler et al., 1984), VII
(Seltzer et al., 1989), X (Welgus et al., 1990), XI, XIV, XVIII (Ferreras et al., 2000), gelatina tipo | (Collier et al., 1988),
decorina (Imai et al., 1997), elastina (Shipley et al., 1996; Mecham et al., 1997), entactina/nidogénio, fibrilina (Ashworth
et al., 1999), fibrina, fibrinogénio, fibronectina, fibulina, laminina-5 (y2) (Giannelli et al., 1997), plasminogénio, tenascina
(Siri et al., 1995), vitronectina, aggrecan (Fosang et al., 1992), versican, mielina basica, osteonectina (Sasaki et al 1997),
MMP-2 amelogenina (Caron et al., 2001), condroitina sulfato (Krekoski et al., 2002), IGFBP-3 (Fowlkes et al., 1994), pro-IL-1p,
IL-1B (Ito et al., 1996), IL-8, pr6-TGF-f3 (Yu e Stamenkovic, 2000), pr6-TNF-a, proteina link, substancia P, Clq, al-AC,
al-Pl, receptor de FGF 1 (Levi et al., 1996), MCP-3 (McQuibban et al., 2000), SDF-1 (Zhang et al., 2003),
adrenomodulina (Martinez et al., 2004), endotelina grande (Fernandez-Patron et al., 1999), LTBP1 (Dallas et al., 2002),
galactina-3 (Ochieng et al., 1994), DSPP (Yamakoshi et al., 2006).
Colageno tipo Il (Itoh et al., 2002; Van den Steen et al., 2002), IV (Fessler et al., 1984), V (Fessler et al., 1984), VIl
(Seltzer et al., 1989), X (Welgus et al., 1990), XI, XIV e XVIII (Ferreras et al., 2000), gelatina tipo |, caseina, decorina,
elastina (Shipley et al., 1996; Mecham et al., 1997), fibrilina (Ashworth et al., 1999), fibrina, fibrinogénio, plasminogénio
MMP-9 (Patterson e Sang, 1997; Pozzi et al., 2000), vitronectina, aggrecan (Fosang et al., 1992), versican, entactina/nidogénio,
ICAM-1 (Fiore et al., 2002), galactina-3 (Ochieng et al., 1994), mielina basica, osteonectina (Sasaki et al 1997), pro-IL-13
(Schonbeck et al., 1998), IL-1pB (Ito et al., 1996), IL-2Ra (Sheu et al., 2001), pr6-TGF-B (Yu e Stamenkovic, 2000), pré-
TNF-a (Gearing et al., 1994), proteina link, proteina P, C1q, al-Pl,a2-M, MCP-2, SDF-1 (McQuibban et al., 2001), LTBP1
(Dallas et al., 2002).
al-AC: anti-quimiotripsina al, al-Pl: inibidor de proteinase al (al-proteinase inhibitor), a2-M: a2-macroblogulina, C1g: componente complemento (component
complement), DSPP: sialo fosfoproteina da dentina (dentin sialophosphoprotein), ICAM: molécula de ades&o intercelular 1 (intercellular adhesion molecule 1), IGFBP-
3: insulin-like growth factor binding protein-3, IL: interleucina, LTBP1: proteina ligadora de latente TGF-B 1 (latent TGF-B-binding protein-1), MCP: proteina
quimiotatica de mondcitos (monocyte chemoattractant protein), SDF: Fator derivado de célula estromal 1 (stromal cell-derived factor-1), TGF-f: fator de crecimento
tecidual (tissue growth factor ), TNF-a: fator de necrose tecidual (tissue necrosis factor a).
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MMP-2

A secrecdo da MMP-2 tem sido observada em células originarias de todos os
folhetos embrionarios, além de ser expressa por diversas linhagens de células tumorais.
Ela é frequentemente expressa constitutivamente por células normais e pode sua
expressao serregulada ao nivel transcricional e pos-transcricional por TGF-31 (Overall et
al., 1991).

Esta enzima pode ser removida da superficie celular por ligar-se a componentes
da MEC que apresentam afinidade por certos receptores de membrana especificos, os
quais promovem a endocitose e posterior degradacdo. No caso da MMP-2, isso ocorre
pela sua ligagdo a trombospondina-2 que forma um complexo irreversivel que facilita a
remocdo e clearance desta enzima via endocitose mediada por scavenger receptors
(Yang et al., 2001).

A maioria das pr6-MMPs é ativada por proteinases teciduais ou do plasma
sanguineo e, em casos especiais, por proteinases de bactérias, mas a pr6-MMP-2 é uma
excecao, por ndo possuir necessariamente 0 mesmo sitio de clivagem entre o dominio
pré-peptidico e o sitio catalitico, como as demais MMPs.

A pr6o-MMP-2 é ativada ao nivel da membrana plasmatica (Zucker et al., 1990;
Ward et al.,, 1991) e necessita da TIMP-2 (Strongin et al., 1995; Butler et al., 1998;
Kinoshita et al., 1998) e de um componente ligado a superficie celular, a MT1-MMP (Sato
et al.,, 1994; Takino et al., 1995; Will e Hinzmann, 1995). Primeiramente, o complexo
ternario ancorado a membrana constituido pelas MT1-MMP/TIMP-2/pr6-MMP-2 é formado
(Strongin et al., 1995), onde o dominio N-terminal da TIMP-2 se liga ao sitio ativo da MT1-
MMP (K; em escala subnanomolar), enquanto que o seu dominio C-terminal se liga ao
dominio C-terminal da pr6-MMP-2 (Butler et al.,, 1998; Overall et al., 1999), com uma

aparente Ky 6,6 x 10® M (Bigg et al., 1997). A observacdo de que a pr6-MMP-2, mas néo
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o complexo pré-formado MMP-2/TIMP-2, interage e é ativada por preparacdes contendo
fracbes de membrana plasmética sugerem que a ordem macromolecular da formagéo do
trimero involve a ligacdo da TIMP-2 com a MT1-MMP antes da associacdo desta com a
pro-MMP-2 (Strongin et al., 1995). Subseqientemente, a pr6-MMP-2 € clivada em um
sitio especifico do dominio pré-peptidico (Asn*’-Leu®) por uma segunda molécula de
MT1-MMP e, entdo, instala-se a forma intermediaria da enzima de 64kDa (Atkinson et al.,
1995; Kinoshita et al., 1996). Em seguida, a remo¢ao completa do segmento pré-peptidico
ocorre através de um processo autoproteolitico auxiliado por outra MMP-2 ativa
(Deryugina et al., 2001) e, finalmente, a forma ativa é liberada da superficie celular (Figura
1.4).

Tomazek e colaboradores (1997) verificaram que a actina do citoesqueleto é
importante para a ativacdo da MMP-2, concluindo que a transducao de sinal da MEC e
citoesqueleto modulam a ativacdo da pr6o-MMP-2, importante para a remodelagéo
tecidual.

Embora este mecanismo tenha sido muito investigado através do complexo
formado pela MT1-MMP, as MT-MMPs -2 (Butler et al., 1997), -3 (Takino et al., 1995), -5
(Llano et al., 1999; Pei, 1999) e -6 (Velasco et al., 2000) também podem ativar a pro-
MMP-2. Bigg e colaboradores (1997) propuseram que a pr6-MMP-2 poderia ser ativada
pela MT4-MMP, mas English e colegas (2000) demonstraram que a conclusdo deste autor
estava equivocada.

O entendimento deste evento pode explicar como a regulacdo positiva da TIMP-2
acarreta a regulacdo negativa de MMP-2 ja que esta é conhecida por inibir a atividade
enzimatica das MMP-2 e MT1-MMP in vitro. Alem da TIMP-2 inibir a MT1-MMP ela

também a estabiliza na superficie celular (Sato et al., 1996; Hernandez-Barrantes et al.,
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2000). Camundongos MT1-MMP mutantes demonstraram que a ativacao da pr6-MMP-2
foi severamente suprimida (Zhou et al., 2000).

O dominio hemopexina da MMP-2 pode ainda ligar-se a integrina av33 (receptor
de vitronectina) na superficie celular (Brooks et al., 1996). A precisa funcdo do complexo
MMP-2/av33 no contexto de ligacdo e ativacdo da pré-MMP-2 pela MT1-MMP, ndo esta
muito claro. Outro potencial mecanismo de localiza¢éo (indireta) da MMP-2 na superficie
celular é a ligagdo desta a integrina a2p1 associada ao colageno tipo | (Steffensen et al.,
1998). Com isso, a pr6-MMP-2 associada ao complexo a2f31/col | pode atuar como uma
forma de estocar a pré-enzima que pode ser, posteriormente, ativada pela MT1-MMP. O
mecanismo de liberagdo da pr6-MMP-2 do colageno pericelular é desconhecido, mas a
desestabilizacdo das fibrilas de colageno através da atividade colagenolitica pode
desempenhar um papel fundamental neste processo (Ellenbroek e Stack, 1999).

Os substratos da MMP-2 podem alterar sua expressdo e a sua ativacdo, bem
como da TIMP-2, como é o caso do colageno tipo IV, que reduz os niveis protéicos da
TIMP-2 e eleva os da MMP-2, mas, ndo necessariamente, os niveis de transcritos de

TIMP-2, MMP-2 e MT1-MMP séo afetados durante este processo (Maquoi et al., 2000).

Figura 1.4: Representacdo esquematica da ativacdo da
pr6-MMP-2 no perimetro pericelular. (A) Inicialmente, a
MT1-MMP ancorada a membrana plasmética esta ou sera
ativada e, em seguida, uma TIMP-2 se ligara a ela.
Posteriormente, a pr6-MMP-2 é secretada para a MEC e
ancora-se ao complexo MT1-MMP/TIMP-2 e sua ativacao é
iniciada. (B) A forma intermediaria da MMP-2 é
estabelecida e sua completa ativacao é efetuada por um
processo autoproteolitico auxiliado por uma MMP-2 ja ativa
ligada a seu receptor de membrana (Adaptado de Sternilich
e Werb, 2001).
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A ativacdo da pr6-MMP-2 pode ser também favorecida por células cultivadas em
géis tridimensionais de colageno tipo | (Azzam e Thompson, 1992; Tomasek et al., 1997;
Haas et al.,, 1998; Ellerbroeck et al., 1999), mesmo se a colagendlise e o colageno
desnaturado n&o sejam requeridos para a sua ativacao.

Entretanto, Ellerbrock e colaboradores (2001) demonstraram que clusters de
integrinas a3p1 promovem fortemente a ativagdo da pr6-MMP-2, enquanto que os clusters
de 021 ndo se mostraram muito efetivos. Eles observaram ainda que os clusters de a21
estimulam a expressdo da MT1-MMP, e a sua localizagéo préxima a eles e a ativagéo da
pro-MMP-2. Com isso, 0s autores sugerem que a invasédo de matrizes de colageno tipo | é
promovida pela MT1-MMP e MMP-2 e bloqueada por TIMP-2. A pr6-MMP-2 pode se ligar
ainda a elastina insoltvel e ser totalmente convertida em sua forma ativa independente de
seus ativadores proteoliticos (Emonard Hornebeck, 1997).

Teti e colaboradores (1998) verificaram que células GCT23 de tumor de células
gigantes humano secretam a MMP-2 e esta é ativada apés a sua possivel associacdo a
integrina avB3 e/ou a sequéncia RGD encontrada nestas células. A enzima é ativada por
osteopontina, sialoproteina dssea e um peptideo analogo a seqiiéncia RGD sollveis.

Lee e colaboradores (1997) demonstraram que fibroblastos podem ativar a pro-
MMP-2 por outra via. Estas células cultivadas sobre matriz de colageno a ativam
intracelularmente, ao nivel do complexo de Golgi, e ela j& havia sido anteriormente
imunolocalizada neste compartimento celular (Salamonsen et al., 1993).

A pr6-MMP-2 pode ser ativada por compostos de mercurio (por exemplo, p-APMA
- p-aminophenylmercuric acetate) e sofrer um processo autocatalitico resultando em uma
enzima estavel e ativa de 62kDa. Embora a ativacdo da MMP-2 por mercurio tenha sido
caracterizada, existem poucas informagfes que possam aproxima-la de alguma via

fisioldgica conhecida (Stetler-Stevenson et al., 1989).
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Estudos cinéticos demonstraram que a TIMP-2 liga-se mais rapidamente a MMP-2
do que a TIMP-1 (Willenbrock et al., 1993) e que a pr6-MMP-2 liga-se a TIMP-2 formando
um complexo ndo-covalente (Goldberg et al., 1989) e de proporcao estequiométrica de
1:1 (Stetler-Stevenson et al., 1989), enquanto que todas as outras MMPs podem se ligar a

TIMP-2 somente estando na forma ativa.

MMP-9

A MMP-9 tem sido observada em células mesenquimais, epiteliais e
hematopoiéticas, além de diversas linhagens de células tumorais. Sua expressao é
induzida por citocinas (Moll et al., 1990; Unemori et al., 1991), fatores de crescimento
(Kondapaka et al., 1997) e interac6es célula-estroma (Himelstein et al., 1994; Heppner et
al., 1996; Partridge et al.,, 1997). Recentemente Lyer e colaboradores (2005)
demonstraram que a expressao génica da MMP-9 pode ser mediada pela integrina a3p1
através da estabilizacdo do seu mRNA.

A MMP-9 é ativada pelo mecanismo classico (cysteine switch) e por serina
proteinasess associadas a membrana celular ou por outras MMPs. Entretanto, sua
participacdo na ativacao de outras MMPs é desconhecida.

A pr6-MMP-9 pode se ligar a diversos componentes da MEC para o favorecimento
ou desfavorecimento da sua ativacdo. A habilidade da pr6-MMP-9 em formar um
complexo de alta afinidade com a cadeia colageno a, (IV), sem que haja sua ativacao ou
internalizacdo, na superficie celular de muitos tipos celulares favorece a concentracao
desta enzima na interface célula-MEC podendo ser utilizada facilmente quando recrutada
ou em contato direto com seu alvo proteolitico (Olson et al., 1998; Toth et al., 1999). Por
outro lado, a pr6-MMP-9 liga-se a elastina insoluvel e fica protegida da agéo proteolitica

de muitos dos seus ativadores, tais como a calicreina tecidual, a elastase neutrofilica e

19



Introducéo

plasmina (Emonard Hornebeck, 1997). Ja sua associacdo a trombospondina 1, uma
grande glicoproteina extracelular, diminui o nivel de ativacdo da MMP-9 (Rodriguez-
Manzaneque et al., 2001).

A MMP-9 ativa pode se ligar ao receptor de hialurona na superficie celular (CD44)
(Bourguignon et al., 1998) e isto parece estar associado com a promo¢ao da invasao
tumoral e angiogénese e pode ainda intermediar a ativacdo da pro-TGF-f3 pela enzima
ativa (Yu e Stamenkovic, 1999). Além disso, a MMP-9 é co-localizada a integrina 1 em
células endoteliais (Partridge et al., 1997) e com vesiculas de membrana enriquecidas

com integrinas 1 em células de cancer de mama (Dolo et al., 1998).

1.3 - Inibidores das Metaloproteinases de Matriz

O balanco entre as MMPs e seus inibidores é um pré-requisito necessario para o
funcionamento de eventos fisiopatolégicos envolvendo a remodelacdo da MEC
(desenvolvimento, morfogénese, remodelacdo tecidual, inflamacdo, doencas
degenerativas, crescimento tumoral, invasdo e metastase) (Birkedal-Hansen, 1995).

As MMPs podem ser inibidas reversivelmente por seus inibidores fisiolégicos
(TIMPs) (Bauer et al., 1975), irreversivelmente pela a2-macroglobulina (serina proteinase
gue é a maior inibidora das MMPs do plasma sanguineo) (Sottrup-Jensen e Birkedal-
Hansen, 1989), pela PZP (pregnancy zone protein) (Arbeldez et al., 1997), pelo dominio
NC1 (produto da clivagem da extremidade C-terminal do colageno tipo V) (Netzer et al.,
1998), pela TFPI-2 (tissue factor pathway inhibitor 2) (Herman et al., 2001), pela CT-PCPE
(carboxy-terminal fragment of procollagen carboxy-terminal proteinase enhancer), que
apresenta um segmento C-terminal, que tem atividade inibidora de MMPs, com
similaridades estruturais com o dominio N-terminal das TIMPs (Mott et al., 2000), pela

proteina precursora da B-amildide ligada a membrana (Miyazaki et al., 1993), pela
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trombospondina-2 (Yang et al., 2001) e pela glicoproteina RECK que € o Unico inibidor

das MMPs ancorado a membrana plasmatica (Takahashi et al., 1998).

1.3.1 - Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMPSs)

As TIMPs séo conhecidas como sendo os inibidores fisiolégicos de todos os
membros da familia das MMPs (TIMPs 1-4). Estas apresentam de 37-51% de homologia
na sequéncia primaria, mas exibem distintos perfis estruturais, propriedades bioquimicas
e padrdes de expressdo (Quadro 1.3). Elas s&8o proteinas pequenas de,
aproximadamente, 21 kDa de peso molecular e variavelmente glicosiladas. Estas
moléculas sdo compostas por dois dominios: (I) um dominio N-terminal, com cerca de 125
residuos de aminoacidos, ligado a um oligosacarideo/oligonucleotideo, que representa
dois tercos da molécula, o grande three-loop; e (Il) um pequeno dominio C-terminal com
cerca de 65 residuos de aminoacidos, que apresenta uma estrutura secundaria rica em
folhas B-pregueadas, entretanto, pouco elucidada, o pequeno three-loop (Tuuttila et al.,
1998; Gomis-Ruth et al., 1997; Williamson et al., 1994). A conformagao tridimensional
apresenta, entdo, 6 loops formados pelas 12 cisteinas que estabelecem as 6 pontes
dissulfeto (Williamson et al., 1990; Murphy et al., 1991).

As TIMPs sdo proteinas secretadas, mas podem ser encontradas na superficie
celular associadas a proteinas de membrana ou associadas a moléculas da MEC (Figura
1.5). Elas podem interagir os seus dominios C-terminal com o dominio hemopexina das
pr6-MMPs -2, -9 e -3, preferencialmente TIMP-1/MMP-9 (Murphy et al., 1991; Goldberg et
al., 1992; Murphy e Willenbrock, 1995; Gomez et al., 1997) e TIMP-2/MMP-2 (Murphy et
al., 1991; Olson et al., 1997; Hernandez-Barrantes et al., 2001), formando um complexo
inibidor/zimogénio. Esta estrutura favorece um rearranjo intermolecular facilitando a

interagdo do dominio N-terminal da TIMP com o sitio catalitico das enzimas promovendo,
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Quadro 1.3: Classificagdo, propriedades bioguimicas e atuacdes bioldgicas das TIMPs.

TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4
Peso Molecular (kDa) 28 21 24127 22
Locais de N-glicosilagéo 2 0 1 0
Localizagdo da Proteina Solivel na MEC Soluvel na MEC e Superficie Celular  Insoldvel na MEC Solavel na MEC e Superficie Celular
Associagdo com pr6-MMPs Pr6-MMP-9 Pr6-MMP-2 Pr6-MMP-9/ Pré-MMP-2 Pr6-MMP-2
MMPs inibidas MMP-9 MMP-2 e MT1-MMP MMPs -1, -2, -3, -9, -13 e MT1-MMP MMPs -1, -2, -3, -7, -9 e MT1-MMP
MMPs fracamente inibidas MT2-MMP - - -
MT3-MMP
MT5-MMP
MMP-19
Inibicdo de ADAMs ADAM 10 - ADAM 12 -
ADAM 17
ADAM 19
ADAM 10

ADAMTS-1, 4,5

Proliferacéo Celular

T Precursores Eritrocitarios
T Células Tumorais

1 Precursores Eritrocitarios
1 Células Tumorais

1 Fibroblastos

T Células de Musculo Liso
| Células Endoteliais

T Células de Musculo Liso e Células
Tumorais*

T Células Tumorais de Mama
 Células Tumorais de Wilm

Apoptose

{ Células do Linfoma de
Burkitt

T Células Tumorais Célon-retais
J Melanoma

T Células de Musculo Liso

T Células Tumorais

T Células do Epitélio Pigmentado da
Retina

T Fibroblastos Cardiacos

Angiogénese Tumoral T Mama J Melanoma I Melanoma -
{ Figado J Mama
Angiogénese em colageno 3D/gel  Sem efeito Inibe Inibe Inibe
de fibrina
Efeitos Tumorigénicos Inibe Inibe Inibe Inibe
Efeitos Metastasicos Estimula Estimula

Dados extraidos de: Apte et al., 1995; Sato et al., 1996; Will et al.,

1996; Liu et al., 1997; Bigg et al., 1997; Baker et al., 2002; Chirco et al., 2006.
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Figura 1.5: Localizacédo das TIMPs no meio peri e extracelular. As TIMPs podem inibir virtualmente
todas as MMPs. TIMP-1 liga-se ao complexo CD63/integrin 1, TIMP-2 a integrina a3p1, TIMP-3
ao receptor de VEGF do tipo 2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) e ndo conhece-se
receptores para a TIMP-4. Estes receptores estdo diretamente ligados a vias de sinalizagéo
intracelulares regulando assim o comportamento celular. TIMP-2 atua conjuntamente com a MT1-
MMP como um receptor para a pr6-MMP-2 na superficie celular. TIMP-3 é uma proteina da MEC
provavelmente associada a proteoglicanas de heparan sulfato (Adaptado de Baker et al., 2002;
Seo et al., 2003; Qi et al., 2003; Jung et al., 2006).

assim, a inibicdo das pr6-MMPs (Nguyen et al., 1994; Itoh et al., 1995; Wojtowicz-Praga et
al., 1997). As TIMPs podem ainda inibir as MMPs ativas pela interacéo direta e forte (K;
menores de 1nM), ndo-covalente e reversivel, do dominio N-terminal da TIMP com o
atomo de zinco do sitio catalitico da enzima (Gomis-Ruth et al., 1997), resultando na
formacdo de um complexo de alta afinidade de propor¢do estequiométrica de 1:1
(Cawston et al., 1981, 1983; Welgus et al., 1985; Okada et al., 1986; Murphy et al., 1987;

Gomez et al., 1997). Este mecanismo foi demonstrado pela capacidade do dominio N-
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terminal isolado das TIMPs em formar um complexo estavel com propriedades inibitérias
contra as MMPs (Murphy et al.,, 1991; Kleiner et al., 1992; DeClerck et al.,, 1993;
Willenbrock et al., 1993; Huang et al., 1996).

As TIMPs podem ser reguladas ao nivel da transcrigdo (Overall et al., 1991) e por
eventos pos-traducionais. As TIMPs podem ser inibidas na MEC por diversas proteinas
relacionadas a eventos biolégicos especificos.

As TIMPs podem ser reguladas também na MEC pela sua degradagédo por
proteinases, tais como catepsinas, bloqueando, entéo, sua atividade inibitéria sobre as
MMPs (Kostoulas et al., 1999). Okada e colaboradores (1988) demonstraram que a
elastase neutrofilica, a tripsina e a-quimiotripsina destroem a atividade inibitria da TIMP-
1 em relagdo a MMP-3 por clivarem a molécula em pequenos fragmentos em polpas
dentérias bovinas inflamadas.

As TIMPs podem ter vérias func¢des incluindo a ativacao e inibicdo da atividade
enzimatica das MMPs, bem como fun¢des independentes das MMPs. Muitos estudos tém
avaliado a influéncia destas proteinas no comportamento celular, tais como: angiogénese
(Moses e Langer, 1991), crescimento celular, apoptose (Guedez et al., 1998; Boudreau et

al., 1995), migracéo (Mignatti et al., 1986) e diferenciagéo celulares (Baker et al., 2002).

TIMP-1

TIMP-1 foi primeiramente identificada por sua atividade eritréide (propriedades tipo
fator de crescimento) (Gasson et al., 1985) e, subseqiientemente, como um agente que
estimula o crescimento celular em varias linhagens celulares (Bertaux et al., 1991,
Hayakawa et al.,, 1992). Ela é produzida por muitos tipos celulares e sua expressao

parece estar altamente relacionada ao estimulo-resposta como, por exemplo, ao soro,
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FGF, PDGF, EGF, TGF-, membros da familia do IL-6 e IL-1, retinbides, progesterona e
ésteres de forbol (Denhardt et al., 1993).

Sua expressao parece ser regulada negativamente por dexametasona e existem
evidéncias que sua expressao é também regulada indiretamente pelo oncogene ras (Tuck

et al., 1991; Leco et al., 1992).

TIMP-2

TIMP-2 foi inicialmente isolada de células de melanoma (Stetler-Stevenson et al.,
1989), também exerce atividade eritroide como a TIMP-1 (Stetler-Stevenson et al., 1992),
estimula o crescimento de diversos tipos celulares (Hayakawa et al., 1994), inclusive
fibroblastos (Corcoran e Stetler-Stevenson, 1995). Esta proteina € produzida
constitutivamente por uma grande variedade de células e, geralmente, ndo apresenta
resposta a atuagdo de citocinas. Entretanto, quando sua expressdo € regulada, ela
apresenta um perfil diferente das TIMPs -1 e -3, ou seja, a expressdo é reprimida pelo
TGF-3 em Véarios tipos celulares.

Ela pode ser encontrada em sua forma livre ou ligada a MMP-2 (Goldberg et al.,
1989; Blavier e DeClerck, 1997). Virtualmente ela pode inibir todas as MMPs em
concentragbes da ordem nanomolar, onde ela forma o complexo inibidor/zimogénio
(Fernandez-Catalan et al., 1998).

Animais mutantes para TIMP-2 ndo apresentam anormalidades anatémicas ou
microscopicas e ndo perderam a capacidade reprodutiva, entretanto a ativacdo da pro-
MMP-2 foi muito comprometida (Caterina et al., 2000a), indicando que a sua funcéo
fisioldgica especializada é a ativacdo da MMP-2 (Wang et al., 2000), ja que estes animais

apresentaram o mesmo fenétipo dos animais mutantes para a MMP-2 (Itoh et al., 1997).
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1.3.2 - RECK (Reversion-Inducing-Cysteine- Rich Protein with Kazal Motifs)

O gene RECK foi inicialmente identificado pela capacidade de induzir a reversao
fenotipica de uma linhagem de fibroblastos de camundongo (NIH-3T3) transformada pelo
oncogene RAS ativado (transformacgédo v-Ki-RAS) (Takahashi et al., 1998). Este gene é
altamente expresso em diversos orgdos humanos e em camundongos (Nutall et al.,
2004), mas baixa ou indetectavel expressdo em linhagens celulares tumorais, além de
poder ser regulado negativamente por diversos oncogenes, incluindo o Ras e myc
(Takahashi et al., 1998; Sasahara et al., 1999a, 1999b, Sasahara et al., 2002).

RECK codifica uma glicoproteina que apresenta uma sequéncia primaria de 971
aminoacidos, deduzida a partir do cDNA humano, com 93% dos aminoacidos idénticos a
sequéncia de camundongos, cerca de 9,2% de residuos de cisteina, apresenta regiées
hidrofébicas em ambas as extremidades amino e carboxi-terminais e peso molecular de
110 kDa (forma glicosilada) ou 100 kDa (forma deglicosilada). Seu ancoramento a
membrana plasmatica € dado pelo dominio GPI, com 29 residuos de aminoacidos
presentes na extremidade C-terminal (Low, 1989). J& a extremidade N-terminal, que
representa um terco da proteina, com 26 residuos de aminoacidos, que atuam como um
peptideo sinal (Neurath, 1989), 5 dominios de cisteina (C,-X;.g-C-X3-C-X15.0,-C-Xg.15-C,
residuos 37-84, 104-141, 151-197, 216-263 e 292-338) e 5 potenciais sitios de
glicosilacdo (asparaginas nas posicées 39, 86, 200, 297 e 352). A regido central da
glicoproteina contém 3 dominios tipo inibidor de serina proteinase (serine-protease
inhibitor-like domains): o primeiro dominio (residuos 635-654) apresenta a sequéncia
completa do dominio Kazal (C-X;-C-Xs-Y-X3-C-X,3-C) (Laskowski e Kato, 1980); enquanto
gque o segundo (residuos 716-735) e o terceiro dominios (residuos 754-772) apresentam a
sequéncia incompleta do dominio Kazal. Existem ainda 2 regides (residuos 493-523 e

676-709) que apresentam homologia com repeti¢gfes tipo fator de crescimento epidermal
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(EGF-like repeats). A representacdo esquematica da estrutura primaria da glicoproteina
esta mostrada na Figura 1.6.

RECK é um inibidor exclusivo das MMPs -2 (Takahashi et al., 1998), -9 e MT1-
MMP (Oh et al.,, 2001; Sasahara et al., 2002) in vitro e in vivo (Figura 1.7). O exato
mecanismo molecular envolvido na regulacdo da secrecdo das MMPs e/ou da regulacéo
da atividade enzimética por RECK ainda permanecem sem resposta, mas interagoes
diretas proteina-proteina sdo requeridas, entretanto a estequiometria envolvida nestes
eventos é desconhecida. Camundongos knockout para RECK (RECK” e RECK")
demonstraram que dois ter¢cos dos embrides homozigotos para a mutacdo morreram aos
10,5 dias de vida intra-uterina (E10,5) e o um tergo restante ndo ultrapassou os 11,5 dias
de vida (E11,5). Estes animais apresentaram tamanho e integridade estrutural reduzidos e
hemorragia abdominal intensa.

A anadlise histolégica revelou que os tecidos mesenquimais apresentaram severo
desarranjo na arquitetura tecidual, anormal organogénese principalmente ao nivel da
angiogénese, pois o sistema vascular foi formado, mas as células endoteliais ndo eram
capazes de formar tubulos.

Além disso, estes animais apresentaram altos niveis de MMP-2 ativa, entretanto, a
pro-MMP-9 nao foi detectada, e intensa degradacédo da MEC, principalmente na reducao

significativa de colageno tipo I, comparado aos niveis em mutantes heterozigotos ou em

Figura 1.6: Representacdo esquematica da estrutura primaria da glicoproteina RECK. GPI:

glicosilfosfatidilinositol (Adaptado de Takahashi et al., 1998).
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individuos normais. Camundongos com dupla mutacdo para RECK/MMP-2 (MMP-2" e

RECK™) sobreviveram 1 dia a mais que os animais RECK”e apresentaram perfil

anatdmico e histologico parecidos, mas menos severos.

Com isso, muitas evidéncias sugerem que a desregulacdo das MMPs pode ter

colaborado, em grande parte, para o fenétipo encontrado em camundongos RECK™. Em

camundongos normais (E10,5), RECK foi detectado em células ao redor de vasos

sanguineos (mais em células murais do que em células endoteliais), alta expressédo ao

redor do tubo neural e moderada no mesénquima e nos somitos, justamente no tecidos

mais afetados nos animais RECK” (Oh et al., 2001).
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Figura 1.7: Regulacdo das MMPs pela
glicoproteina RECK. (A) A secrecao da pro-
MMP-9 para a MEC e bloqueada pela
proteina RECK por um mecanismo ainda
ndo elucidado. Além disso, o RECK, na
forma sollvel ou ancorada a membrana,
inibe a atividade catalitica da MMP-9 ativa;
(B) A forma ativa da MT1-MMP também
tem sua atividade catalitica inibida pela
forma  solubilizada ou ancorada a
membrana do RECK, e, também, limitando
0 estagio inicial de ativagdo da pr6-MMP-2
guando esta esta complexada com a TIMP-
2 e MT1-MMP; (C) A proteina RECK inibe
a atividade catalitica da MMP-2 ativa bem
como o0 processo final de ativagdo
autoproteolitica da MMP-2 intermediaria
(Adaptado de Rhee e Coussens, 2002).
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A descoberta de que o colageno tipo | € a proteina mais afetada em animais
RECK™ e que camundongos homozigotos mutantes para o gene do colageno ai(l)
também morrem in utero pela ruptura de grandes vasos sanguineos (Lohler et al., 1984),
sugere que RECK pode ser um regulador da remodela¢gdo da MEC através do controle da
via de sinalizacdo de Ras. Camundongos knockout para GAP, um regulador negativo de
Ras, apresentam defeitos similares durante a angiogénese embrionaria (Henkemeyer et
al., 1995).

Camundongos knockout para GAP, um regulador negativo de Ras, apresentam
defeitos similares durante a angiogénese embrionaria (Henkemeyer et al., 1995). A via de
Ras estimula a producdo de MMPs enquanto regula negativamente RECK, fato que
também suporta a hipétese de que o controle deste circuito é importante para a
angiogénese (Noda et al., 2003) (Figura 1.8). Recentemente, Echizenya e colaboradores

(2005) demonstraram que RECK esta envolvido no desenvolvimento muscular através da

regulacdo de MMPs em mioblastos.

Figura 1.8: Regulacdo das MMPs e RECK pela via de Ras. Ras estimula a
expressdo das MMPs, favorecendo assim a degradacdo da MEC. Por outro
lado, Ras suprime a expresséo de RECK. GAP é um regulador negativo de

Ras, favorecendo a preserva¢do da MEC (Adaptado de Noda et al., 2003).

1.4 — Desenvolvimento Cranio-Facial

O complexo cranio-facial € anatomicamente a parte do corpo mais sofisticada e,
para funcionar, requer uma integracdo organizada do viscerocranio e neurocranio,
sistemas nervoso central e periférico, musculos faciais, tecido conjuntivo, vasculatura e a

derme (revisado por Trainor, 2005).
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Células da crista neural (CCN) séo populagcbes de células-tronco que migram em
estagios iniciais do desenvolvimento cranio-facial e contribuem para a formacdo da
condensacdo do mesénquima oral, papila dentaria, odontoblastos, matriz dentinaria,
polpa, cemento, ligametos periodontais, condrocitos da cartilagem de Meckel e mandibula
(Chai et al., 2000). A regulagéo inicial do momento e local onde a formagéo da cartilagem,
0ssos e dentes devem ocorrer parece ser controlada por sinais indutivos do epitélio
mandibular oral em camundongos de E9-E11 e a sua interagdo com o0 mesénquima
subjacente (Hall, 1991; Hall et al., 1991; Imai et al., 1996; Kollar e Mina, 1997).

Diversos estudos tém mostrado que as MMPs desempenham um papel
fundamental na morfogénese de estruturas derivadas do epitélio (sulco oral), mesoderma
dos somitos (lingua) e da crista neural (cartilagem de Meckel), bem como seus inibidores
(Werb e Chin, 1998).

Avancos nas técnicas de microdisseccao, biologia molecular, determinagdo dos
estagios do desenvolvimento embrionario de camundongos e cultura de érgados in vitro
provém a oportunidade de investigar quando, onde e como ocorrem as inducdes da

formacédo de cartilagens, 0sso e dentes.

1.4.1 - Odontogénese

A odontogénese é um complexo processo que tem como mecanismo central as
interacbes seqglienciais e reciprocas entre o ectoderma e 0 mesoderma e que ocorre de
forma semelhante em todos os organismos. No inicio da formacdo do germe dentario, a
camada ectodérmica forma uma placa celular que cresce em diregdo ao mesénquima,
derivado da crista neural. O epitélio sinaliza ao mesénquima que, entdo, comeca a se
condensar em contato com o brotamento epitelial (fase de broto). Subsequientemente, o

epitélio dobra-se (n6-do-esmalte primario) e cresce ao redor da papila dentaria (fase de
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capuz). A morfologia final do dente, isto €, a formacdo das cuspides dentarias (né-do-
esmalte secundario), torna-se visivel durante a fase de sino ou campanula, onde as
células formadoras de tecido duro (odontoblastos e ameloblastos) se diferenciam na
interface entre o epitélio e 0 mesénquima e depositam a matriz da dentina e do esmalte,
respectivamente (Figura 1.9) (revisado por Thesleff, 2003).

A dentina de dentes de mamiferos é recoberta por dois tecidos mineralizados
distintos. O esmalte recobre a dentina na por¢do coronal do dente e ndo contém
colageno, enquanto que o cemento, um tecido mineralizado baseado em colageno, forma-
se ao longo da raiz. O esmalte é formado por ameloblastos que se diferenciaram do
epitélio interno do esmalte. A origem dos cementoblastos, entretanto, € menos clara.
Acredita-se que os cementoblastos diferenciam-se de células do foliculo dentéario o qual é
derivado de células da crista neural (Cho e Garant, 1996). Entretanto, sugere-se também
que células da bainha epitelial de Hertwig, a extensao apical do érgdo do esmalte, pode
sofrer transformacado epitélio-mesenquimal e dar origem aos cementoblastos (Thomas e
Kollar, 1988; Bosshardt e Schroeder, 1993; MacNeil e Tomas, 1993; Bosshardt e
Schroeder, 1996; Bosshardt e Nanci, 1997).

A primeira evidéncia de que as MMPs estavam envolvidas na formagéo dos
tecidos mineralizados do dente ocorreu em 1979 com a descoberta de que o EDTA,
conhecido quelante de ions metalicos, inibia significantemente a atividade proteolitica das
proteinas extraidas do esmalte (Moe e Birkedal-Hansen, 1979).

Em seguida, esta inibicdo pelo EDTA foi atribuida a uma classe de enzimas, as
metaloproteinases (Overall e Limeback, 1988). Subsequentemente, estudos
demonstraram que diversas enzimas inibidas por EDTA estavam presentes ha matriz do
esmalte (DenBesten e Heffernan, 1989). Com isso, o estudo da participacdo das MMPs e

seus inibidores na odontogénese foi muito grande na década de 80 e continua em
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ascensdo, bem como o estudo dos seus inibidores (Quadros 1.4 e 1.5). Recentemente,
RECK foi detectado em germes dentarios e em ameloblastomas humanos (Kumamoto e
Ooya, 2006), mas nao foi ainda temporal e espacialmente estudado no desenvolvimento

dos germes dentérios em camundongos.

1.4.1.1 - Formagéo do Esmalte (Amelogénese)

O esmalte € uma estrutura mineralizada de origem epitelial que forma uma
cobertura protetora ao nivel da coroa dentéria. A formacdo do esmalte resulta de uma
complexa sequiéncia de eventos celulares e extracelulares que sdo executados em duas
etapas intimamente ligadas: (a) a sintese de uma matriz organica (fase secretora) e, em
seguida, (b) a sua remocé&o e deposicdo da matriz inorganica (fase de maturagédo). Sua
forma madura apresenta uma taxa de mineralizacdo muito elevada (cerca de 95%), que a

torna a estrutura mais dura do organismo, e é particularmente diferente dos outros tecidos

Figura 1.9: Representacdo esquemaética das etapas da odontogénese durante o desenvolvimento
embrionério (Adaptado de Thesleff, 2003).
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Quadro 1.4: Fendtipos encontrados em animais normais, knockout, mutantes ou em modelos de doencgas genéticas humanas para as

MMPs durante a odontogénese.

MMP

Camundongo

Humanos

Outras Espécies

Altos niveis detectados em polpas inflamadas em
relacé@o a polpas sadias (Shin et al., 2002).

mRNA detecatado em Od e nas células da polpa
in vitro (Palosaari et al., 2003).

mRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

mRNA expresso ap6s stress mecanico em
fibroblastos do ligamento periodontal in vitro
(Bolcato-Bellemin et al., 2000; Redlich et al.,
2004).

Altas concentracdes no FCG ap6s movimentagao
ortoddntica (Cantarella et al., 2006).

Boi: mRNA localizado em od durante a reabsorgdo
radicular (Okamura et al., 1993).

Rato: mRNA detectado em F, Ch, Cc, oc e Ob
durante a reabsorcéo radicular ap6s movimentagéo
ortodéntica (Domon et al., 1999).

Céo: niveis de mRNA aumentados nas células do
ligamento  periodontal ap6s  movimentagado
ortoddntica (Redlich et al., 2001).

Rato: Na fase de capuz, expressa no EO, LD, OE
(EEOE e EIOE) e no mesénquima. Ja no inicio da
fase de campanula, moderadamente expressa no
EIOE, MB e pOd em diferenciagéo e fraca na PD.
No final desta fase, expressédo na pD e Od e fraca
no EIOE (Randall e Hall, 2002).

mMRNA localizado no mesénquima dentério,
FD, PD e na MB em molares. Transiente
expressado observada no EIOE no final da fase
de secregdo e inicio da fase de campanula.
Altos niveis foram detectados em Od
secretores no inicio da deposicdo da matriz
(Sahlberg et al., 1992).

mRNA  encontrado  principalmente  no
mesénquima (Sahlberg et al., 1999).
Imunolocalizada no EO e mesénquima nas
fases de broto e capuz e no EE e EIOE e EO
durante a fase inicial de campéanula. No final
desta fase, marcacédo proxima ao NES e A e
AC (Yoshiba et al., 2003).

Sua inibicho por inibidores  sintéticos
(marimastat) aumenta a camada de pD e
diminui a mineralizacdo da D em GD (E18) in
vitro (Fanchon et al., 2004) e também causa
alteracbes na formagdo da D e E (Bourd-
Boittin et al., 2005).

Imunolocalizada na PD, Od secretores e no EIOE
durante o final da fase de capuz e inicio da fase
de campénula. Pode estar participando da
degradacgao da JAD (Heikinheimo e Salo, 1995).
Expressa por Od in vitro (Tjarderhane et al.,
1998a).

Expresso em células do epitélio gengival do sulco
em pacientes com periodontite adulta e juvenil
(Tervahartiala et al., 2000).

MRNA expresso apds stress mecanico em F do
ligamento periodontal in vitro (Bolcato-Bellemin et
al., 2000) e enzima ativa detectada (Von den Hoff,
2003).

Baixa detecgdo em polpas inflamadas (Gusman et
al., 2002).

Detectada mais em polpas inflamadas do que em
polpas sadias (Shin et al., 2002).

mRNA detectado cerca de 9x mais em Od do que
nas células da polpa in vitro (Palosaari et al.,
2003).

mRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

Altas concentragdes no FCG ap6s movimentacéo
ortoddntica (Cantarella et al., 2006).

Rato: Enzima ativa no EO e GD (E18) (Abiko et al.,
1999).

Porco: Expressa na membrana dos A e Od (Caron
etal., 2001).

Rato: Imunlocalizada na fase de broto, fracamente
localizada no EO e na LD, enquanto que sua
expressdo aumenta durante a IE e no mesénquima
subjacente em condensacéo. No inicio da fase de
campanula, intensa marcagéo no EIOE e fraca nos
pOd e na PD. J& no final desta fase, expressa nos
pOd, mais intensa nos Od diferenciados e presente
também na matriz da pD. O EIOE foi fracamente
marcado enquanto que a marcagdo aumentou com
0 inicio do seu alongamento. O 0sso em
desenvolvimento em torno dos GD também foi
imunopositivo (Randall e Hall, 2002).

Rato: Expressdo das formas latente e ativa
aumenta em GD animais recém-nascidos até 15D
e localizada principalmente na PD (Cotrim et al.,
2002).

Rato: mRNA localizado em Ob e oc em torno da
cuspide em erupgdo em animais com 1 semana de
vida. Expressao nos F do ligamento periodontal,
Od, Cb e Cc em animais com 3 semanas de vida
(Maruya et al., 2003).

Rato: niveis de mRNA aumentados nas células do
ligamento  periodontal ap6s  movimentagado
ortoddntica (Takahashi et al., 2006).

Sua inibicho por inibidores sintéticos
(marimastat) aumenta a camada de pD e
diminui a mineralizagdo da D em GD (E18) in
vitro (Fanchon et al., 2004).

Identificado em CE, F gengivais, células tipo-
macréfago e mondcitos em tecidos periodontais
adultos e em pacientes com periodontite juvenil
(Tervahartiala et al., 2000).

Baixa detecgdo em polpas inflamadas (Gusman et
al., 2002).

Rato: Imunolocalizagdo na fase de broto, fraca no
EO, LD e no GD e mais intensa no mesénquima
subjacente em condensacdo. Na fase de capuz,
expressdo fraca no EO, LD, RE, OE, NES e PD.
No inicio da fase de campéanula, moderada
marcacdo no EIOE e pOd e fraca na PD. No final
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Altos niveis detectados em polpas inflamadas em
relagdo a polpas sadias (Shin et al., 2002).

mRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

desta fase, moderada expressdo nos Od recém
diferenciados e na matriz da pD (Randall e Hall,
2002).

Expresso em células do epitélio gengival do sulco
e em F em pacientes com periodontite adulta e
juvenil (Tervahartiala et al., 2000).

mRNA detecatado em Od in vitro (Palosaari et al.,
2003).

Regulada negativamente por TGF- em Od in
vitro (Palosaari et al., 2000).

Expresso em células do epitélio gengival do sulco
e em neutréfilos em pacientes com periodontite
adulta e juvenil (Tervahartiala et al., 2000).
Imunolocalizada em polpas inflamadas e nos
tecidos periapicais (Wahlgren et al., 2002).

mRNA detecatado em Od in vitro (Palosaari et al.,
2003).

mRNA detectado em polpas sadias e com cérie
(Sulkala et al., 2004).

Altas concentragdes no FCG ap6s movimentagéo
ortodontica (Apajalahti et al., 2003; Ingman et al.,
2005).

Imunolocalizada na D (Sulkala et al., 2007).

Rato: Envolvida na remodelagdo do periodonto
durante a erupgao dentéria (Tsubota et al., 2002).
Rato: mRNA localizado em Ob, oc em torno da
cluspide em erupgdo em animais com 1 semana de
vida. Expressdo nos F do ligamento periodontal,
Od, Cb e Cc em animais com 3 semanas de vida
(Maruya et al., 2003).

Rato: niveis de mRNA aumentados nas células do
ligamento  periodontal ap6és  movimentacdo
ortodontica (Takahashi et al., 2003).

mRNA  encontrado  principalmente  no
mesénquima (Sahlberg et al., 1999).
Imunolocalizada no EO e mesénquima nas
fases de broto e capuz e no EE e EIOE e EO
durante a fase inicial de campéanula. No final
desta fase, marcagédo proxima ao NOS e A e
na AC (Yoshiba et al., 2003).

Sua inibicAo por inibidores  sintéticos
(marimastat) aumenta a camada de pD e
diminui a mineralizagcdo da D em GD (E18) in
vitro (Fanchon et al., 2004) e também causa
alteracBes na formagdo da D e E (Bourd-
Boittin et al., 2005).

Aumento da
expressdo em Oc do
OA durante a erupgéo
dentaria em animais
catepsina K knockout
(Okaji et al., 2003).

mRNA detectado no dente em desenvolvimento
(Heikinheimo e Salo, 1995).

Expressa por Od in vitro (Tjarderhane et al.,
1998a).

Regulada positivamente por TGF- em Od in vitro
(Tjarderhane et al., 1998b).

Alta deteccdo em polpas inflamadas (Gusman et
al., 2002).

mRNA detectado em Od e nas células da polpa in
vitro. Regulada positivamente por TGF-B1 sozinha
ou combinada com BMP-2 nos Od (Palosaari et
al., 2003).

Enzima ativa detectada em cultura de fibroblastos
derivados do ligamento periodontal apds stress
mecanico (Von den Hoff, 2003).

mRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

Rato: Imunlocalizagcdo na fase de broto, fraca
marcacdo na PD e intensa no EO e do GD e no
mesénquima subjacente em condensagdo. Na fase
de capuz, moderada expressdo no EIOE e EEOE,
NEP, PD e intensa na LD. No inicio da fase de
campanula, localizada no EIOE e pOd e fraca na
PD. No final desta fase, fraca marcagéo no EIOE e
moderada nos Od diferenciados e na matriz da pD
(Randall e Hall, 2002).

Boi: mRNA localizado em od presentes no OA
durante a reabsorcao radicular (Lisunwanont et al.,
2002).

Rato: niveis de mMRNA aumentados nas células do
ligamento  periodontal ap6s  movimentagdo
ortoddntica (Takahashi et al., 2006).

Rato: menos expressa por Oc de animais tratados
com anti-inflamatérios ndo-esteroides
(tetraciclinas) e apds movimentacédo ortodontica
(Bildt et al., 2006).

10

mRNA detectado cerca de 9x mais em Od do que
nas células da polpa in vitro (Palosaari et al.,
2003).

11

mRNA detectado cerca de 9x mais em Od do que
nas células da polpa in vitro (Palosaari et al.,
2003).

mRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

12

mMRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

13

Expresso em células do epitélio gengival do sulco

Rato: mRNA localizado em Ob e oc em torno da
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e em F em pacientes com periodontite adulta e
juvenil (Tervahartiala et al., 2000).

mMRNA detectado mais nas células da polpa do
que em Od in vitro (Palosaari et al., 2003).

Altos niveis de mRNA em polpas sadias e com
céarie e a proteina presente em ambos os casos
(Sulkala et al., 2004).

clspide em erupgdo em animais com 1 semana de
vida (Maruya et al., 2003).

Rato: niveis de mRNA aumentados nas células do
ligamento  periodontal ap6s  movimentagado
ortoddntica (Takahashi et al., 2003).

14

Imunolocalizada no EO e mesénquima nas
fases de broto e capuz e no EE e EIOE e EO
durante a fase inicial de campéanula. No final
desta fase, marcagdo proxima ao ndé-do-
esmalte-secundério e A e na alca cervical. O
mRNA foi localizado no EO, mesénguima e na
ostedide na fase de broto e capuz, no EE e
EIOE, PD, alca cervical e OA na fase de
campanula inicial e em A e Od no final desta
fase (Yoshiba et al., 2003).

MMP-20"" apresentam
as raizes dentarias
subdesenvolvidas e
os molares ndo séo
erupcionados. A
formagao Ossea
proxima as raizes
também foi retardada,
mas alteracdes ao
nivel das cupides ndo
foram identificadas
(Beertsen et al., 2002,
2003; Bartlett et al.,
2003).

mRNA expresso por Od e células da polpa e
regulado negativamente por BMP-2 e/ou TGF-B in
vitro (Palosaari et al., 2002).

mRNA detectado cerca de 9x mais em Od do que
nas células da polpa in vitro (Palosaari et al.,
2003).

Imunolocalizada fortemente no EE e EIOE e
fracamente no EI e RE de GD. Intensa em
ameloblastomas foliculares e menos em
ameloblastosmas de células granulomatosas
(Kumamoto e Ooya, 2006).

Porco: Expressa na membrana dos A e Od (Caron
etal., 1998).

15

mRNA detecatado em Od e nas células da polpa
in vitro (Palosaari et al., 2003).

mMRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

16

mMRNA detecatado em Od e nas células da polpa
in vitro (Palosaari et al., 2003).

mMRNA detectado em polpas sadias e com carie
(Sulkala et al., 2004).

17

mRNA detectado mais nas células da polpa do
que em Od in vitro (Palosaari et al., 2003).

mRNA detectado em polpas sadias e com cérie
(Sulkala et al., 2004).

19

mRNA detecatado em Od e nas células da polpa
in vitro (Palosaari et al., 2003).

20

mMRNA localizado em Od no inicio da secre¢do
da pD e ap6s a mineralizacédo (Bégue-Kirn et
al., 1998).

mRNA localizado em Od (Caterina et al.,
2000b).

mMRNA foi localizado em Od, A e no El no final
da fase de campanula e durante a
mineralizagdo. No mesmo periodo, a enzima
foi imunolocalizada em Od e A (Ac policlonas)
e no E em desenvolvimento e na matriz
dentinaria (Ac monoclonal) (Vaananen et al.,
2004).

Sua inibicho por inibidores  sintéticos
(marimastat) aumenta a camada de pD e
diminui a mineralizagdo da D em GD (E18) in
vitro (Fanchon et al., 2004) e também causa
alteracbes na formacdo da D e E (Bourd-
Boittin et al., 2005).

Animais apresentam o
fenétipo de
amelogénese
imperfeita (Caterina et
al., 2002).

Regulada negativamente por TGF-f em Od in
vitro (Tjarderhane et al., 2000).

Nao imunolocalizada na D, expressa por A e
transiente em Od em tumores odontogénicos
(Takata et al., 2000).

Imuno-localizada em Od radiculares normais e
nos tdbulos dentindrios em casos de cérie.
Proteina presente em Od e nas células da polpa
em dentes sadios ou com cérie (Sulkala et al.,
2002).

mRNA detectado cerca de 9x mais em Od do que
nas células da polpa in vitro. TGF-f1 ou BMP-2
ndo afetam os niveis de mRNA (Palosaari et al.,
2003).

Mesmo perfil encontrado em camundongos
(Vaananen et al., 2004).

Porco: enzima clonada e purificada da matriz do E
(Bartlett et al., 1996).

Porco: produzida por A os quais a transportam em
vesiculas secretoras (Fukae et al., 1998).

23

mRNA detecatado em Od e nas células da polpa
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in vitro (Palosaari et al., 2003).

24

mRNA detecatado em Od in vitro (Palosaari et al.,
2003).

25

mRNA detecatado em Od in vitro (Palosaari et al.,
2003).
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Quadro 1.5: Fendtipos encontrados em animais normais, knockout, mutantes ou em modelos de doengas genéticas humanas para as

TIMPs durante a odontogénese.

(Sulkala et al., 2004).

TIMP Camundongo Humanos Outras Espécies

1 mRNA encontrado principalmente no mesénquima (Sahlberg et al., mRNA detecatado em Od e nas células da polpa in  Rato: mRNA localizado em Ob, oc
1999). vitro (Palosaari et al., 2003). em torno da clspide em erupgéo
Imunolocalizada na MB, no mesénquima e EO da fase de broto, no NOP, mRNA detectado em polpas sadias e com carie em animais com 1 semana de
PD e EO na fase de capuz, EE e EIOE, PD e EO na fase inicial de (Sulkala et al., 2004). vida. Expresséo nos F do
campéanula e na MB da alca cervical no final desta fase. O mRNA foi ligamento periodontal, Od, Cb e
localizado na ostetide e no GD na fase de broto e capuz, no EO, AO e Cc em animais com 3 semanas
El e EEOE no inicio da fase de campanula e no NES, Od e AO no final de vida (Maruya et al., 2003).
desta fase (Yoshiba et al., 2003).

2 mRNA encontrado principalmente no mesénquima (Sahlberg et al., mRNA detecatado em Od e nas células da polpa in  Rato: mRNA localizado em Ob, oc
1999). vitro (Palosaari et al., 2003). em torno da cuspide em erupgao
Imunolocalizado na MB do GD e mesénquima ésseo na fase de broto, mMRNA detectado em polpas sadias e com carie em animais com 1 semana de
NOP e EO na fase de capuz, no EE e EIOE EO e alca cervical na fase (Sulkala et al., 2004). vida. Expressédo nos F do
inicial de campanula e a matriz do E ap6s o nascimento. O mRNA foi ligamento periodontal, Od, Cb e
localizado no GD e PD na fase de broto e capuz, no EO, PD, El e EEOE Cc em animais com 3 semanas
no inicio da fase de campanula e no EO, NES, Od e A no final desta fase de vida (Maruya et al., 2003).
(Yoshiba et al., 2003).

3 mMRNA encontrado no EO (Sahlberg et al., 1999). MRNA detecatado em Od e nas células da polpa in  Rato: mRNA localizado em Ob, oc
Imunolocalizado na MB do GD e CE na fase de broto, na MB do GD, CE, vitro (Palosaari et al., 2003). em torno da cuspide em erupgao
El e EEOE na fase de capuz, na alca cervical, NOS, El e EEOE, EO na mRNA detectado em polpas sadias e com céarie em animais com 1 semana de
fase inicial de campéanula e nos pA no final desta fase. mMRNA foi (Sulkala et al., 2004). vida. Expresséo nos F do
detectado no centro do GD, EO e CE na fase de broto, no EO e EEOE ligamento periodontal, Od, Cb e
na fase de capuz, na PD, alga cervical, EEOE, EO, pOd na fase inicial de Cc em animais com 3 semanas
campanula e EIOE e El no final desta fase (Yoshiba et al., 2003). de vida (Maruya et al., 2003).

4 - mRNA detectado em polpas sadias e com cérie -
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mineralizados (0sso, dentina e cemento) por ser constituida de tracos de matriz organica
(cerca de 5%) e pouca agua.

Os ameloblastos sdo responsaveis pela sintese e manutencdo do meio
extracelular propicio para a formagéo do esmalte. Estes possuem um ciclo celular Gnico e
complexo, e muitas alteragcdes morfologicas refletem sua evolugdo funcional de acordo
com a fase da amelogénese (Boyde, 1989; Frank e Nalbandian, 1967; Nanci e Smith,
1992; Sasaki et al, 1990; Smith e Nanci, 1995).

Estas células podem ser arbitrariamente subdivididas em trés estados: pré-
secretoras, secretoras e pds-secretoras (Frank e Nalbandian, 1967; Warshawsky e Smith,
1974; Sasaki et al, 1990), e participam de cinco fases diferentes: (1) pré-secretora, onde
0s ameloblastos estdo em diferenciacdo; (2) secretora, onde ameloblastos secretam
proteinas da matriz do esmalte e proteinases; (3) fase de transi¢do, onde os ameloblastos
sofrem alteragBes morfologicas e funcionais e hd a formacdo da camada papilar pela
fusdo de células remanescentes do estrato intermediario, reticulo estrelado e epitélio
externo do esmalte; (4) fase de maturagdo, onde ameloblastos removem as proteinas do
esmalte e agua e ha deposicdo de fosfatos de calcio, resultando assim no esmalte
maduro; e (5) fase do epitélio reduzido, onde todas as células do 6rgdo do esmalte
formam o epitélio reduzido do esmalte (revisado por Gerlach e Line, 2005) (Figura 1.10).

Os ameloblastos produzem enzimas que séo secretadas para a matriz extracelular
do esmalte e estdo envolvidas na modificacdo e degradacdo de proteinas do esmalte
(Smith, 1998). Ao menos duas classes de proteinases estdo em evidéncia neste
processo: um grupo pertencente as MMPs incluindo a -2 e -9 (Goldberg et al., 2002,
2003), -3 (Hall et al., 1999; Septier et al., 2001) e -20 (Bourd-Boittin et al., 2004), agindo
principalmente na fase de formagé@o do esmalte, e outro grupo pertencente a familia das

serino-proteinasess, incluindo, a EMSP-1 (enamel matrix serine protease-1), agindo
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particularmente na fase de maturacdo do esmalte (Simmer et al., 1998). As TIMPs -1 e -2
também estdo presentes na amelogénese em ratos (Goldberg et al., 2003). RECK né&o foi
ainda estudado no complexo sistema de formacdo do esmalte dentadrio em animais
adultos.

O incisivo de rato adulto € freqlientemente utilizado como modelo para o estudo da
amelogénese, pois apresenta todos os tipos de ameloblastos necessarios nas etapas da
formagdo do esmalte, processo semelhante ao que ocorre no desenvolvimento
embrionario, apesar do dente ja ter sido erupcionado na cavidade oral (Robinson et al,

1979) (Figura 1.11).

1.4.1.2 - Formacao da Dentina (Dentinogénese)

MMPs ja foram detectadas em odontoblastos de diversas espécies animais, mas
em ratos, somente as MMPs -2, -9 (Goldberg et al., 2003) e -20 (Bourd-Boittin et al., 2004)
e estas enzimas podem contribuir para as modificacbes da MEC ao nivel da pré-dentina e

dentina influenciando, assim, na mineralizacéo.

1.4.2 - Osteogénese

O esqueleto é essencialmente formado por diferentes mecanismos: ossificacédo

intramembranosa, endocondral e pericondral (revisado por Hall e Witten, 2005). As duas

Figura 1.10: Representagdo esquemdtica da
anatomia do incisivo de rato de crescimento
continuo proposta. 1: Fase de Diferenciagéo; 2:
Fase de Secrecdo; 3: Fase de Transicdo; 4: Fase
de Maturacgdo Initial e Terminal; 5: Fase de Epitélio
Reduzido.

39



Introducéo

Figura 1.11: Representacao
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amelogénese em incisivos de rato
adulto e as células presentes em

cada fase. () Fase pré-secretora;

(I) fase secretora; (lll) fase de

transicao; (1V) fase de maturacéo;
e (V) fase do epitélio reduzido. A: ameloblastos, CP: camada papilar, EEOE: epitélio externo do
o6rgdo do esmalte, El: estrato intermediario e RE: reticulo estrelado (Adaptado de Sorkin et al.,
2000).

primeiras sdo originarias da condensacdo e diferenciacdo do tecido mesenquimal que
pode ser de origem mesodérmica ou ecto-mesenquimal (células da crista neural). Em
ambos 0s casos € necessaria a deposicao de uma matriz ostedide, pelos osteoblastos, e
sua futura mineralizacdo pela deposicdo de cristais de hidroxiapatita. A ossificacdo
pericondral ocorre durante a transformacéo do pericéndrio em periosteo (Scott-Scavage e

Hall, 1980).

1.4.2.1 - Ossificacdo Intramembranosa

Os ossos formados por ossificacdo intramembranosa sdo de origem ecto-
mesenqguimal, isto é, tecido constituido por células originarias da crista neural, e sdo
formados apés a interacao do tecido ecto-mesenquimal com o mesoderma. O processo é
iniciado pela condensacao de células mesenquimais que se diferenciam diretamente em
osteoblastos. Com isso, a mineralizagdo ocorre sobre membranas osteogénicas
depositadas diretamente pelos osteoblastos que sdo responsaveis pela formagdo da

mandibula, clavicula e a maioria dos ossos cranio-faciais (Langille, 1994).
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Mandibula

A cartilagem de Meckel é o primeiro componente do esqueleto a ser formado no
desenvolvimento da mandibula. E derivado do arco branquial e origina o0 osso mandibular,
o ligamento esfeno-mandibular e os ossiculos do ouvido (malleus e incus) (Figura 1.12).
Esta cartilagem difere em dois pontos dos outros tipos de tecidos cartilaginosos que
atuam como molde cartilaginoso de o0ssos longos. Primeiro, ela € uma estrutura transitéria
no desenvolvimento mandibular e se desenvolve em areas intermediarias da mandibula
ap6s E10, mas entra tardiamente em processo degenerativo e desaparece em E20
(Zschuéabitz et al., 1995). O pericondrio e a cartilagem subjacente a cartilagem de Meckel
sdo degradados e substituidos por osso através de ossificagdo intramembranosa
(Frommer e Margolies, 1971). Segundo, as células da cartilagem de Meckel séo derivadas
da crista neural, enquanto que o molde cartilaginoso de 0ssos longos € originario do
mesoderma.

A osteogénese mandibular é conhecida por ser iniciada em torno de E12 pelas
células mesenquimais osteogénicas localizadas proximas a cartilagem de Meckel.
Durante o desenvolvimento embrionario 6sseo, ha uma grande variedade fatores
peptidicos locais que s&@o produzidos e funcionam na diferenciagdo de células
osteogénicas via autOcrina/paracrina. Em camundongos, por volta dos 15 dias de
desenvolvimento embrionério (E15) é sabido que ja ha formagéo da cartilagem de Meckel,
lingua, ossos e brotos dos germes dentérios e que fatores de crescimento sdo expressos
neste periodo, tais como: EGF (Shum et al., 1993), FGF (Yamane et al.,, 1997, 1998),
TGF-B (Chai et al., 1994) e HGF (hepatocyte growth factor) (Amano et al., 1999).

Muitas MMPs estdo envolvidas na remodelacdo da MEC durante o
desenvolvimento da mandibula (Quadro 1.6), bem como seus inibidores teciduais (Quadro

1.7). Recentemente, nosso grupo de pesquisa verificou que RECK é secretado por células
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Figura 1.12: Representacdo anatdmica
das regides da cartilagem de Meckel que
sofrerdo diferentes formas de ossificacao.
(I) Porcao anterior sera substituida através
de ossificacdo endocondral, originando,
assim, a porcdo anterior da mandibula. (I1)
A porcéo média seréa substituida através de
ossificacdo intramembranosa. (Ill) A porcéo
posterior sera substituida por tecido fibroso
(ligamento esfeno-mandibular) e (l1l) 6sseo

(mandibula, malleus e incus) por um

processo nao muito claro (Adaptado de Holmbeck et al., 2003).

mesenguimais que participam da formac¢do do palato em camundongos e que esta

diferencialmente expressa em relacdo as MMP-2 e -9 (ACCO Demarchi — dados néo

publicados), mas esta proteina néo foi ainda estudada no complexo sistema de formacéao

Ossea intramembranosa e da cartilagem de Meckel.

1.5 - Desenvolvimento dos Ossos Longos

O desenvolvimento embrionario dos processos facial e dos brotamentos que

originardo 0s membros superiores e inferiores tem 0 mesmo mecanismo de formagéo

0ssea, mesmo se as ceélulas mesenquimais tém diferentes origens embrionarias. O

mesénquima do esqueleto axial € originario do mesoderma axial e do esqueleto

apendicular da placa lateral do mesoderma (Thorogood e Hinchliffe, 1975).

1.5.1 - Ossificacdo Endocondral

A ossificacdo endocondral € iniciada pela condensacao de células mesenquimais,

no local do futuro osso, que se diferenciam em condroblastos os quais serdo
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Quadro 1.6: Fenotipos 6sseos encontrados em animais knockout, mutantes ou em modelos de doencas genéticas humanas de MMPs durante a ossificacéo

intramembranosa e a formacao da cartilagem de Meckel.

imunolocalizada fortemente em Ob
(Bord et al., 1997).

MMP Camundongo Camundongo Knockout Humanos Qutras Espécies
1 Imunolocalizada em C da CM e a enzima ativa acumula-se nos espagos Durante a ossificagdo  Rato: mRNA diminui em Ob de calvaria
pericelulares em torno dos CH (E15) in vitro (Ishizeki e Nawa, 2000). intramembranosa em 00, estimulados com IGF-I e -ll (Canalis et al., 1995) e

aumenta quando estimulados por bFGF (Varguese
et al., 1995) e PDGF in vitro (Varguese et al.,
1996).

Coelho: expressédo em cultura de células da sutura
coronal apds stress mecanico (Meikle et al., 1980).
Utilizando o mesmo sistema, esta enzima foi
expressa por células da sutura mesenquimal
(Green et al., 1990).

Coelho: expresséo estimulada cerca de 7x mais
por IL-1 do que EGF in vitro (van der Zee et al.,
1998).

Rato: mRNA presente na sutura frontal posterior
em animais com 8 dias de vida e na sutura sagital
em animais de 8 e 32 dias de vida (Collins et al.,
2005).

2 Enzima ativa detectada em Ob de calvaria in vitro e regulada positivamente por TPA
e IL-1a (Lorenzo et al., 1992).
Enzima ativa (Da Silviera et al., 1995), mRNA e proteina detectados em estagios
iniciais do desenvolvimento (Da Silviera et al., 1996).
Enzima ativa localizada por zimografia in situ (E10-E11) (lamaroon et al., 1996).
mRNA localizado em células do arco branquial (E11) e em células osteogénicas e
condrogénicas da mandibula, maxila, cranio, ossiculos do ouvido e osso baso-
occipital em animais de 13 a 16 dias de vida. Os transcritos aumentaram de E9 até
10 dias de vida (quantidade maxima) e decrescendo em seguida. Ob e o tecido
6sseo da mandibula e maxila foram imuno-marcados e esta enzima foi detectada
ativa nestes tecidos (Kinoh et al., 1996).
mRNA localizado no estroma subjacente ao epitélio (E9), difuso em toda a
mandibula (E12) e depois a expressdo é mais concentrada no mesénguima em
torno dos BD, cartilagem e o0sso, entre E13 e E14. Forte expressdo no pC da CM,
mesénquima em torno dos BD e mesénquima osteogénico (Chin e Werb, 1997).
Detectado nas células mesenquimais ao redor do epitélio que participam da
formagao do palato (Blavier et al., 2001).
Imunolocalizada nas células do pO e eD (apds 48h) de calvaria in vitro (Dew et al.,

Altas concentragdes da enzima ativa
no LS na articulag@o
temporomandibular em casos de OAr
(Kubota et al., 1998).

Coelho: expressa nos tecidos osteogénicos, pO,
na ostedide do osso neo-formado e CM (Breckon
et al., 1995).

Coelho: expresséo estimulada cerca de 5x mais
por IL-1 do que EGF in vitro (van der Zee et al.,
1998).

Rato: Enzima localizadas em torno das trabéculas
O6sseas, na CM e nos tecidos adjacentes (E18)
(Abiko et al., 1999).

Rato: mRNA presente na sutura frontal posterior
em animais com 8 dias de vida e na sutura sagital
em animais de 8 e 32 dias de vida. Apés o
tensionamento da maxila, a enzima foi detectada
em animais com 32 dias de vida na sutura frontal
posterior (Collins et al., 2005).

Rato: mRNA localizado em CCC durante o
crescimento e em Cm em adultos (Takahashi et
al., 2005).

Imunolocalizada no mesénquima e cartilagem (apds 48h) de calvaria in vitro (Dew et
al., 2000).

imunolocalizada fracamente em Ob e
moderada em F, mas ambos ao nivel
da MEC (Bord et al., 1997).

Presente no LS da articulagdo
temporomandibular em casos de OAr
(Kubota et al., 1997).

2000).
3 Produzido por Ob de calvaria estimulados por vitamina D (Thomson et al., 1989). Durante a ossificacéo -
mRNA difuso na mandibula entre E9-E15 (Chin e Werb, 1997). intramembranosa em 00,

Rato: mMRNA localizado nas células da
condensag¢do mesenquimal (E14), nos C da CM
(E14-E16), células do pO (E15-E16), Ob (E16-
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E20), C (E18-E20) e oc (7D) (Sasano et al., 2002).

9 Enzima ativa detectada em Ob de calvaria in vitro e regulada positivamente por - Durante a ossificagdo  Coelho: expressa nos tecidos osteogénicos, pO,
TNF-a, PTH, TPA e IL-1a (Lorenzo et al., 1992). intramembranosa em 00O, Oc, na ostedide do osso neo-formado e CM
mRNA localizado fortemente no mesénquima em torno dos BD dos incisivos (E13). imunolocalizada fracamente nos Ob  (Breckon et al., 1995).

Em Oc no osso em desenvolvimento em torno da CM e mesénquima em torno dos e moderada em F e ambos ao nivel  Coelho: expressédo estimulada cerca de 2x mais
BD dos molares (E14) (Chin e Werb, 1997). da MEC (Bord et al., 1997). por IL-1 e EGF in vitro (van der Zee et al., 1998).
Imunolocalizadaem células da MO e na matriz em torno da cartilagem de calvaria in Altas concentragGes da enzima ativa Rato: mRNA localizado em condrécitos da
vitro (Dew et al., 2000). no LS na articulagdo  cartilagem condilar durante o crescimento e em
temporomandibular em casos de OAr  condrécitos maduros em adultos (Takahashi et al.,
(Kubota et al., 1998). 2005).
10 mRNA difuso na mandibula entre E9-E15 (Chin e Werb, 1997). - - -
11 mRNA localizado no osso em desenvolvimento e mesénquima em torno dos BD - - -
(E14) (Chin e Werb, 1997).

13 mRNA localizado nos Ob ao longo da ostedide, no mesénquima em torno dos BD e - - Rato: mRNA localizado em ob (E16-E20), C da
no osso em desenvolvimento (E14) (Chin e Werb, 1997). CM (E16) e oc (E18-7D) (Sasano et al., 2002).
Detectado no epitélio e no mesénquima subjacente que participam da formagéo do
palato (Blavier et al., 2001).

Imunolocalizada em na superficie 6ssea e no mesénquima adjacente (apés 48h) de
calvaria in vitro (Dew et al., 2000).

14 mRNA localizado em células do arco branquial (E11) e em células osteogénicas e  Os animais apresentaram - -
condrogénicas da mandibula, maxila, cranio, ossiculos do ouvido e osso baso-  dismorfismo cranio-facial
occipital em animais de 13 a 16 dias de vida. Os transcritos aumentaram de E9 até  causado pelo retardamento da
10 dias de vida (quantidade méaxima) e decrescendo em seguida. Osteoblastos e 0 ossificacédo intramembranosa
tecido 6sseo da mandibula e maxila foram imuno-marcados (Kinoh et al., 1996). (Holmbeck et al., 1999; Zhou et
mRNA localizado nas células da superficie do osso neo-formado, bem como em al., 2000).
células mesenguimais (Apte et al., 1997). Animais com 62D apresentam
Formacdo da porgdo posterior da mandibula (ligamento esfeno-mandibular, osso  dramatica reabsorcéo

mandibular e malleus) dependente desta enzima (Holmbeck et al., 2003).

osteoclastica na calvaria, com a
persiténcia das cartilagens
“fantasmas” (“ghost cartilages”)
(Holmbeck et al., 2003).
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Quadro 1.7: Fenotipos ésseos encontrados em animais knockout, mutantes ou em modelos de doencas genéticas humanas de TIMPs durante a ossificacéo

intramembranosa e a formacao da cartilagem de Meckel.

TIMP Camundongos Humanos Outras Espécies
1 mRNA detectado na mandibula de embriées E13,5 (Flenniken e Williams, 1990). Imunolocalizada durante a Coelho: imunolocalizada em células tipo-Ob no pO e eD de
Expressa por Ob de calvaria in vitro (Meikle et al., 1991). ossificagdo intramembranosa em  calvaria (Everts et al., 1993).
mMRNA localizado nas areas em ossificagéo ao longo da regido externa da CM e em alguns C imaturos OO fracamente om Ob e Coelho: expresso na base do cranio e CM (Breckon et al., 1995).
na regido anterior (E14) (Chin e Werb, 1997). moderadamente m F (Bord et al., Coelho: expressdo estimulada por IL-1 e EGF in vitro (van der
Imunolocalizada em C da CM e acumula-se nos espacos pericelulares em torno dos CH (E15) in vitro ~ 1997). Zee et al., 1998).
(Ishizeki e Nawa, 2000). Rato: mRNA localizado em CCC durante o crescimento e em Cm
em adultos (Takahashi et al., 2005).
2 mRNA localizado em células do arco branquial (E11) e em células osteogénicas e condrogénicas da - Rato: mRNA ndo é alterado em Ob de calvaria tratados com IGF-I
mandibula, maxila, cranio, ossiculos do ouvido e osso baso-occipital em animais de 13 a 16 dias de e —Il (Canalis et al., 1995).
vida. Os niveis de transcritos permaneceram os mesmo durante a embriogénese e ap6s 0 nascimento. Rato: mRNA localizado em CCC durante o crescimento e em Cm
Ob e o tecido 6sseo da mandibula e maxila foram imuno-marcados (Kinoh et al., 1996). em adultos (Takahashi et al., 2005).
mRNA localizado nas éareas em ossificagdo ao longo da regido externa da CM, no pC e no
mesénquima que circunda a cartilagem (E14).Também encontrado no incisivo e nas areas de
ossifica¢éo ao seu redor, PD (Chin e Werb, 1997).
mMRNA localizado nas células da superficie do osso neo-formado, bem como em células mesenguimais
(Apte et al., 1997).
mMRNA localizado em tecidos mesenquimais em torno do osso em formacéo (Blavier e DeClerck, 1997).
Imunolocalizado na matriz em torno da cartilagem, C, eD e em células da superficio 6éssea (apds 48h)
de calvaria in vitro (Dew et al., 2000).
3 mMRNA localizado intensamente no mesénquima na regido pré-ostedide da mandibula (E12). Em E13, - Rato: mRNA néo é alterado em Ob de calvéria tratados com IGF-|
ostedide, incisivo e mesénquima em volta da CM (Chin e Werb, 1997). e —ll (Canalis et al., 1995).
Rato: mRNA localizado em CH da cartilagem condilar durante o
crescimento (Takahashi et al., 2005).
4 R R N
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responsaveis pela formacdo do molde cartilaginoso. O centro da peca cartilaginosa,
entdo, sofrerd invasao vascular, por células endoteliais oriundas do peridsteo, e invasao
celular, por células trazidas pelos vasos sanguineos, tais como células mesenquimais
progenitoras, pré-osteoblastos, pré-osteoclastos e/ou condroclastos e hematopoiéticas.
Subsequlientemente, esta regido sera calcificada e a matriz cartilaginosa sera substituida
pela matriz éssea ApOs a substituicdo completa dos condrdcitos hipertréficos por
osteoblastos e outras células, a cavidade medular est4 formada e o 0sso apresenta sua
forma caracteristica com as duas epifises localizadas nas extremidades e separadas da
metéafise pelas placas de crescimento, que sdo responsaveis pelo crescimento 6sseo
longitudinal. A maioria dos 0ssos dos membros superiores e inferiores, da caixa toracica e
da base do cranio sdo de origem endocondral. Este tipo de ossificacdo ocorre em dois
locais distintos nos 0ssos longos: no centro primario (diafise) e secundério de ossificacao
(epifises). O desenvolvimento 6sseo inicia-se no centro primario, ja o centro secundario é
independente e ossifica-se depois (Figura 1.13) (revisado por Ortega et al., 2004).

Desde a descoberta da MMP-13 em ossos longos de ratos (Walter et al., 1963),
mais da metade dos membros da familia das MMPs tém sido demonstrados no tecido
6sseo em diversas espécies, tais como as colagenases - MMPs -1 (Cawston e Rowan,
1998) - gelatinases - MMPs -2 (Lefebvre et al., 1991) e -9 (Reponen et al.,, 1994) -
estromelisinas - MMPs -3 (Keyszer et al., 1998) e -10 (Bord et al, 1998) - e MT1-MMP
(MMP-14) (Holmbeck et al., 1999), sendo que as MMPs -9, -13 e -14 s&o as mais
expressas. Além disso, a andlise de camundongos knockout e modelos de doencas
genéticas humanas tém chamado a aten¢do para a importancia das MMPs -2, -9, -13 e -
14 para o desenvolvimento 6sseo (Delaissé et al., 2003) (Quadro 1.8).

Com isso, tem-se enfatizado que as funcbes das MMPs deveriam ser

consideradas em um espectro mais amplo do que a simples solubilizacdo da matriz 6ssea
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e deveria incluir outros processos, tais como o0 recrutamento osteoclastico (Blavier e
Delaissé, 1995; Sato et al., 1998, Engsig et al., 2000; Karsdal et al., 2001), coordenacao
da reabsorcdo e formacdo 6ssea (Everts et al., 2002), sobrevivéncia osteoblastica
(Karsdal et al., 2002) e angiogénese (Vu et al., 1998). A chave para o entendimento do
mecanismo molecular envolvendo as MMPs no o0sso é a precisa informacdo onde estas
sdo expressas e por qual tipo celular. Existem atualmente consideraveis confusées no
gue diz respeito a expressdo das MMPs, principalmente em osteoclastos (Andersen et al.,
2004).

Desde a descoberta de que células Gsseas secretavam inibidores de colagenases
(Cawston et al., 1981) e, posteriormente, identificadas como sendo as TIMPs, estas foram
identificadas em diversas células osteogénicas e condrogénicas. A TIMP mais expressa
durante o desenvolvimento dsseo é a TIMP-2 (Apte et al.,, 1997; Blavier e DeClerck,
1997). Entretanto, as outras TIMPs também sdo expressas em elementos do esqueleto
durante o desenvolvimento em humanos e camundongos (Flenniken e Williams, 1990;
Meikle et al., 1991; Apte et al., 1994, Rifas et al., 1994, Hammani et al., 1996; Blavier e
DeClerck, 1997; Zeng et al., 1998; Bord et al., 1999; Su et al., 1999; Huang et al., 2002),
principalmente por condrdcitos e bone-lining cells (Joronen et al., 2000; Dew et al., 2000;
Huang et al., 2002) (Quadro 1.9). E possivel que a alta concentracdo destes inibidores
contribua para as propriedades anti-angiogénicas da cartilagem, entretanto a analise de
camundongos deficientes para todas as TIMPs ndo apresentou fenétipo dsseo anormal.
Recentemente, mMRNA de RECK foi detectado em osteosarcoma (Kang et al., 2007),
entretanto ele ndo foi ainda estudado no desenvolvimento ésseo endocondral em

camundongos.
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Figura 1.13: Representacao esquematica da formacéo 6ssea endocondral durante o

desenvolvimento embrionario.
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Quadro 1.8: Fendtipos 0sseos encontrados em animais normais, knockout, mutantes ou em modelos de doengas genéticas humanas para

as MMP durante a ossificagéo endocondral.

MMP

Camundongo

Camundongo Knockout

Animais Trangénicos

Humanos

Outras Espécies

1

Sintetizada por Ob apds
serem estimulados  por
fatores de reabsorcao
6ssea (Heath et al., 1984a)
e por um fator derivado de
F de pO (Heath et al,
1984b).

Imunolocalizada na zona
de reabsorcao sub-
osteoclastica e em Oc
(Delaissé et al., 1993).
mRNA detectado em CH
das PC de ossos longos e
da costela de embrides,
bem como em Ob e/ou CE
que migram do CO para o
centro do MC (Mattot et al.,
1995).

Estimula a reabsorgcéo
6ssea por Oc (Holliday et
al., 1997).

mRNA regulado positivamente por IL-1 em C in vitro
(Martel-Pelletier et al., 1991).

mRNA expresso em casos de OAr e regulada
negativamente em C normais estimulados in vitro por
IL-1a (Mohtai et al., 1993).

Cultura de Ob: MG-63 estimulada com PMA e IL-1B

aumentam  sua  biossintese; U20S  secreta
constitutivamente, porém fraca, e induzida
moderadamente por PMA; TE-85 secreta
constitutivamente, porém fraca, e fortemente

estimulada por PMA e, em menor escala, por TNFa e
IL-1B; SAOS néo expressa; hOB tem pouquissima
expressdo (Rifas et al., 1994).

TNF-a estimula a expressdo do mRNA em Ob (HOS
TE85) in vitro (Panagakos e Kumar, 1994).

Secretada e ativa em cultura primaria de Ob de osso
normal e com artrite (Meikle et al., 1995).

Encontrada no LS em casos de AR (Maeda et al.,
1995).

Expressa por C da cartilagem de OAr estimulados por
IL-1a in vitro (Mitchell et al., 1996).

Expresséo por Ob e Oc in vivo (Bord et al., 1996).
(Borden et al., 1996).

Altos niveis de mMRNA nos C mais superficiais do que
nas zonas mais profundas em casos de OAr bem
estabelecidos (Freemont et al., 1997).
Imunolocalizada fracamente em Cm e 0sso
mineralizado, moderadamente em CP e células
vasculares e fortemente em Ob na PC de OO. No
processo de remodelacdo Oc e oc foram fracamente
imunolocalizados, linning cells moderadamente e
fortemente em Ob e células mononucleares (Bord et
al., 1997).

mRNA localizado em torno dos C em casos de AR e
mais expresso do que na cartilagem normal.
Expressao estimulada por TNF-a in vitro (Shlopov et
al., 1997).

Presente na cartilagem articular em casos de OAr
(Walter et al., 1998).

Imunolocalizada em C, Ob e Oc no OO e ectépico de
articulagGes e em costelas de recém-nascidos (Bord
etal., 1999).

Imunolocalizada na cartilagem normal e em casos de
OAr e altas concentracbes da proteina em OAr
(Kanyama et al., 2000).

Niveis de mRNA aumentados em casos de OAr
(Bluteau et al., 2001).

Imunolocalizada em C em casos de OAr e quando
estimulada por citocinas (Tetlow et al., 2001) e por

Coelho: Sintetizada por Ob ap6s
serem estimulados por um fator
derivado de F de pO (Heath et al.,
1984b).

Rato: ativa nos CH na PC de ossos
com desenvolvimento da sindrome
do raquitismo antes do tratamento
com bifosfanatos (Dean et al.,
1989).

Coelho: imunolocalizada em CH, CP
e CR da PC de ossos longos de
recém-nascidos (Brown et al., 1989).
Rato: imunolocalizada em CH da PC
(Blair et al., 1989).

Rato e Coelho: pré-enzima
imunolocalizada na zona de
reabsorcédo sub-osteoclastica e em
Oc (Delaissé et al., 1993).

Coelho: secretada por Oc quando
estimulada por IL-1a in vitro (Hill et
al., 1994).

Coelho: mMRNA estimulado
positivamente em casos de OAr
induzido (Mehraban et al., 1994).
Coelho: mRNA localizado nas
células da superficie 6ssea, oc e C
adjacentes a Oc nos locais de
reabsorcdo Ossea ativa (Fuller e
Chambers, 1995).

Coelho: sintese estimulada por
peptideos RGD em C in vitro (Arner
e Torotrela, 1995).

Rato: expressa por Oc estimulados
por PTH in vivo (Witty et al., 1996).
Coelho: expresséo da pré-enzima é
estimulada por IL-1a e a enzima é
ativada pela adicao de
plasminogénio a cultura de CA,
promovendo a degradacdo de
colageno tipo | (Saito et al., 1997).
Céao: imunlocalizado na superficie
da cartlagem em casos de OA
(Fernandes et al., 1998).
Porquinho-da-india: mMRNA
dependente da idade e do
compartimento da PC em casos de
OAr (Huebner et al., 1998).
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vitamina D in vitro (Tetlow e Woolley, 2001).

O LS apresenta mais enzima ativa do que no soro em
casos de AR (ltoh et al., 2002).

Imunomarcagéo fraca em articulagées normais e forte
em casos de OAr e localizada nas regiGes
pericelulares e profundas da cartilagem (Wu et al.,
2002).

mRNA diminuido em casos de OAr (Kevorkian et al.,
2004).

Imunolocalizada em CH e Ob em ossos longos de
criangas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

mRNA encontrado em pOc
em  organocultura  de
metatarso (E17) (Blavier e
Delaissé, 1995).

mRNA  localizado em
células osteogénicas e
condrogénicas da costela
em animais de 13 a 16
dias de vida. Os transcritos
aumentaram de E9 até 10
dias de vida (quantidade
méxima) e decrescendo
em seguida. C e células
mesenquimais do pC da
costela  foram  imuno-
marcados e esta enzima
foi detectada ativa nestes
tecidos (Kinoh et al., 1996).
mRNA presente em Ob in
vitro (Uchida et al., 2000) e
altos niveis quando
estimulados por IL-1 e IL-6
in vitro, além de apresentar
a enzima ativa (Kusano et

al., 1998).

Diferentes niveis de mRNA
e proteina durante o
crescimento (recém-

nascido a 2 meses de
idade), maturagao 4
meses de idade) e velhice
(18 meses de idade) das
cartilagens articulares
temporomandibular e do
joelho (Gepstein et al,
2002) e com atividade
enzimatica (Gepstein et al.,
2003).

Animais de pequena estatura,
mas nao desenvolvem
aparentemente anormalidades
Osseas, entretanto a
angiogénese é diminuida (ltoh
etal., 1997).

Produzida constitutivamente por Ob e induz a sintese
das MMPs -1, -3 e -9 in vitro (Meikle et al., 1992).
Expressao basal em C de cartilagem normal (Mohtai
etal., 1993).

Cultura de Ob: MG-63, TE-85 e U20S expressdo
constitutivamente e SAOS, MG-63 e hOB ndo séo
estimulados (Rifas et al., 1994).

TNF-a estimula a expressédo do mRNA em cultura de
ob (HOS TES85) (Panagakos e Kumar, 1994).
Expressa por Oc em TCG (Rao et al., 1995).

Ativa em cultura primaria de Ob de osso normal e
com artrite (Meikle et al., 1995).

Imunolocalizada somente em F do tecido fibroso em
OO (Bord et al., 1997).

Enzima expressa por células de TCG e pode ser
ativada por osteopontina, sialoproteina 6ssea e um
peptideo analogo a sequéncia RGD sollveis in vitro
(Teti et al., 1998).

Presente na cartilagem articular em casos de OAr
(Walter et al., 1998).

Altas concentracdes da proteina em casos de OAr
(Kanyama et al., 2000) e mais mMRNA em casos de
Oar do que no tecido normal (Su et al., 1999).

A auséncia da enzima ativa esté ligada com a forma
recessiva autossdmica da ostedlise multicéntrica,
uma rara doenga genética que causa destruicdo e
reabsorcdo dos ossos afetados (Martignetti et al.,
2001).

Imunolocalizada em condrécitos em casos de OAr e
quando estimulada por citocinas in vitro (Tetlow et al.,
2001).

Imunolocalizada em CR e Oc em ossos longos de
criancas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

Coelho: secretada constitutivamente
por Oc in vitro (Hill et al., 1994).
Coelho: sintese estimulada por
peptideos RGD em C in vitro (Arner
e Torotrela, 1995).

Coelho: Altos niveis de mMRNA,
proteina e enzima ativa em C da PC
in vitro do que in vivo, quando
estimulados com PTH/PTH-rp
(Kawashima-Ohya et al., 1998).
Galinha: mRNA estimulado por
acido retindico em C da PC in vitro
(Nie et al., 1998).

Galinha: enzima ativa nos CP e CH
in vitro (D’Angelo et al., 2001a).
Galinha: vesiculas de matriz
produzidas por CH da PC exibem
esta enzima ativa (D’Angelo et al.,
2001b).

Rato: enzima ativa nos centros de
ossificacdo secundarios (Davoli et
al., 2001).

Rato: Imuno-localizagdo em locais
de neo-formacgdo 6ssea em defeito
6sseo em fémur ap6s 2 semanas de
tratamento com TGF-B e em
nédulos de cartilagem e finas
trabéculas 6sseas em defeitos
tratados com IGF-1 ou IGF-1+ TGF-
B (Blumenfeld et al., 2002).

Rato: mRNA localizado em Ob e oc
durante a  formagao O6ssea
aposicional in vitro (Hatori et al.,
2004).

Altos niveis de mRNA em
Ob estimulados por IL-1
(Kusano et al., 1998) e IL-
1B e TNF-a in vitro (Uchida
et al., 2000).

Animais desenvolvem artrite
induzida pela degradacédo de
colageno (Mudgett et al.,
1998).

Em modelo experimental de

Em modelo experimental
de reabsorcédo de hérnia
de disco, esta enzima €
secretada por C e
parece ser requerida

Altos niveis de mRNA no tecido sinovial em casos de
AR do que em OAr in vitro (Case et al., 1989a).
mRNA localizado nas lining cells em casos de OAr e
AR (Gravallese et al., 1991).

mRNA regulado positivamente por IL-1 (Martel-

Rato: localizada em Oc em
reabsorcao (Case et al., 1989b).
Coelho: secretada por Oc quando
estimulada por IL-1a in vitro (Hill et
al., 1994).
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Diferentes niveis de mRNA
e proteina durante o
crescimento (recém-
nascido a 2 meses de
idade), maturagao 4
meses de idade) e velhice
(18 meses de idade) das
cartilagens articulares
temporomandibular e do
joelho (Gepstein et al,
2002).

artrite, 0s animais
apresentaram resisténcia a
erosdo da cartilagem (van
Meurs et al., 1999).

para a reabsorcdo e
invasdo macrofagica
(Haro et al., 2000).

Pelletier et al., 1991) e IL-1 em C in vitro (Nguyen et
al.,, 1992; Shingu et al., 1995; Chubinskaya et al.,
1996).

Expressa em C e sinovial lining cells em casos de
OAr (Okada et al., 1992b).

Secretada cerca de 20x mais do que a MMP-1 em
casos AR e 8x mais em casos de injuria pés-
traumatica do joelho (Walakovits et al., 1992).

mMRNA expresso em casos de OAr e regulada
negativamente em C normais estimulados in vitro por
IL-1a (Mohtai et al., 1993).

Expressa cerca de 40x mais em casos de injiria nas
articulag@es (Lohmander et al., 1993).

Enzima ativa em C de cartlagem articular e F
sinuviais (Wilhelm et al., 1993).

Cultura de Ob: MG-63 estimulo com PMA e IL-13 ndo
alteram a sua expressdo; U20S secreta
constitutivamente e sua express@o ndo é estimulada
por PMA, IL-13 e TNFa; TE-85, SAOS e hOB nao
expressam (Rifas et al., 1994).

Imunolocalizada  fracamente em  Ob, 0sso
mineralizado, CH e Cm (principalmente na MEC) e
moderadamente em CP (principalmente na MEC) na
PC de OO. Na remodelacdo, somente Ob e oc foram
fracamente marcados (Bord et al., 1997).

mRNA encontrado nos das zonas mais profundas em
casos de OAr em estagios iniciais e finais da doenga
(Freemont et al., 1997).

Imunolocalizada fortemente na MEC do tecido fibroso
em torno das areas de ossificagdo endocondral em
OO e adjacente ao periésteo das costelas. Enzima
ativa localizada nos oc e na matriz em torno da
lacuna osteocitica (Bord et al., 1998).

Presente na cartilagem articular em casos de OAr
(Walter et al., 1998).

Imunolocalizada na matriz 6ssea e fibrosa no OO e
ectépico de articulagbes e em costelas de recém-
nascidos (Bord et al., 1999).

Imunolocalizada na cartilagem normal e em casos de
OAr e em altas concentracdes (Kanyama et al.,
2000).

Imunolocalizada em C em casos de OA (Tetlow e
Woolley, 2001) e quando estimulada por citocinas in
vitro (Tetlow et al., 2001).

Altos niveis de mRNA em células de TCG e
detectadas em células tipo Oc (Kumta et al., 2003).

Coelho: mMRNA estimulado
positivamente em casos de OAr
induzido (Mehraban et al., 1994).
Coelho: sintese estimulada por
peptideos RGD em C in vitro (Arner
e Torotrela, 1995).

Boi: Expressdo em C estimulada
pelo fragmento de 29 kDa gerado
pela clivagem da fibronectina (Fn-f
29) in vitro (Bewsey et al., 1996).
Coelho: expresséo da pr6-enzima é
estimulada por IL-1a e a enzima é
ativada pela adicao de
plasminogénio a cultura de CA,
promovendo a degradacdo de
colageno tipo | (Saito et al., 1997).
Coelho: Aumento da expressdo em
C da PC in vitro do que in vivo,
quando estimulados com PTH/PTH-
rp e IL-1 (Kawashima-Ohya et al.,
1998).

Rato: Imuno-localizagdo em locais
com nédulos de cartilagem e finas
trabéculas 6sseas em defeitos
tratados com IGF-1 ou IGF-1+ TGF-
B apdés 2 semanas (Blumenfeld et
al., 2002).

Porco: Expressdo em C estimulada
pelo fragmento de 45 kDa gerado
pela clivagem da fibronectina (Fn-f
45) in vitro (Stanton et al., 2002).

Animais ndo apresentaram
anormalidades Osseas
(Johnson et al., 2005).

mRNA e proteina localizados em C articulares e
existe atividade enzimatica (Cole et al, 1996).

mRNA expresso por C normais e estimulada
positivamente por IL-1B in vitro (Chubinskaya et al.,
1996).

Rato: mRNA localizado em Ob e oc
durante a  formacao o6ssea
aposicional in vitro (Hatori et al.,
2004).
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mRNA e proteina em F sinuviais e CE in vitro e
regulado positivamente pot TNF-a e forbol e
negativamente por doxicilina (Hanemaaijer et al.,
1997).

mRNA localizado em torno dos C da cartilagem em
casos de AR e ausente na cartlagem normal.
Expressdo estimulada por &cido retindico in vitro
(Shlopov et al., 1997).

Imunolocalizada em C em casos de OAr e quando
estimulada por citocinas in vitro (Tetlow et al., 2001).

mRNA detectado em Oc
(Reponen et al., 1994).
mRNA encontrado em pOc
em organocultura  de
metatarso (E17) (Blavier e
Delaissé, 1995).

Enzima ativa e altos niveis
de mRNA em Ob
estimulados por IL-1
(Kusano et al., 1998) e por
IL-18 e TNF-a em ob in
vitro (Uchida et al., 2000).
mMRNA presente na
formagdo do calo 6sseo
durante a primeira e
segunda semanas deste
processo (Uusitalo et al.,
2000).

mRNA localizado no pC do
MC (E14), pC e CH
proximos aos locais de
invaséo celular e vascular
inicial (E15) e nas células
que migram para formar a
MO (Colnot e Helms,
2001).

Diferentes niveis de mRNA
e proteina durante o
crescimento (recém-
nascido a 2 meses de
idade), maturagao (4
meses de idade) e velhice
(18 meses de idade) das
cartilagens articulares
temporomandibular e do
joelho (Gepstein et al,
2002).

mRNA  localizado  nos
espacos inter-trabeculares
no colar 6ésseo e em
células migrando para o
MC (Takahara et al,
2004).

Exibem anormal
vascularizacgdo da PC e
ossificagéo, devido a

alteragbes na taxa de
apoptose dos CH, o que
acarreta o acumulo destas
células na PC (Vu et al,
1998). Reduz drasticamente o
recrutamento de Oc e CE
(Engsig et al., 2000).

mRNA aumentado em animais
catepsina K knockout
(Kiviranta et al., 2005).

mRNA e proteina expressos por C em casos de OAr
e regulada positivamente em C normais estimulados
in vitro por IL-1a (Mohtai et al., 1993).

Cultura de Ob: U20S secreta constitutivamente e sua
expressdo € pouca estimulada por PMA e fortemente
por IL-13 e TNFa; TE-85 secreta somente apds o
estimulo (Rifas et al., 1994).

Expressa por Oc (Wucherpfennig et al., 1994).

TNF-a estimula a expressédo do mRNA em cultura de
Ob (HOS TEB85) (Panagakos e Kumar, 1994).
Imunolocalizada em CH e células mesenquimais
durante a invasdo celular e vascular do MC
(Sakiyama et al., 1994).

Expressa por Oc em TCG (Rao et al., 1995).

Ativa em cultura primaria de Ob de osso normal e
com artrite (Meikle et al., 1995).

Imunolocalizada fortemente na matriz 6ssea
mineralizada (MEC) na PC em OO. Na remodelacéo,
fracamente marcada em Ob e oc (Bord et al., 1997).
Presente na cartilagem articular em casos de OAr
(Walter et al., 1998) e em C in vitro (Tetlow e Woolley,
2001), mRNA encontrado nos das zonas mais
profundas nos estagios iniciais da doenca (Freemont
et al., 1997) e apresenta altas concentra¢des da
proteina (Kanyama et al., 2000). Imunolocalizada em
C quando estimulada por citocinas in vitro (Tetlow et
al., 2001).

Imunolocalizada em Oc e células mononucleares no
OO e ectopico de articulagdes e em costelas de
recém-nascidos (Bord et al., 1999).

O LS apresenta mais enzima do que no soro em
casos de AR (ltoh et al., 2002).

mRNA aumentado em casos de OAr (Kevorkian et al.,
2004).

Co-localizada com uPAR em C estimulados por IL-1
em casos de OAr (Schwab et al., 2004).
Imunolocalizada em CH, Oc e Ob em ossos longos
de criancas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

Coelho: secretada por Oc in vitro
(Tezuka et al., 1994) e
constitutivamente (Hill et al., 1994).
Coelho: sintese estimulada por
peptideos RGD em C in vitro (Arner
e Torotrela, 1995).

Coelho: forma ativa regulada
positivamente por IlI-1 e a pré-forma
é regulada positivamente  por
inibidores de cicloxigenase e
regulada negativamente por
prostaglandinas em C articulares (lto
etal., 1995).

Rato: expressa por Oc estimulados
por PTH in vivo (Witty et al., 1996).
Coelho: expresséo da pré-enzima é
estimulada por IL-1a e a enzima é
ativada pela adicao de
plasminogénio a cultura de CA,
promovendo a degradacdo de
colageno tipo | (Saito et al., 1997).
Rato: mRNA ¢é regulado pelo
estimulo do PTH na diéfise de ossos
longos e imunolocalizada em Ob,
oc, megacaridcitos e outras células
da MO (McClelland et al., 1998).
Coelho: Aumento da expressdo em
C da PC in vitro do que in vivo,
quando estimulados com PTH/PTH-
rp e IL-1 (Kawashima-Ohya et al.,
1998).

Galinha: enzima ativa nos CP e CH
in vitro (D’Angelo et al., 2001a).
Galinha: vesiculas de matriz
produzidas por CH da PC exibem
esta enzima ativa (D’Angelo et al.,
2001b).

Rato: enzima ativa nos centros de
ossificacdo secundarios (Davoli et
al., 2001).

Rato: fator inibitério da migragéo de
macréfagos  (MIF) estimula a
producédo de mRNA em Ob in vitro
(Onodera et al., 2002).
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Cachorro: mRNA induzido em casos
de OAr, regulado por SAF-1 (fator
ativador de soro amil6ide A) e AP-1
(Ray et al., 2005).

10

Imunolocalizada nas é&reas de reabsor¢do da
ossificagdo endocondral e nas células de reabsorgao
da JOC e a enzima ativa também localizada nos
mesmos locais em OO. Nas costelas, a enzima ativa
foi localizada em C da PC e em Oc e células
mononucleares da MO (Bord et al., 1998).
Imunolocalizada em C, Ob e Oc no OO e ectépico de
articulagGes e em costelas de recém-nascidos (Bord
etal., 1999).

mRNA diminuido em casos de OAr (Kevorkian et al.,
2004).

Imunolocalizada em CH e Ob em ossos longos de
criangas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

11

mRNA presente em Ob in
vitro (Uchida et al., 2000).

Imunolocalizada em CH e Ob em ossos longos de
criancas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

12

Expressa por Oc, mas nao
afeta (o] recrutamento
osteoclastico para o centro do
MC (Hou et al., 2004).

mRNA detectado em células de condrosarcoma in
vivo (Kerkela et al., 2001).

mRNA detectado em CH nas vértebras, costelas em
embribes de 8 semanas de vida. Células do pO
também a expresséo na 11 semana de vida (Kerkela
etal., 2001).

13

Drante o desenvolvimento,
expressdo restrita a0 0sso
e cartilagem (Gack et al.,
1995).

mRNA encontrado em CH
em organocultura  de
metatarso (E17) (Blavier e
Delaissé, 1995).

mRNA presente em Ob
(Uchida et al.,, 2000) e
altos niveis quando
estimulados por IL-1 e IL-6
in vitro (Kusano et al,
1998).

Expressao induzida
durante o reparo ésseo
(Yamagiwa et al., 1999).
Altos niveis de mRNA em
CH (E14,5) (Tuckermann
et al., 2000).

mRNA localizado nos CH
do MC (E15) e nas células
que migram para formar a
MO e na PC (Colnot e
Helms, 2001).

Diferentes niveis de mRNA
e proteina durante o
crescimento (recém-
nascido a 2 meses de

Altos niveis de mMRNA em
osteosarcomas (Gack et al.,
1994).

Expressdo bastante reduzida
em animais c-fos knockout
(Porte et al., 1999).

mRNA expresso em células de
osteosarcomas e
condrosarcomas de animais c-
fos e c-fos/c-jun transgénicos
(Tuckermann et al., 2001).

O inicio da ossificagdo
endocondral é normal (invaséo
vascular e celular e formagéo
do fronte de ossificagdo
primario — até E17), mas a
zona de CH aumenta com a
idade do animal. Apés 5
semanas de vida o fendtipo
normal comega a  ser
reestabelecido. Animais duplo
knockout (MMP-13" e MMP-9
") apresentaram os fendtipos
ja observados para cada um
separadamente, mas com
maior severidade (Stickens et
al., 2004).

Severos defeitos na
ossificagdo endocondral pelo

A CA de camundongos
resultou em alteragdes
patolégicas semelhantes
aquelas observadas em
casos de OAr humana,
com o0 aumento da
clivagem do colageno
tipo 1l (Neuhold et al.,
2001).

Expressa por C da cartilagem dem casos de OAr
estimulados por IL-1a in vitro (Mitchell et al., 1996) e
mRNA expresso por C transformados e de cartilagem
articular quando estimulados por IL-1B+TNF-a in vitro
(Borden et al., 1996).

mRNA em casos de AR e OAr e ausente na
cartilagem normal (Wernicke et al., 1996).

Expressa por C, mas ndo por sinovidcitos, derivados
de cartilagem normal e com OAr estimulados por IL-
1B e TNF-a (Reboul et al., 1996).

Tem sido detectada na CA em casos de AR (Stahle-
Backdahl et al., 1997).

Fraca expressdo em cartilagem normal e forte em
casos de OAr e AR e, em todos os casos, a sintese é
estimulada por TGF-$3 e IL-1f3 (Moldovan et al., 1997).
Mais expresso em F, macréfagos, sinovial lining cells,
CE e do estroma em casos de AR do que OAr (Lindy
etal., 1997).

mRNA localizado em torno dos C da cartilagem em
casos de AR e mais expresso do que na cartilagem
normal. Expressdo estimulada por TNF-a in vitro
(Shlopov et al., 1997).

mRNA detectado em células de condrosarcoma in
vivo (Kerkela et al., 2001).

Niveis de mRNA aumentados em casos de OAr
(Bluteau et al., 2001).

Imunolocalizada em C em casos de OAr e quando
estimulada por citocinas in vitro (Tetlow et al., 2001).
O LS apresenta mais enzima do que no soro em

Céo: imunolocalizado na superficie
da cartilagem em casos de OAr
(Fernandes et al., 1998).
Porquinho-da-india: mRNA
dependente da idade e do
compartimento da PC em casos de
OAr (Huebner et al., 1998).

Rato: mRNA localizado em Ob e
regulada positivamente por PTH
(Winchester et al., 1999;
Selvamurugan et al., 2000) e por
TGF-B in vitro (Selvamurugan et al.,
2004).

Rato: mRNA localizado em Ob de
animais com 4 semanas de vida
(Hayami et al., 2000).

Galinha: enzima ativa nos CH in
vitro (D’Angelo et al., 2001a).
Galinha: vesiculas de matriz
produzidas por CH da PC exibem
esta enzima ativa (D’Angelo et al.,
2001b).

Rato: enzima ativa nos centros de
ossificacdo secundarios (Davoli et
al., 2001).

Rato: Diminui¢cdo da expressdo em
CH e inibicdo da angiogénese na
PC apbs tratamento com FGF-2
(Nagai e Aoki, 2002).
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idade), maturagao (4
meses de idade) e velhice
(18 meses de idade) das
cartilagens articulares
temporomandibular e do
joelho (Gepstein et al,
2002).

aumento da zona de
condrdcitos hipertréficos,
retardo na formacéo dssea e
vascularizagao.
Anormalidades da PC
persistem nos animais adultos
e este fendtipo é o mesmo
observado em
condrodisplasias hereditarias
humanas (Inada et al., 2004).
mRNA aumentado em animais
catepsina K knockout
(Kiviranta et al., 2005).

O reparo 6sse de fraturas foi
bastante comprometido devido
a diminuicéo da reabsorgdo da
cartilagem, recrutamento de
condroclastos e angiogénese
(Kosaki et al., 2007).

casos de AR e localizada (MRNA e proteina) em
células sinoviais, endoteliais, Ob e C (ltoh et al.,
2002).

Imunomarcagéo fraca em articulagées normais e forte
em casos de OAr e localizada nas regiGes
pericelulares e profundas da cartilagem (Wu et al.,
2002).

Sua mutagdo causa a variante da displasia
espondiloepimetafiseal de  Missouri (SEMD),
sindrome que apresenta anormalidades no
desenvolvimento do esqueleto (Kennedy et al., 2003).
mRNA aumentado em casos de OAr (Kevorkian et al.,
2004).

Recentemente, uma mutagédo foi encontrada no gene
da MMP-13 que resulta na autodegradacdo da
enzima e isso causa uma desordem dominante
autossomica  (displasia  espondilo-epimetafiseal)
caracterizada pela forma e crescimento defeituoso de
0ssos em vertebrados (Kennedy et al., 2005).
Imunolocalizada em CH e Ob em ossos longos de
criancas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

Rato: fator inibitério da migragéo de
macréfagos  (MIF) estimula a
producédo de mRNA em Ob in vitro
(Onodera et al., 2002).

Porco: Expressdo em C estimulada
pelo fragmento de 45 kDa gerado
pela clivagem da fibronectina (Fn-f
45) in vitro (Stanton et al., 2002).

14

mRNA  localizado em
células osteogénicas e
condrogénicas da costela
em animais de 13 a 16
dias de vida. Os transcritos
aumentaram de E9 até 10
dias de vida (quantidade
méxima) e decrescendo
em seguida. Condrécitose
células mesenquimais do
pC da costela foram
imuno-marcados e esta
enzima foi detectada ativa
nestes tecidos (Kinoh et
al., 1996).

mRNA localizado  nos
locais de reabsorcdo da
cartlagem na metéafise
(Apte et al., 1997).

mRNA presente em Ob in
vitro (Uchida et al., 2000).
mRNA localizado no pC do
MC (E14), pC e CH
proximos aos locais de
invasdo celular e vascular
inicial (E15) e nas células
que migram para formar a
MO (Colnot e Helms,
2001).

Os animais recém-nascidos
sdo indistinguiveis dos animais
heterozigotos e normais, mas
aos 5 dias de vida o
crescimento foi prejudicado e
tornou-se  muito  aparente.
Estes animais desenvolveram
fibrose nos tecidos moles em
volta do esqueleto e a
ossificagéo foi mais demorada,
levando a osteopenia, artrite,
ananismo, artropatia e
alteragBes na angiogénese.
Entre 7 e 15 semanas de vida
estes  animais morreram
(Holmbeck et al., 1999; Zhou
et al., 2000).

Animais apresentam 10 vezes
mais oc apoptéticos do que
em animais normais (Karsdal
et al., 2004).

A andlise detalhada sugere
que o fenétipo  dsseo
encontrada pode ser em parte
resultado da perda da
degradagao celular de
colageno por oc (Holmbeck et

al, 2005).
mRNA aumentado em animais
catepsina K knockout

(Kiviranta et al., 2005).

Expressa por C da cartilagem OAr e ativa a pro-MMP-
2 (Imai et al., 1997).

Expressa por Ob (SaSO-2) e induz apoptose nestas
células (Luo et al., 2003).

Imunolocalizada em C de todas as zonas PC em
ossos longos de criangas e adolescentes (Haeusler et
al., 2005).

Coelho: expresso por Oc in vitro
(Sato et al., 1997).

Rato: imuno-localizacdo em Oc in
vivo (Irie et al., 2001).

16

mRNA aumentado em casos de OAr (Kevorkian et al.,
2004).
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Imunolocalizado em CH em ossos longos de criangas
e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

28

mRNA aumentado em casos de OAr (Kevorkian et al.,
2004).
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Quadro 1.9: Fendtipos 6sseos encontrados em animais knockout, mutantes ou em modelos de doengas genéticas humanas de TIMPs

durante a ossificacdo endocondral.

TIMP Camundongo Animais Transgénicos Humanos Outras Espécies

1 mRNA detectado na clavicula e a0  Superexpressédo ndo Altos niveis de mRNA em células sinuviais em casos de AR do que em OAr Coelho: mMRNA detectado em
redor da costela e fémur de protege a degradagdo do  (Firestein et al., 1991; Gravalese et al., 1991; Spence McCahren, 1991). condrécitos da PC (Brown et al.,
embrides E13,5 (Flenniken e coldgeno em casos de Regulada positivamente por IL-6 em C (Lotz e Guerne, 1991). 1989).

Williams, 1990). artrite (Apparailly et al.,  Produzida constitutivamente por Ob e induz a sintese das MMPs -1, -3 e -9 in vitro  Coelho: secretada por Oc quando
mRNA por IL-13 e TNF-a em Ob in  2001). (Meikle et al., 1992). estimulada por IL-1a in vitro (Hill
vitro (Uchida et al., 2000). Regulada positivamente em F sinoviais em casos AR (Ito et al., 1992) e também et al., 1994).
por IL-1B e TGF-B em F sinuviais (DiBattista et al., 1995; Gatsios et al., 1996). Rato: mRNA néo é alterado em
mRNA localizado na membrana sinuvial em casos de OAr (Zafarullah et al., 1993). Ob de calvéria tratados com IGF-I
Cultura de Ob: MG-63, TE-85 e SAOS tém alta expressdo e hOB expressa menos e —Il (Canalis et al., 1995).
com o estimulo de PMA e IL-1 (Rifas et al., 1994). Boi: ndo protege a degradacéo da
TNF-a estimula a expressdo do mRNA em cultura de Ob (HOS TE85) (Panagakos cartilagem em cultura primaria
e Kumar, 1994). guando estimulada com IL-1
Detectada em cultura primaria de Ob de osso normal e com artrite (Meikle et al.,  (Oleksyszyn e Agustine, 1996).
1995). Coelho: estimula a reabsorgéo
Estimulada por IL-4 e IL-6 em C in vitro (Shingu et al., 1995). 6ssea por Oc in vitro (Shibutani et
Protege a degradacao da cartilagem em cultura primaria, mas, em associagdo com  al., 1999).
o IL-1, promove a degradacdo da MEC (Oleksyszyn e Augustine, 1996). Rato: fator inibitério da migracéo
Indugédo por oncostatina M em C (Nemoto et al., 1996). de macroéfagos (MIF) estimula a
Imulocalizada em algumas células vasculares, fracamente em células produgdo de mRNA em Ob in
mesenquimais e maderadamente em F do tecido fibroso do OO. Na PC, Ob, vitro (Onodera et al., 2002).
células vasculares, CH e maduros foram fracamente marcados e CP e a matriz  Rato: mRNA localizado em OB e
6ssea mineralizada moderadamente. Durante a remodelagdo, células oc durante a formagdo Ossea
mononucleres foram fracamente marcadas e Ob moderadamente (Bord et al., aposicional in vitro (Hatori et al.,
1997). 2004).
Imunolocalizada em C, Ob e em células mononucleares no OO, mas menos em C
e Ob no osso ectdpico de articulagdes. C, Ob, bone-linning cells, Oc e oc foram
fortemente marcados em costelas de recém-nascidos (Bord et al., 1999).
Altos niveis de mRNA em casos de OAr do que no tecido normal (Su et al., 1999).
Imunolocalizada na cartilagem normal e em casos de OAr e o complexo MMP-
1/TIMP-1 em baixas concentra¢des no LS na OAr (Kanyama et al., 2000).
mRNA diminuido em casos de OAr (Kevorkian et al., 2004).
Imunolocalizada em C de todas as zonas na PC, Ob e Oc em ossos longos de
criancas e adolescentes (Haeusler et al., 2005).

2 mRNA detectado em éareas de - Complexo MMP-2/TIMP-2 secretado por células sinuviais (Kolkenbrock et al., Boi: C normais e do LS
formagdo 6ssea da periferia das 1991) para o LS em casos de AR (Osthues et al., 1992; Cawston et al., 1993). expressam mMRNA
costelas em embrides E13 (Mattot et Cultura de Ob: todas as linhagens expressam constitutivamente e a sua expressao  constitutivamente (Zafarullah et
al., 1995). nao é estimulada (Rifas et al., 1994). al., 1996).
mRNA localizado em células Detectada em cultura primaria de Ob de osso normal e com artrite (Meikle et al., Coelho: estimula a reabsorcéo

osteogénicas e condrogénicas da
costela em animais de 13 a 16 dias
de vida. Os niveis de transcritos
permanerecam 0os mesmos durante
e embriogénese e apés o
nascimento. C e células
mesenquimais do pC da costela
foram imuno-marcados (Kinoh et al.,
1996).

mRNA presente em ob
(Uchida et al., 2000).

in vitro

1995).

C OAr e LS expressam mRNA constitutivamente (Zafarullah et al., 1996).
Tratamento de bifosfonato e esta proteina inhibem a ostedlise em cancer 6sseo
provocado pelo cancer de mama (Yoneda et al., 1997).

Mesmos niveis de mMRNA em casos de OAr do que na cartilagem normal (Su et al.,
1999).

Imunolocalizada na cartilagem normal e em casos de OAr (Kanyama et al., 2000).
Imunolocalizada em CH e Ob em ossos longos de criangas e adolescentes
(Haeusler et al., 2005).

6ssea por Oc in vitro (Shibutani et
al., 1999).

Rato: mRNA localizado em Ob e
oc durante a formagdo Ossea
aposicional in vitro (Hatori et al.,
2004).
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LS

mRNA localizado no pC do MC
(E14), pC proximo aos locais de
invasd@o celular e vascular inicial e
final (E15) (Colnot e Helms, 2001).
Inibe a transdiferenciacdo de Ob em
oc in vitro (Karsdal et al., 2004).

Expressa no 0sso e na cartilagem
embrionaria (Apte et al., 1994).
mMRNA estimulado por IL-13 e TNF-a
em Ob in vitro (Uchida et al., 2000).
mRNA localizado pC préximo aos
locais de invas&o celular e vascular
inicial (E15) e nas células que
migram para formar a MO e PC
(Colnot e Helms, 2001).

Regulada positivamente por IL-13 e TGF-f3 em fibroblastos sinuviais (DiBattista et
al., 1995; Gatsios et al., 1996).

mRNA expresso em condrécitos em casos de OA e regulada positivamente por
TGF-B in vitro (Su et al., 1996).

Altos niveis de mRNA em casos de OAr do que no tecido normal e mRNA e
proteina induzidos por TGF-B (Su et al., 1999).

mRNA aumentado em casos de OAr (Kevorkian et al., 2004).

Boi: mRNA expresso por C e
regulada positivamente por TGF-
B in vitro (Su et al., 1996).

Boi: Inducdo por oncostatina M
em C (Li e Zafarullah, 1998).

Boi: mRNA e proteina induzidos
por TGF- em C in vitro (Su et al.,
1999).

Rato: mRNA localizado em Ob e
oc durante a formagdo Ossea
aposicional in vitro (Hatori et al.,
2004).

Imunolocalizada mais em casos de OAr do que em AR, entretanto mais transcritos
foram encontrados nos casos de artrite (Huang et al., 2002).
mRNA diminuido em casos de OAr (Kevorkian et al., 2004).
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2 — Objetivos

Este trabalho pode fornecer informagdes relevantes sobre o mecanismo molecular
e celular envolvidos na degradacdo da MEC e, portanto, no desenvolvimento adequado
do reparo tecidual ou remodelacédo 6ssea, bem como da odontogénse. Nossos estudos
podem, eventualmente, resultar em informa¢cBes que indiguem novas dire¢cbes que
auxiiem no tratamento de perdas Osseas extensas ou, pelo menos, na melhor
compreensédo desses fendbmenos.

Este projeto representa ainda a consolidagdo de uma abordagem integrada de
problemas relevantes na area de Biologia Celular e Molecular, através da colaboracao
entre o Laboratério de Biologia Celular e Molecular da Profa. Dra. Mari Sogayar do 1Q-
USP, Laboratério do Dr. Makoto Noda da Faculdade de Medicina da Universidade de
Kyoto, Japdo (que primeiro isolou e vem caracterizando a proteina RECK) e os
Laboratérios de Bioguimica e Histologia da FOB-USP, colaboracéo esta iniciada em 1999
através de um projeto conjunto apoiado pela Fapesp (99/10655-5). Caso se comprove a
participacdo do produto do gene RECK nos processos de calcificacdo bioldgica a serem
estudados neste projeto, uma importante interacdo poderd ser formada com o Hospital de
Pesquisa e Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais (HRAC), da USP, referéncia
internacional no tratamento dessas anomalias.

A colaboragdo com o Prof. Magloire, da Faculdade de Odontologia de Lyon, foi
muito importante para o grupo uma vez que o referido pesquisador atua especificamente
na compreensdo dos fendmenos envolvidos na odontogénese e mineralizagdo biologica.

Desta forma, nés tivemos 0s seguintes objetivos especificos neste trabalho:
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1.

3.

Avaliacdo temporal e espacial da expressao protéica das MMP-2, MMP-9, TIMP-1,
TIMP-2 e RECK durante a formagdo do incisivo de ratos adultos por
imunohistoquimica.

Avaliagéo temporal e espacial da expressao protéica e génica das MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2 e RECK durante o desenvolvimento cranio-facial em embrides de
camundongo por imunohistoquimica e hibridizac¢ao in situ.

Avaliagéo temporal e espacial da expressao protéica e génica das MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2 e RECK durante a ossificacdo endocondral em embrides de

camundongo por imunohistoquimica e hibridizag¢&o in situ.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Animais e Coleta dos Tecidos

3.1.1 - Tecidos Embriondrios

Camundongos Suicos fémeas e machos adultos foram utilizados para o
acasalamento. As fémeas gestantes foram mortas de 13 a 20 dias (E13 — E20) apos o
cruzamento (dia zero estabelecido apés a formacao do plug vaginal) bem como os recém-
nascidos de 1 dia de vida (PN1) (Figura 3.1). Os tecidos embrionarios foram dissecados e
processados de acordo com os protocolos para analise histolégica, imunohistoquimica,
Real Time PCR e zimografia em gel.

Camundongos fémeas gestantes OF1 (E13 - E20) e recém-nascidos PN1 foram
mortos e os tecidos embrionarios dissecados e processados de acordo com o protocolo

para hibridizagao in situ.

3.1.2 - Tecidos Adultos

Ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar de 50 dias de idade tiveram
a mandibula retirada e hemi-seccionada através de uma incisdo na sinfise da linha média.
As hemi-mandibulas foram processadas de acordo com o0s protocolos para analise
histolégica e imunohistoquimica.

Ratos machos da linhagem OFA de 2 dias de idade (PN2) foram mortos e a
mandibula foi processada conforme descrito acima, dissecados e as hemi-mandibulas
foram processadas de acordo com o protocolo para hibridiza¢ao in situ.

Todos 0s animais foram mortos por dose excessiva de éter. Camundongos Suigos
e ratos Wistar foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Odontologia de

Bauru, FOB-USP. Ja& os animais das linhagens OF1 e OFA foram adquiridos do
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Laboratério Charles River (Lyon, Franca). Todos os animais receberam racao e agua ad

libitum.

3.2 - Processamento dos Tecidos

3.2.1 - Tecidos Parafinados

Os tecidos embrionarios foram fixados em formaldeido a 10% em tampao fosfato
em pH neutro, por 24h, desidratados em solugdes de concentragdes crescentes de élcool
etilico (70% e 100%), diafanizados em xilol e incluidos em parafina sintética Histosec®
(Merck, Darmstedt, Alemanha).

Os tecidos adultos foram processados como descrito acima, porém fixados por 48h
e desmineralizados em solugcao de EDTA (solugédo contendo 4,13% de Tritriplex IlI® e
0,44% de Hidroxido de Sédio — Merck, Darmstedt, Alemanha), por 4 semanas, apos a
fixagao.

Todos os blocos parafinados foram seccionados (5um) em Micrétomo Leica
(Laboratério de Histologia, FOB/USP), os cortes colocados sobre laminas de vidro ou
silanizadas Super-Frost Plus® (Erviegas, Sao Paulo, Brasil) e utilizados para a andlise

histoldgica e imunohistoquimica, respectivamente.

m =

A B c

Figura 3.1: Coleta dos embribes de camundongo. (A) Tricotomia da regido ventral da fémea
gestante para a coleta dos embribes; (B) Incisdo ventral e rebatimento da pele (setas) para
exposicdo dos cornos uterinos; (C) Remocdo dos cornos uterinos para a remo¢do dos embriées

(seta).
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3.2.2 - Tecidos Congelados

Apoés a disseccao dos tecidos, eles foram embebidos imediatamente em Tissue-
Tek® O.C.T. - Coumpound (4583 - Sakura), congelados em isopentano (Merck,
Darmstedt, Alemanha) resfriado em nitrogénio liquido, e armazenados em biofreezer a —
80°C. Todas os blocos congelados foram seccionados (10 um) em Criostato Leica (CeCIL
- Centre Commun d’Immagerie, Faculté de Médicine Laennec, Université Claude Bernard
— Lyon 1), colocados sobre laminas silanizadas RNAse free e armazenadas em biofreezer

a-80°C.

3.3 - Histoquimica
Seccbes semi-seriadas de todos os tecidos analisados foram coradas em

Tricdmico de Masson (Martoja e Martoja-Pierson, 1970).

3.4 - Imunohistoquimica

3.4.1 - Padronizacdo dos Anticorpos

Os anticorpos primarios foram testados em diferentes concentracdes e as
imunomarcagoes foram classificadas de ausente a muito forte (escores de 0 a 4, analise

subjetiva), resumida no Quadro 3.1.

Quadro 3.1: Padronizag@o da concentragdo dos anticorpos primarios.

Anticorpo Concentracao
1:25 1:50 1:100 1:200 1:500 1:1000
MMP-2 - 4 4 3 2 2
MMP-9 - 4 3 2 2 1
RECK - 4 3 2 2 1
TIMP-1 3 2 2 - - -
TIMP-2 - - 5 4 3 2

Escore: 1: ausente; 2: fraco; 3: moderado; 4: forte; 5: muito forte e indistinguivel do background.
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MMPs

Bidpsias de cancer de mama humana (fornecidas pelo Servico de Patologia do
Hospital de Base — Bauru, SP, Brasil) foram utilizadas como controle positivo para as
MMPs -2 e -9. As enzimas foram localizadas nas células do epitélio neoplasico e
fibroblastos do tecido conjuntivo (Figura 3.2), conforme descrito por Monteagudo e

colaboradores (1990).

RECK

Embriées de camundongo (E16) foram usados como controle positivo para RECK.
Algumas imunomarcagdes encontradas correspondem as descritas na literatura, como em
células musculares (Echizenya et al., 2005), células endoteliais e tecidos mesenquimais
em geral durante o desenvolvimento (Oh et al., 2001). Identificamos outros tipos celulares
imunopositivos para RECK, principalmente aqueles envolvidos na condrogénese e epitélio

pavimentoso estratificado (Figura 3.3).

TIMPs

Orgaos de camundongos adultos foram utilizados como controle positivo para a
TIMP-1 (rim) e TIMP-2 (figado). Como relatado na literatura, a TIMP-1 foi localizada nos
glomérulos renais e a TIMP-2 nos hepatdcitos (Figura 3.4), segundo Uchio-Yamada e
colaboradores (2005) e Roeb e colaboradores (1995), respectivamente.

Nés testamos dois tipos diferentes de controle negativo: (I) substituicao do
anticorpo primario pela solugdo de PBS/BSA a 0,1%; e (Il) substituicdo do anticorpo
primario pelo soro normal ndo-imunizado do animal no qual o anticorpo foi produzido

(Quadro 3.2). Em ambos os casos, nenhuma marcagado inespecifica foi detectada.
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\15N

A

L

B

C

Figura 3.2: Cancer de mama humano. Imunolocalizacdo da MMP-2 (A) e MMP-9 (B) nas células

do tecido epitelial glandular, bem como em alguns fibroblastos. (C) Controle negativo. Aumento de

40x. EN: epitélio neoplasico, F: fibroblastos.

A

CH

C

D

Figura 3.3: Embrides de camundongo (E16). (A) Imunolocalizagdo de RECK no epitélio

pavimentoso estratificado, (B) no tecido muscular e (C) nos condrécitos das vértebras. (D) Controle

negativo da coluna vertebral. Aumento 10x (A, C-D) e 40x (B). CH: condrdcitos hipertrdficos.

GR

el

A

B

c

D

Figura 3.4: Orgdos de camundongo adulto. (A) Imunolocalizacdo de TIMP-1 nos glomérulos renais
e (C) TIMP-2 nos hepatdcitos. (B e D) Controles negativos. Aumento 40x (A-B) e 100x (C - D). GR:

glomérulos renais e H: hepatdcitos.
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Todos os anticorpos primarios utilizados foram fabricados a partir do peptideo que
codifica a regiao C-terminal da proteina (exceto as TIMPs) e purificados por imuno-
afinidade. Anti-RECK reconhece o dominio GPI originario da seqiiéncia de camundongo e
as anti-MMPs utilizadas reconhecem o dominio hemopexina da MMP-2 (originaria da
seqUéncia humana que é idéntica a de camundongo) e da MMP-9 (seqiéncia de
camundongo). A anti-TIMP-1 foi produzida a partir da proteina recombinante de
camundongo (rmTIMP-1) e a anti-TIMP-2 da proteina humana, mas reconhece a TIMP-2

em diversas espécies (humano, rato, camundongo, coelho, porquinho-da-india e vaca).

Quadro 3.2: Soros normais ndo-imunizados utilizados como controle negativo.

Anticorpo Primario Animal Soro Empresa Cadigo Concentracdao
Hospedeiro Normal

MMP-2 (Policlonal Goat anti-human) Goat Goat Santa Cruz Sc-2028 1:100 (1,0 pg/mL)
Biot. Inc.

MMP-9 (Policlonal Goat anti-mouse) Goat Goat Santa Cruz Sc-2028 1:50 (2,0 pg/mL)
Biot. Inc.

RECK (Policlonal Goat anti-mouse) Goat Goat Santa Cruz Sc-2028 1:50 (2,0 pg/mL)
Biot. Inc.

TIMP-1 (Policlonal Goat anti-mouse) Goat Goat Santa Cruz Sc-2028 1:50 (2,0 pug/mL)
Biot. Inc.

TIMP-2 (Policlonal Rabbit anti- Rabbit Rabbit Santa Cruz Sc-2027 1:50 (2,0 pug/mL)
human) Biot. Inc.

3.4.2 - Imuno-Marcacoes para as MMPs e RECK (Tecidos Embrionarios)

As secgbes foram desparafinadas em xilol, reidratadas em solugbes de
concentracdes decrescentes de alcool etilico (100, 95 e 70%) e o bloqueio de cargas com
solucdo aquosa de Borax a 1% por 15 min. A peroxidase endégena foi bloqueada por
incubagdo em solugdo de peroxido de hidrogénio a 3% em PBS (Merck, Darmstedt,
Alemanha), por 45 min, recuperagao antigénica por calor em tampao citrato-fosfato, pH
6,0 a 93-96°C (P4809, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e bloqueio das ligagbes
inespecificas com solugéao de leite desnatado a 4% por 20 min. Incubacdo em anticorpo

primario overnight a 4°C e em anticorpo secundario (Quadro 3.3) por 1Th em temperatura
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ambiente, Complexo  Streptoavidina-Biotina/HRP  duet, mouse/rabbit  (K0492,
DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), por 45 min, revelagdo com cromogeno 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) (K3466, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) e contra-

coloracdo com Hematoxilina de Harris.

3.4.3 - Imuno-Marcacoes para as MMPs e RECK (Tecidos Adultos)

Utilizou-se 0 mesmo protocolo descrito no item 3.4.2, porém a recuperagao
antigénica foi realizada por digestdo enzimatica com tripsina a 0,25% por 10 min em
temperatura ambiente e o bloqueio de ligacdes inespecificas com solucdo de PBS/BSA a

1% por 1h.

3.4.4 - Imuno-Marcacoes para TIMPs (Tecidos Embrionarios)

As seccdes foram desparafinadas em tolueno, reidratadas em solugcbes de
concentracdes decrescentes de alcool etilico (100% e 70%) e o bloqueio de cargas com
solucdo aquosa de Borax a 1% por 15 min. A peroxidase enddégena foi bloqueada por
incubacdo em solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% em PBS (Merck, Darmstedt,
Alemanha), por 45 min, recuperagdo antigénica por calor em tampéao citrato-fosfato, pH
6,0 a 93-96°C (P4809, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e bloqueio das ligacoes
inespecificas com solugdo de soro normal bloqueador (Vectastain® Elite ABC Kit, CA,
EUA - Quadro 3.4) em PBS/BSA a 0,1%, por 20 min. Incubagdo em anticorpo primario
overnight a 4°C e em anticorpo secundario (Vectastain® Elite ABC Kit) por 30 min em
temperatura ambiente, Complexo Streptoavidina-Biotina (Vectastain® Elite ABC Kit, CA,
EUA), por 30 min, revelagdo com cromédgeno DAB (D5905, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA)

e contra-coloracao com Hematoxilina de Harris.
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3.4.5 - Imuno-Marcacoes para TIMPs (Tecidos Adultos)

Utilizou-se 0 mesmo protocolo descrito no item 3.4.4, porém a recuperagao
antigénica foi realizada por digestdo enzimatica com tripsina a 0,25% por 10 min em
temperatura ambiente e o bloqueio de ligacdes inespecificas com solucdo de PBS/BSA a
1% por 1h.

Todas as lavagens foram efetuadas em solugédo de PBS/Triton X-100 a 0,1% (3

vezes por 5 min) e os anticorpos diluidos em PBS/BSA a 0,1%.

Quadro 3.3: Lista dos anticorpos utilizados em imunohistoquimica.

Anticorpo Especificacoes Codigo Empresa Especificidade Diluicdo
MMP-2 Policlonal Goat anti-human C-19, sc Santa Cruz C,ReH 1:200 (1,0 pg/mL)
6838 Biot. Inc.
MMP-9 Policlonal Goat anti-mouse M-17, sc Santa Cruz C,ReH 1:100 (2,0 pg/mL)
6841 Biot. Inc.
RECK Policlonal Goat anti-mouse S-18, sc Santa Cruz CeR 1:100 (2,0 pg/mL)
9689 Biot. Inc.
TIMP-1 Policlonal Goat anti-mouse AF980 R&D Systems C 1:25 (2,0 ug/mL)
Inc.
TIMP-2 Policlonal Rabbit anti-human  RB-1489 LabVision C,R,H, Co, V, 1:500 (2,0 pg/mL)
Corp. Pl
Secundario Policlonal Rabbit anti-goat 31732 Pierce Goat 1:20 (6,0 pg/mL)
Biotechnology
Secundario Policlonal Rabbit anti-goat PK-6105 Vector Goat 1:10 (15,0 pg/mL)
Laboratories
Secundario Policlonal Goat anti-rabbit PK-6101 Vector Rabbit 1:10 (15,0 pg/mL)
Laboratories

C= camundongo; R= rato; H= humano; Co= coelho; V= vaca; Pl= porquinho-da-india.

Quadro 3.4: Vectastain® Elite ABC Kit utilizados.

Kit Cadigo Soro Normal Bloquedor Anticorpo Secundario Anticorpo Primdrio
Goat lgG PK-6105 Rabbit Policlonal Rabbit Anti-Goat TIMP-1
Rabbit IgG PK-6101 Goat Policlonal Goat Anti-Rabbit TIMP-2

3.5 - Hibridizacao in situ

3.5.1 — Desenho das Sondas

Os primers foram desenhados utilizando o software Oligo 4, a partir da sequéncia
Fasta (MRNA) de camundongo (Mus musculus) (Pubmed) para RECK (NM 016678). As

sondas utilizadas como controle positivo ja haviam sido desenhadas: colageno tipo | (a1)
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(Andujar et al., 1991) e osteocalcina (Bleicher et al., 1999). Todos os primers tiveram suas
especificidades verificadas através do alinhamento com os mRNAs de diversas espécies
depositados no GenBank (Blast — Pubmed) e foram fabricados pela Invitrogen™ (Franga)

(Quadro 3.5).

Quadro 3.5: Seqiiéncia dos primers utilizados na geragao das sondas para hibridizagéo in situ.

Taman Posigao Especificidade Temperatura de Tamanho do
cDNA Primers (5" — 3’) ho do Hibridizacao (°C) Fragmento
Alvo Primer Amplificado (pb)

(pb)
RECK F TCT GCA GGG GAA GTT GGT TG 20 1648 (5') C,ReH 55,8 323
R ATG CAG GCA CTG GGG TAAGT 20 1951 (3')

C = camundongo; R = rato e H = humano.

3.5.2 - Geracao dos Templates

RNA total de cabecas de embrides de camundongos de 14,5 dias de vida intra-
uterina foi extraido, utilizando o Kit NucleoSpin® RNA Il (740955, Macherey-Nagel GmbH,
Dlren, Alemanha), para a geracao dos DNAs complementares para RECK, colageno tipo
| (a1) e osteocalcina. Os cDNAs foram amplificados a partir de 4,0 uL de RNA total,
contidos em 100 pL de solucéo final de 1,0 uL de dXTP (10 mM), 2,5 uL de DTT, 1,5 uL
de cada primer (15 pM) (Quadro 3.4), 10 pL de Tampao (5X) com MgCl,, 1,0 yL de
enzima, presentes no Kit Titan One Tube RT-PCR System (11855476001, Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha), e agua q.s.p.. A amplificacédo foi realizada em 30 ciclos e
a migracao dos produtos da PCR em gel de agarose a 2% com brometo de etidio (E1385,
Sigma-Aldrich, Missouri, USA) em tampéao TBE a 1%.

Os cDNAs foram purificados por purificagdo em gel (Figura 3.2). Inicialmente, 100
uL de produto da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% com

brometo de etidio, em seguida, as bandas fluorescentes correspondentes aos
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oligonucleotideos estudados foram recortadas e purificados do gel em tampéo TBE a
0,5% por 1h30min a 200V através de membranas permeaveis (BT2 Elutrap Membrane,
10404091, Schleicher & Schuell, Alemanha) e impermeaveis (BT1 Elutrap Glycerinized
Membrane, 10404090, Schleicher & Schuell, Alemanha).

O material purificado foi precipitado em tampao acetato 3 mM (volume
correspondente a 1/10 do volume recuperado) e alcool etilico absoluto a —20°C (volume
correspondente a 2x o volume do recuperado + o tampao acetato), overnight a —20°C.
Apds a precipitagdo, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm a 4°C por 25 min, o
sobrenadante, entdo, foi desprezado e 500 pL de alcool etilico 70% a —20°C foram
adicionados e uma nova centrifugacao foi efetuada por 20 min (Centrifuga 2K15 e rotor
n.12145, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o
pellet obtido foi recuperado em 15 uL de agua, ap6s a evaporagao total do alcool, e

armazenado a —80°C.

3.5.3 - Teste das Sondas

Cada cDNA amplificado foi visualizado apds a migracao em gel de agarose a 2%
em tampao TBE a 1%. O fragmento de RECK foi digerido por enzima de restricao
especifica (45 min a 37°C, Quadro 3.6) e os fragmentos obtidos foram comparados ao
marcador de pares de bases Standard pUC Mix Marker 8 (SM0301, MBI Fermentas)

(Figura 3.6).

P 1 2

Figura 3.6: Gel de agarose a 2% com o fragmento de cDNA amplificado de
(1) RECK (323 pb) por RT-PCR e (2) o fragmento digerido enzimaticamente
= (265 pb). P: marcador de pares de base pUC mix marker 8.
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Figura 3.5: Representacdo esquematica da técnica de purificacdo em gel (eletro-eluicdo) dos
oligonucleotideos. (A) Cuba de acrilico com quatro canaletas para a colocagcdo dos suportes
contendo os géis. (B) Detalhe do suporte onde duas membranas impermeaveis sdo colocadas nas
extremidades do suporte (I) e uma membrana permeadvel e colocada na local de contato com o
pedaco do gel de agarose contendo a sonda (ll). Apds a migragdo, a sonda estara concentrada
entre as duas membranas e podera ser recolhida para a precipitacdo. (C) Representacdo da cuba

fechada e conectada a fonte de energia.

Quadro 3.6: Enzima de restricao utilizada para a verificacdo da especificidade da sonda de RECK

para hibridizagéo in situ.

Primer Produto PCR (pb)  Enzima Empresa Tipo de Corte  Posicdo Fragmentos (pb)
RECK 323 Hin6l ER0481 - MBI GC (5> 3) 265 265
Fermentas CG (3 =5) 323 58

3.5.4 - Quantificacdo das Sondas

A quantificacdo das sondas foi realizada pela comparagdo da intensidade da
banda purificada por eletro-eluicdo ao padréao de pares de base Mass Ruler™ - DNA
Ladder, Low Ranger (SM0383 — MBI Fermentas). A primeira coluna indica o tamanho (pb)

e a segunda a concentragao do fragmento (ng/uL). Neste caso, obtive-se a banda similar
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as bandas 7 ou 8 do marcador (3 ou 4 ng/uL), porém, uma vez que o volume de sonda
utilizado foi 5x maior que o do padréo (5,0 pL), a concentracao foi estimada entre 15 e 20

ng/uL (Figura 3.7).

MR 1
Figura 3.7: Gel de agarose a 2% com (1) a sonda purificada de RECK
quantificada (323 pb). MR: padrdo de pares de base Mass Ruller.

400/4 —

300/3 —

3.5.5 - Marcacao das Sondas com Is6topo Radioativo

Cada sonda, sense (5') e anti-sense (3'), foi incorporada pelo is6topo radioativo **P
(Redivue *P-, **P- nucleotides, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg,
Alemanha) através de PCR assimétrica (Kit Tag DNA Polymerase, 1647679, Boehringer
Mannheim,). Em cada tubo preparado, nds utilizamos um volume final de 50 uL com 5,0
uL Tampéao (10X) do kit, 1,5 uL primer (15 uM), 1,0 yL dATP (1 mM), 1,0 uL dGTP (1
mM), 1,0 uL dTTP (1 mM), 8,5 puL dCTP (10 uM), 5,0 pL dCT*P (10 pCi/uL), 1,0 pL
enzima do kit (5 U/uL), agua g.s.p. e a sonda correspondente (25 ng/uL). A amplificagéo
foi realizada em 10 ciclos: (I) 94°C (1 min); (Il) 50°C (1 min); (lll) 72°C (1 min); (IV) 72°C
(10 min); (V) 4°C (15 min). A reacdo de PCR foi interrompida pela adigdo de 5,0 uL de

EDTAa 0,2 M.

3.5.6 — Verificacdo da Incorporacéo do Isétopo Radioativo

A quantificagao da atividade especifica das sondas incorporadas com o isétopo

radioativo foi realizada no Cintilador Beckman LS6500 (Multi-purpose scintillation counter).
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No6s preparamos 2 tubos diferentes para cada sonda, um para verificar a radioatividade
total e outro para a radioatividade incorporada.

Para a radioatividade total, diluiu-se 1,0 pL da sonda marcada 100X em agua (1),
em seguida, pegou-se 1,0 uL desta diluicao (2) e adicionou-se 5,0 mL de Ready Safe e foi
quantificada no Cintilador (Figura 3.8).

Para a radioatividade incorporada (atividade especifica - AE), precipitou-se 1,0 uL
da solugdo diluida (1) em 4,0 uL DNA dupla hélice (Deoxyribonucleic acid from herring
sperm — D7290, Sigma-Aldrich,USA), 200 pL agua e 400 pL de TCA a 10% (3) por 15 min
em gelo. Em seguida, esta solucao foi filtrada (4) (sistema de filtragem Millipore — Glass
Microanalysis Filter Holders, 10.025.00 - e membranas de 0,45 pM e 25 mm - MF™
Membrane Filters - mixed cellulose and esters - HAWP02500) e a membrana lavada com
1,0 mL de TCA a 5% (3 vezes). O filtrado foi descartado apropriadamente e a membrana
foi seca a temperatura ambiente (5). Finalmente, (6) a membrana foi imersa em 5,0 mL de
Ready Safe e quantificada em Cintilador (Figura 3.8). Ap6s a contagem, a AE foi
calculada pela seguinte equacao: AE = X cpm x 54 x 100, onde X é a quantidade de
radioatividade detectada pelo equipamento. Os valores de AE aceitaveis devem estar
entre 20 e 40 x 10° cpm.

As sondas utilizadas apresentaram atividade especifica (cpm) em torno de 10 x
10° (col 1), 12 x 10° (osteocalcina) e 14 x 10° (RECK).

3.5.7 — Precipitacido das Sondas Radioativas

O volume restante da sonda radioativa (54 uL de cada) foi adicionado de (1) 25 uL
(250 pg) de tRNA (10 mg/mL) (R5636, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e 160 uL de élcool
absoluto (-20°C) para a precipitacdo durante 2h a -20°C. Apds a precipitacédo, (2) as

sondas foram centrifugadas a 13.000 rpm a 4°C por 20 min. Em seguida, (3) o
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sobrenadante foi descartado delicadamente, adicionou-se 200 uL de alcool etilico a 70%
(-20°C) e uma nova centrifugagcado foi realizada por 20 min. Finalmente, (4) o
sobrenadante final foi descartado e a sonda precipitada (pellet) foi seca a temperatura

ambiente (Figura 3.9).

3.5.8 - Teste das Sondas Controles — Colageno tipo | (a1) e Osteocalcina

As sondas para o colageno tipo | (a1) e da osteocalcina foram utilizadas como
controle positivo da reacdo em germes dentarios de camundongo e rato. O resultado
encontrado para cada uma delas ja foi reportado na literatura (Andujar et al., 1991;
Bleicher et al., 1999). As sondas sense (5’) apresentaram nenhum ou baixo background e

sao o controle negativo da reagéo (Figura 3.10 e 3.11).

3.5.9 — Preparacdo das LAminas BRNAse Free

As laminas de vidro limpas foram embaladas em papel aluminio, esterilizadas a
seco em estufa a 180°C por 8h, resfriadas e finalmente silanizadas em solugéao de silano
(A3648, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) a 2% em acetona (2 min) e lavadas (3vezes) em
agua ultrapura (2 min cada). Apds a secagem, as laminas foram mantidas em laminarios

RNAse free.

3.5.10 - Pré-Tratamento das Laminas

As crioseccoes foram descongeladas a temperatura ambiente (2h
aproximadamente), reidratadas em PBS (2 vezes e 2 min cada) e fixadas em

paraformaldeido a 4% em PBS por 15 min. Em seguida, as laminas foram
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Figura 3.8: Representacao esquematica da verificagcdo da radioatividade total e incorporada pelas sondas para HIS. (1) Diluicdo da sonda
radioativa 100x em agua; (2) 1uL da sonda diluida + Ready Safe; (3) 1uL da sonda diluida + TCA a 10% + DNA dupla hélice; (4) Filtragdo da
sonda precipitada e lavagem em TCA a 5%, (5) Secagem da membrana com a sonda radioativa; (6) Imersdo da membrana em Ready Safe.

— — — —> —» | pré-Hibridizacéo Hibridizacao

Sonda
L Sonda
Radioativa Precipitada

Figura 3.9: Representacdo esquematica da precipitagdo das sondas radioativas para HIS. (1) Diluicdo da sonda radioativa em tRNA + alcool
100% e precipitagdo a -20 C; (2) Centrifugagédo, eliminagdo do sobrenadante e adicdo de alcool 70%; (3) Centrifugagéao, eliminagdo do
sobrenadante; (4) Evaporacdo completa do alcool e a sonda radioativa precipitada (concentrada).
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Figura 3.10: Hibridizag&o in situ para o colageno tipo | (a1). (A) Localizagdo do mRNA no osso
alveolar ao redor do germe dentario (molar). (B) Altos niveis de mRNA localizado na diafise do
fémur, perioésteo e ligamentos do joelho. Ambas as fotos sdo de embribes de camundongo
(E16). (C) Em ratos com 1 dia de vida (PN1), mRNA localizado no osso alveolar em torno do
germe dentdrio (molar) e em odontoblastos secretores. (D-F) Fotomicrografias em preto e
branco. D: diéfise, E: epifise, OA: 0sso alveolar e Od: odontoblastos.
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Figura 3.11: Hibridizag&o in situ para a osteocalcina. (A) Localizagdo do mRNA da osteocalcina
em odontoblastos secretores e no 0sso alveolar ao redor do germe dentario (molar). (B) Mesmo
padrdo de distribuicdo do mRNA em incisivos. Ambas as fotos sdo em embribes de
camundongo (E18). (C-D) Fotomicrografias em preto e branco. OA: osso alveolar e Od:

odontoblastos.
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desidratadas em solugdes de concentracbes crescentes de alcool etilico (50,

70, 95 e 100%) e secas a temperatura ambiente.

3.5.11 - Pré-Hibridizacdo

As laminas foram pré-hibridizadas em camara hamida a 37°C durante 2h em
forno de hibridizagcdo. O tampao de pré-hibridizagdo continha 1 mL de formamida
desionizada (50%) (F7508, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 20 uL NaPO, (pH 7,4 a
2M), 200 pL de tampéo SSC (2X) (S8015, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 50 uL de
EDTA (0,2M), 100 uL de solugdo de Denhart (50X) (D9905, Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA), 40 pL de DNA desnaturado (Sigma-Aldrich), 20 uL de DNA dupla hélice (DNA
from herring sperm, D7290, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 100 uL de tRNA (R5636,
Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e agua q.s.p. para 2mL de solugéo final. Foram
colocados cerca de 30 pL de tampéao de pré-hibridizacdo sobre cada lamina e estas
foram recobertas por laminulas especiais pada hibridizagcdo in situ (Hybri-Slips,
Z36590-4, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA).

Apoés a pré-hibridizagao, as 1aminas foram lavadas rapidamente em tampéao 2X
SSC, desidratadas em solugdes crescentes de alcool etilico (50, 70, 95 € 100%) e
secas a temperatura ambiente.

A formamida foi desionizada momentos antes da preparacdo do tampao de
pré-hibridizacao pela Mixed Bed Resin (M8032, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), no qual
€ composta por pequenas esferas azuis que mudam de cor (amarelo) quando o

composto foi desionizado, apds agitacao.

3.5.12 — Hibridizacéo

As laminas foram hidridizadas em camara humida a 37°C, overnight em forno
de hibridizagdo. O tampao de hibridizagao continha 1 mL de formamida desionizada
(50%), 20 pL NaPO, (pH 7,4 a 2M), 200 pL de tampéo SSC (2X), 50 pL de EDTA

(0,2M), 100 pL de solugédo de Denhart (50X), 40 uL de DNA desnaturado, 500 pL de
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solucao de dextran sulfato a 10% (D7037, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), substituindo
o tRNA, e agua qg.s.p. para 2mL de solugédo final. Para 500 uL de tampéo de
hibridizagédo adicionou a sonda precipitada e 2,5 uL de DNA dupla hélice (desnaturado
por 10 min em banho-maria). Foram colocados cerca de 30 uL de tampao de
hibridizagdo sobre cada lamina e estas cobertas por laminulas, como descrito no item

3.5.10. A desionizacdo da formamida também esta descrito no item 3.5.10.

3.5.13 — Lavagens e Desibridizacao

Apds a hibridizagao, as 1aminas foram lavadas com solugdes de concentragdes
decrecentes de sais (salting-out) para a remogao das sondas que nao se hibridizaram.
Inicialmente, as laminulas foram retiradas pela adi¢cdo da solugdo de formamida (50%)
e 2X SSC sobre cada lamina para que as laminulas flutuassem e nao fragmentassem
o tecido. Em seguida, elas foram lavadas 1 vez em solugéo de formamida (50%) e 2X
SSC, 1 vez em solucdo de formamida (50%) e 1X SSC, 1 vez em 1X SSC e,
finalmente, 2 vezes em 0,5X SSC. Cada lavagem foi realizada a 37°C e sob agitacao
em banho termostatizado. As laminas foram desidratadas em solucdes crescentes de
alcool etilico (50, 70, 95 e 100%) e secas a temperatura ambiente.

Todas as solucbes utilizadas nas lavagens foram descartadas em recipientes

apropriados para residuos radioativos.

4.5.14 — Auto-radiografia

A emulsdo (Hypercoat ™ LM-1, RPN40, Amersham Biosciences, Suécia) foi
trazida a temperatura ambiente por 15 min e aquecida em banho termostatizado a
43°C por 15 min. Em seguida, a emulsao liquida foi homogeneizada e transferida para
o recipiente de dipping localizado dentro do banho termostatizado ja pré-aquecido
(43°C). Cada lamina foi imersa por 5 seg na emulsdo, em seguida, as bordas foram
secas com o auxilio de lencos de papel (Kim Wipe) e, finalmente, as laminas foram

colocadas 45° em relagao ao suporte e permaneceram por 1h. Cada conjunto de
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laminas (distribuidos conforme o tempo de exposicdo) foi distribuido dentro de
laminarios contendo silica gel, vedados com fita adesiva e colocados dentro de caixas
escuras que permaneceram em camara fria a 4°C até a revelagao.

Todo o dipping foi realizado em camara escura e com o auxilio de luz vermelha

(Kodak Wratten, n. 2).

3.5.15 — Revelacéo

Apoés a auto-radiografia, as laminas sense e anti-sense foram expostas por 4
dias (col | e osteocalcina) e 10 dias (RECK). Apds estes periodos, a coloracao de
fundo inespecifica (background) aumentava significativamente.

Apéds a exposicado, os laminarios foram trazidos a temperatura ambiente por 15
min antes da sua abertura. Em seguida, as laminas foram imersas na solugao de
revelacao (Revelador Kodak D19) por 4 min, mergulhadas rapidamente em solucao de
acido acético (0,5 mL acido/200 mL agua), fixadas (Fixador Hypam, lliford — 1:4) por 4
min, lavadas com agua deionizada (3 vezes, 1min e 30seg cada), e, finalmente, as
laminas foram secas a temperatura ambiente.

Toda a revelagdo foi realizada em camara escura e com 0 auxilio de luz

vermelha (Kodak Wratten, n. 2).

3.5.16 — Contra-Coloracao

As laminas foram contra-coradas com Hemalun de Masson por 1 min, lavadas
rapidamente em agua, secas a temperatura ambiente e fechadas com laminulas de
vidro e resina.

Toda a vidraria utilizada durante toda a hibridizacdo foram lavadas
cuidadosamente, enxaguadas com agua ultrapura, embaladas em papel aluminio e
esterilizadas a seco em estufa a 180°C por 8h. Todos os reagentes utilizados também

foram preparados com agua ultrapura ou ja eram RNAse free. Todas as reacdes foram
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realizadas em laboratério autorizado e equipado para a utilizagdo e armazenamento

de compostos radioativos (Laboratério Prof. Magloire).

79



Resultados e Discussao



Resultados e Discusséao

4 — Resultados e Discussao

4.1 — Formagéao do Incisivo do Rato Adulto

O estudo das proteinases envolvidas na formacao do esmalte dentario sugere que
as MMPs (MMP-20) podem ser mais importantes nos estagios iniciais da amelogénese,
enquanto que as serino proteases seriam mais importantes nas fases finais deste
processo (calicreina 4) (Overall e Limeback, 1988; Fukae et al., 1996; Tanabe et al., 1996;
Robinson et al., 1998). Muitas MMPs tém sido observadas nos tecidos formadores do
germe dentario em diversas espécies, mas, recentemente, a MMP-3 (Hall et al., 1999),
MMP-2, MMP-9 (Goldberg et al., 2002, 2003), e MMP-20 (Bourd-Boittin et al., 2004) foram
imuno-localizadas em incisivos de ratos. A detec¢cdo destas enzimas pode ser afetada
dependendo do método de processamento do tecido (isto é, matriz do esmalte
mineralizada ou desmineralizada), o tipo de dente estudado (molar ou incisivo), o tipo de
anticorpo empregado e a espécie do modelo animal utilizado. As proteinases do esmalte
estdo presentes em pequenas quantidades e € muito dificil obter prepara¢gdes puras do
esmalte mineralizado. Esta é a primeira razdo pela qual a pesquisa destas proteinases é
dificil. Neste trabalho, nés utilizamos incisivos de ratos desmineralizados por EDTA para
termos acesso a estas proteinases por imunohistoquimica. O EDTA é um conhecido
quelante de cétions divalentes e pode inibir a atividade -catalitica das MMPs,
principalmente, em ensaios de zimografia in situ (revisado por Bartlett e Simmer, 1999).
Entretanto, ndo h& indicios de que esse processo possa alterar a conformagéo
tridimensional das proteinas estudadas, principalmente, porque o tecido foi fixado antes
deste processo.

Os resultados encontrados por imunohistoquimica durante a formacéo do incisivo

de rato estdo resumidos no Quadro 4.1. Os controles negativos dos anticorpos utilizados
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estdo representados na Figura 4.4B, na qual ndo foram detectadas reacdes inespecificas

dos anticorpos com o tecido em estudo.

Ameloblastos

A Fase Pré-secretora antecede a deposicdo da matriz do esmalte e onde
encontramos pré-ameloblastos e pré-odontoblastos em diferenciagdo (Figura 4.4A). Os
odontoblastos se diferenciam antes dos ameloblastos e comegam a secretam a matriz
dentinaria e a lamina basal comeca a ser degradada. Durante este estadgio nés nao
localizamos células imunopositivas para as MMPs, RECK ou TIMPs (Figura 4.4A). em
oposi¢ao ao relato de que as MMP-3 (Hall et al., 1999), MMP-2, MMP-9 (Sahlberg et al.,
1992; Heikinheimo e Salo, 1995) e MMP-20 (Bourd-Boittin et al., 2004) sdo expressas por
estas células. As gelatinases tém sido relatadas como sendo importantes na degradacao
da jungcdo amelo-dentinéria (JAD) durante a odontogénese em camundongos (Sahlberg et
al., 1992) e em incisivos de ratos adultos (Goldberg et al., 2002). As TIMPs foram
localizadas, por microscopia eletrbnica de transmisséo, proximas a JAD em incisivos de
ratos (Goldberg et al., 2003), mas nenhuma imuno-marcacdo por imunoperoxidase foi
reportada.

Na Fase de Secrecdo, as MMPs foram imuno-localizadas na regido infranuclear
dos ameloblastos secretores, sendo que a MMP-2 foi menos intensa que a MMP-9 (Figura
4.1 A e B). As formas inativa e ativa das MMP-2 e MMP-9 ja haviam sido detectadas
neste mesmo local por Goldberg e colaboradores (2003) e estes sugerem que estas
enzimas podem nao estar distribuidas exclusivamente ao longo da via de secre¢ao usual.
A forte associacdo destas MMPs com proteinas do citoesqueleto, observadas por
microscopia eletrénica de transmissao (Goldberg et al., 2003), pode indicar um possivel

mecanismo de secrecao para a superficie celular onde estas enzimas podem ser ativadas
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(Nagase, 1997; Nagase e Woessner, 1999), jA que o0s receptores para estas proteases
(Maquoi et al., 2000; Hernandez-Barrantes et al., 2000), bem como o receptor de
membrana que medeia a sua internalizacdo, a proteina relacionada ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDL-RP - low density lipoprotein receptor-related protein)
ja foram detectados na membrana plasmética (Maquoi et al., 2000; Jiang et al., 2001;
Hahn-Dantona et al., 2001; Yang et al., 2001). E possivel que as gelatinases encontradas
no citoplasma representem as suas formas ativas ou internalizadas para a degradacéo de
organelas citoplasmaticas, ja que os ameloblastos sofrem mudancas celulares para se
diferenciarem em ameloblastos pds-secretores (Reith, 1970). Ainda, a MMP-2 ativa foi
detectada no nudcleo e no citoplasma de miécitos cardiacos (Kwan et al., 2004).
Curiosamente, RECK foi também imuno-localizado na regido infranuclear dos
ameloblastos de secrecédo e difuso no citoplasma destas células (Figura 4.1C), entretanto
ndo existem explicagbes para isto até o momento. RECK é uma glicoproteina extracelular
ancorada a superficie celular através do dominio GPI. Como RECK pode se ligar as
MMP-2 e MMP-9 (Takahashi et al., 1998; Oh et al., 2001; Rhee e Coussens, 2002), nés
supomos que um complexo MMP/RECK pode ter sido estabelecido e internalizado na
regido infranuclear dos ameloblastos. RECK inibe a secrecdo da pr6-MMP-9 e a atividade
catalitica da sua forma ativa. RECK inibe também a atividade enzimatica das MMPs -2 e -
14 (MT1-MMP) e atua na inibicdo da pro-forma da MMP-2 antes da sua primeira etapa de
ativacao (conversao da pro-MMP-2 em MMP-2 intermediaria). Embora o exato mecanismo
molecular envolvendo a regulagédo da secrecdo e/ou da atividade enzimatica por RECK
ndo tenha sido totalmente explicado, interagcbes diretas proteina-proteina sao
necessarias, mas a estequiometria destas interacfes é desconhecida (revisado por Rhee

e Coussens, 2002).
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NOs ndo detectamos as TIMPs nesta fase, entretanto ha relatos de imuno-
localizacdo nos ameloblastos em incisivos de rato, por microscopia eletrbnica de
transmissdo (Goldberg et al., 2003), e da formacdo do complexo MMP-20/TIMP-2
detectada por western blot (Bourd-Boittin et al., 2004).

Durante a Fase de Transicdo e Maturagdo, as MMPs foram menos
imunolocalizadas em menor quantidade e se restringiram a uma fraca marcacao proxima
a membrana plasmética e, em alguns casos, ainda presente na regido infranuclear (Figura
41D eEe4.1G e H). Entretanto a imuno-marcagéo para RECK foi aumentando tanto ao
nivel da membrana quanto do citoplasma, sendo maxima, na fase final de maturacéo
(Figura 4.10 F e I). Curiosamente, as TIMPs comecaram a ser imuno-localizadas na fase
de maturacgdo inicial e com sua intensidade maxima no final deste processo (Figura 4.2 A
e B). Desta forma, parece que RECK e as TIMPs estdo mais presentes nos estagios finais
da amelogénese para regular a possivel atuacdo das MMPs.

No presente trabalho, a MMP-2 e nem a MMP-9 foram detectadas na matriz do
esmalte, em contradicdo ao recente estudo por zimografia in situ reportado por Sakuraba
e colaboradores (2006). Porém estes pesquisadores utilizaram incisivos de rato
mineralizados, enquanto que nds utilizamos amostras de incisivo desmineralizado e,

portanto, promoveu a remog¢ado completa do esmalte dentario.

Células Imunocompetentes Nao-Epiteliais

Nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que as MMP-2, MMP-9 e
RECK sdo diferencialmente expressas no Orgdo do esmalte pelas células
imunocompetentes n&do-epiteliais. E bem conhecido que durante a amelogénese existem
macrofagos e/ou células semelhantes a macréfagos (Jessen e Moe, 1972; Josephesen e

Fejerskov, 1977; Kallenbach, 1970, 1978; Nishikawa e Josephsen, 1987; Nishikawa e
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Sasaki, 1996), e/ou células dendriticas as quais estdo presentes em todas as fases da
formacdo do esmalte (Takano et al., 1996; Nishikawa e Sasaki, 1999, 2000; Nishikawa,
2005).

Sabemos que muitas MMPs sdo expressas por macrofagos, tais como
colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, MMPs tipo de membrana e outras
(revisado por Webster e Crowe, 2006). Camundongos knockout para MMP-9
apresentaram retardamento da infiltracdo macrofagica (Luttun et al., 2004) e muitos
estudos recentes tém mostrado que as gelatinases sdo expressas por células dendriticas
derivadas de mondcitos sanguineos maduros e imaturos (Kouwenhoven et al., 2002),
participam na migragdo trans-epitelial (Ichiyasu et al., 2004), e por células dendriticas
dermais e de Langerhans (Noirey et al., 2002; Ratzinger et al., 2002). Além disso, Staquet
e co-autores (2004) demonstraram que inibidores de MMPs inibem a migracéo de células
dendriticas epidermais ativadas in vitro. A remodelacdo da MEC ndo somente remove 0s
componentes da MEC, mas também prove um microambiente pré-migratério (Koshikawa
et al., 2000; Galvez et al., 2002) e as MMPs participam em tal processo bem como na
migracao celular (Shapiro, 1998).

Interessantemente, em nosso trabalho, a intensidade de células tipo-macréfagos
e/ou tipo-dendriticas imuno-positivas para as MMP-2 e MMP-9 foi mais alta durante a fase
de transicdo (Figura 4.1 D e E) e foi decrescendo gradualmente através da fase de
maturacao (Figura 4.1 G e H e Figura 4.1 J e K). Desta forma, estas células podem estar
engajadas na digestao de varias particulas devido a sua intrinseca atividade fagocitaria e
sua localizagdo (Nishikawa e Josephsen, 1987; Nishikawa e Sasaki, 1996, 1999). Estas
particulas incluem ameloblastos degenerados e debris celulares na fase de transicdo ou
de proteinas do esmalte - fragmentos de amelogeninas, emeloblastinas

(amelina/sheatilina), enamelinas e tuftelinas (Nishikawa e Josephsen, 1987), jA que a

84



Resultados e Discusséao

degradacédo destas proteinas e a apoptose dos ameloblastos é iniciada ao mesmo tempo
(Smith e Warshawsky, 1977). Compostos derivados das proteinas do esmalte foram
também observados nos espacos intercelulares dos ameloblastos e na camada papilar
(Yamamoto et al., 1994; Nanci et al., 1987, 1992). Isto ocorre devido a caracteristica de
células de reabsorcdo adquirida pelos ameloblastos, ou seja, eles podem transportar
moléculas do esmalte para a camada papilar (Reith e Cotty, 1967). Além disso, células
dendriticas fagocitam corpos apoptéticos e endocitam compostos positivos para
amelogenina (Nishikawa e Sasaki, 1996, 1999). Serino proteases e MMPs atuam no
processamento e degradacdo de proteinas do esmalte (Bartlett et al., 1996; Robinson et
al., 1998; Tanabe et al., 1992; Simmer et al., 1998) e a MMP-2 recombinante degrada a
amelogenina recombinante (Caron et al., 2001). Anteriormente, esta propriedade de clivar
a amelogenina e outras proteinas do esmalte era somente atribuida a MMP-20 (revisado
por Zeichner-David, 2001).

Entdo, nossos resultados sugerem que as células nao-epiteliais
imunocompetentes do 6rgdo do esmalte podem expressar as MMP-2 e MMP-9 para
invadir a camada papilar, clivar as proteinas do esmalte e “limpar” os debris celulares
originarios de ameloblastos apoptéticos durante a fase de transi¢cdo. A expressédo dessas
MMPs é menos evidente durante a fase de maturagcdo onde a reabsorcao destas
proteinas ja foi finalizada e corpos apoptéticos ndo sao mais observados.

Ao mesmo tempo, RECK foi menos expresso na fase de transicdo do que na fase
de maturacdo pelas células imunocompetentes nao-epiteliais, contrastando com a
distribuicdo das MMPs. Como RECK atua como um regulador das MMPs in vivo e é
requerido para o desenvolvimento embrionario (Oh et al., 2001), a inversa distribuicdo
temporal das MMP-2, MMP-9 e RECK pode ser atribuida & remodelagcdo da MEC no

6rgao do esmalte.
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Odontoblastos

SecgBes mineralizadas foram analisadas por microscopia eletronica de
transmissao para a MMP-9 e alguns complexos anticorpo-ouro coloidal foram encontrados
associados ao reticulo endoplasmético rugoso e ao complexo de Golgi em odontoblastos
de ratos e estas células foram também fracamente observadas por imunoperoxidase
(Goldberg et al., 2003). Nossos achados referentes a MMP-9 estdo de acordo com o0s
dados reportados pelos autores acima, mas, curiosamente, RECK foi encontrado também
nos mesmos compartimentos celulares (Figura 4.4 A e B). Similarmente, as MMPs -3 (Hall
et al., 1999) e -20 (Bourd-Boittin et al., 2004) foram localizadas em regides intracelulares
ndo ligadas a via classica de secre¢cdo em odontoblastos de ratos. Estas moléculas
podem estar sendo exportadas para a MEC ou dela internalizadas porque elas foram
encontradas apos o inicio da mineralizacdo da dentina. O papel desempenhado pela
MMP-9 e Reck, principalmente, em odontoblastos precisa ser ainda esclarecido.

Recentemente, atividades colagenolitica e gelatinolitica tém sido detectadas em
incisivos de ratos por zimografia in situ (Sakuraba et al.,, 2006). Muitos trabalhos ja
descreveram a expressao da MMP-2 em odontoblastos em vérias espécies, tais como em
porco (Caron et al.,, 2001), boi (Satoyoshi et al., 2001), camundongo (Sahlberg et al.,
1992, 1999), rato (Goldberg et al., 2003) e humano (Heikinheimo e Salo, 1995) e em
fragbes mineralizadas de dentina humana (Martin-De Las Heras et al., 2000). Entretanto,
nds ndo a detectamos nestas células e nem na dentina.

Nés ndo detectamos as TIMPs nos odontoblastos e nem na pré-dentina ou
dentina. Por microscopia eletrénica de transmissédo, elas foram localizadas nos

odontoblastos e dentina (Goldberg et al., 2003).
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Figura 4.1: Imunolocalizacdo das MMPs e RECK durante a amelogénese em incisivos de rato. Os

ameloblastos secretores foram imuno-marcados pela (A) MMP-2, (B) MMP-9 e (C) RECK, na
regido infranuclear (setas). Células do epitélio externo foram imuno-coradas pelas MMPs (setas) e
RECK foi imuno-corado nas células do reticulo estrelado (setas). Os ameloblastos pés-secretores
(ameloblastos de transi¢cdo) foram imuno-marcados pela (D) MMP-2, (E) MMP-9 e (F) RECK na
regido distal (membrana) (setas) e a MMP-9 na regido infranuclear (asteriscos). Na fase inicial de
maturacdo, as MMPs foram observadas na regido distal dos ameloblastos poés-secretores
(ameloblastos de maturagdo) (G-H) (setas), mas esta ausente no final desta fase. Ao mesmo
tempo, as células da camada papilar imuno-positivas foram mais coradas no inicio do que no final
da fase de maturagéo (J-K). Ainda nesta fase, a expressédo de RECK foi aumentando do inicio para
o final em todas as camadas celulares (I-L). RECK foi detectado difuso no citoplasma de todos os
ameloblastos pos-secretores (asteriscos). AM: ameloblasto de maturacdo, AS: ameloblasto
secretor, AT: ameloblasto de transicdo, EE: epitélio externo, El: estrato intermediario, RE: reticulo

estrelado, TC: tecido conjuntivo, VS: vaso sanguineo. Barra:16pum.
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AM AM

A B

Figura 4.2: Imunolocalizagdo das TIMPs -1 e -2 durante a amelogénese em incisivos de rato.
Ambas foram localizadas no mesmo tipo celular e na mesma fase de formagédo do esmalte: nos
ameloblastos pos-secretores (ameloblastos de maturagéo) na fase de maturacao inicial (1) e final
(2). (A) TIMP-1 e (B) TIMP-2. AM: ameloblasto de maturacdo. Aumento: 40x.

Figura 4.3: Imunolocalizacdo da MMP-9 e
RECK em odontoblastos durante a
amelogénese em incisivos de rato. Ambas

foram localizadas, provavelmente, no

A
mesmo compartimento celular, Complexo
de Golgi e/lou a rede do reticulo
endoplasmético rugoso. (A) MMP-9 e (B)
RECK. Aumento: 40x.

B
EE RE El AS E DM pD O P

pOd/JAD
pA
A B

Figura 4.4: Fotomicrografias da fase pré-secretora e secretora da amelogénese em incisivos de
rato. (A) Nao houve imuno-marcacéo para as MMPs, TIMPs ou RECK durante a primeira fase. (B)
Controle negativo dos anticorpos utilizados. AS: ameloblasto secretor, DM: dentina do manto, E:
matriz do esmalte, EE: epitélio externo, El: estrato intermediario, JAD: juncdo amelo-dentinaria, O:
odontoblasto, P: polpa, pA: pré-ameloblasto, pD: pré-dentina, pOd: pré-odontoblasto e RE: reticulo
estrelado. Aumento: 20x (A) e 10x (B).
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Quadro 4.1: Resumo dos resultados encontrados em imunohistoquimica durante a formacao do incisivo de rato.

Fases MMP-2 MMP-9 RECK TIMP-1 TIMP-2
Pré-Secretora  Jungdo Amelo-Dentinéaria (DEJ) - - - B R
Pré-ameloblasto - - - - -
Estrato Intermediario - - - - R
Reticulo Estrelado - - - - -
Epitélio Externo - - - - R
Secretora Matriz do Esmalte - - B B R
Ameloblasto Secretor Processo de Tomes - - - - -
Citoplasma Supranuclear - - + - -
Infranuclear ++ +++ ++ - -
Estrato Intermediario - - - - R
Reticulo Estrelado - - + , -
Epitélio Externo + + - - -
Transicéo Ameloblasto p6s-secretor Membrana + + + - -
Citoplasma Supranuclear - - + - -
Infranuclear - + - - -
Camada Papilar +4++ ++4+ + - -
Maturacéo Inicial Ameloblasto po6s-secretor Membrana - - + - -
Citoplasma Supranuclear - - - +++ +++
Infranuclear - - - +++ +++
Camada Papilar +++ ++ - -
Final Ameloblasto po6s-secretor Membrana - - + - -
Citoplasma Supranuclear - - + +++ +4++
Infranuclear - - - +++ +++
Camada Papilar ++ + +4+ - -

Legenda: Ausente (-), fraco (+), moderado (++) e intenso (+++).
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4.2 — Desenvolvimento Cranio-Facial

4.2.1 — Odontogénese

O estudo das MMPs no desenvolvimento dos tecidos dentarios nos revelou
importantes informagBes nesta Ultima década, em particular o fato destas enzimas
estarem presentes e distribuidas de maneira especifica, de forma similar ao que ocorre a
seus inibidores (TIMPs) (revisado por Hannas et al., 2007). Este trabalho apresenta, pela
primeira vez, a distribuicdo temporal e espacial de RECK durante a odontogénese. Esta
proteina é diferencialmente expressa neste processo e presente nas ceélulas epiteliais e
mesenquimais odontogénicas. O resumo dos resultados encontrados por

imunohistoquimica esta apresentado no Quadro 4.2.

Fase de Broto (E13-14)

A regido onde os dentes se formardo é composta pelo epitélio oral, que reveste a
cavidade bucal primitiva, e por um tecido subjacente, o ectomesénquima (originario das
células da crista neural). O epitélio oral origina todas as células epiteliais do germe
dentario e o ecto-mesénquima origina as demais células dos tecidos dentais e
periodontais. A formacdo do germe dentario inicia-se pela proliferagdo localizada de
células do epitélio oral que penetram no ecto-mesénquima. Essa estrutura é o botédo
epitelial ou lamina dentaria. A presenca desses brotos epiteliais caracteriza o estagio de
broto, onde as células envolvidas apresentam pouca alteracdo na morfologia ou funcéo e
estdo espacialmente muito proximas.

A remodelagdo da MEC nao somente remove os componentes da MEC, mas
também prove um microambiente pré-migratério (Koshikawa et al., 2000; Galvez et al.,
2002) com a ajuda das MMPs que também colaboram na migragcéo celular (Shapiro,

1998). Nesta fase, os transcritos e seus produtos para MMP-2 (Sahlberg et al., 1999;
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Yoshiba et al., 2003), MMP-9 (Sahlberg et al., 1999; Yoshiba et al., 2003) e MT1-MMP
(Yoshiba et al., 2003) estdo presentes e atuam na clivagem de componentes da MEC
importantes para a migracao das células epiteliais, tais como laminina-5 (Giannelli et al.,
1997; Koshikawa et al., 2000) e CD44 (Yu e Stemenkovic, 1999). As TIMPs -1, -2 e -3
também estdo presentes e participam na regulacdo da atividade das MMPs neste
processo (Yoshiba et al., 2003). O mRNA de RECK parece estar localizado (Figura 4.6) e
sua proteina (Figura 4.5B) nos mesmos tipos celulares onde as MMP-2, MMP-9, MT1-
MMP, TIMP-1 e TIMP-2 foram localizadas e, potencialmente, esta proteina também
participe do controle da proliferacdo e invasédo do epitélio oral, ja que é conhecida por
inibir a atividade enzimatica das gelatinases e a MT1-MMP (Takahashi et al., 1998; Oh et

al., 2001).

Fase de Capuz (E15)

O controle da morfologia das cuspides dentarias, envolvendo ndo somente a sua
forma, mas também o seu correto local e € um processo importante no desenvolvimento
dentario. Existem muitas evidéncias de que este processo € controlado pelo né-do-
esmalte (Pispa et al., 1999; Tucker et al., 2000, 2004), jA que nessa regido ocorre a
expressao de muitas moléculas sinalizadoras, tais como Shh, Fgfs, MMPs, Wnts e genes
que controlam o ciclo celular, incluindo p21 e fatores de transcrigdo, tais como o Msx2
(Jernvall et al., 1994, 1998; Vaahtokari et al., 1996; Aberg et al., 1997; Kettunen e
Thesleff, 1998; Sarkar e Sharpe, 1999). O né-do-esmalte foi inicialmente detectado em
germes dentarios de camundongos na fase de capuz (Arhens, 1931) e representa um
centro transitorio de células localizadas na regido central do 6rgdo do esmalte em

desenvolvimento. A formag¢do do né-do-esmalte primario parece ser necessaria para a
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transicdo da fase de broto para a de capuz. J& o n6-do-esmalte secundério forma-se no
final da fase de capuz e inicio da fase de campénula.

O mRNA de RECK parece estar localizado (Figura 4.7) e sua proteina (Figura
4.5D) nas areas onde se encontram ambos 0s nds-do-esmalte. Talvez esta proteina
possa ser importante para a morfogénese dentaria pela regulacdo destes centros de
controle, jA que as gelatinases e outras MMPs estdo presentes e participam da clivagem

de diversos fatores expressos neste local (Yoshiba et al., 1998; Randall e Hall, 2002).

Fase de Campéanula ou Sino (E16 — E20)

A juncdo amelo-dentinéaria foi considerada no passado como uma simples interface
anatdmica e biologicamente inerte entre o esmalte e a dentina (Whittaker, 1978; Arsenault
e Robinson, 1989). Entretanto, ela tornou-se claramente um complexo juncional entre
duas adjacentes e finas camadas: o esmalte aprismatico interno e a dentina do manto.
Todas estas camadas juntas formam uma complexa estrutura que desempenha
atividades bioldgicas, pelo menos, durante a odontogénese (Goldberg et al., 2002). Em
estagios iniciais da odontogénese, do inicio ao final da fase de campéanula onde as células
entram em estagios finais de diferenciagdo, a membrana basal esta envolvida nas
interacdes epitélio-mesenquimais. Apds o inicio da secrec¢ao da pré-dentina, a membrana
basal desaparece provavelmente degradada por MMPs e a taxa de degradacédo
controlada pelas TIMPs (Sahlberg et al., 1992; 1999).

Recentemente Kumamoto e Ooya (2006) relataram que RECK é expresso por
células do germe dentario normal e em ameloblastomas humanos e que pode estar
envolvido no controle da remodelacdo da MEC nos dois casos. Nés demonstramos, por
imunohistoquimica, que RECK esta presente nas células do epitélio interno do érgdo do

esmalte (Figuras 4.5F) e nos ameloblastos e odontoblastos (Figura 4.5 G-H), no inicio e
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final da fase de campéanula, respectivamente. O mRNA foi fracamente localizado nestes
mesmos tipos celulares (Figuras 4.7 e 4.8). O fino controle entre a degradacao e secrecao
das matrizes orgéanicas que formardo os tecidos mineralizados do dente é importante para
a diferenciacao final de odontoblastos e ameloblastos (histo-diferenciagéo). Desta forma,
acreditamos que RECK possa auxiliar também, juntamente com as TIMPs, nesta fina
regulagéo.

O mRNA de RECK pode estar presente, ainda, na regido da alca cervical, onde as
células estdo migrando (Figura 4.7) e no o0sso alveolar em todas as fases da

odontogénese (Figuras 4.6, 4.7 e 4.8).

Figura 4.5: Imunolocalizacdo de RECK durante a odontogénese. Na fase de broto (E14), (B) o
epitélio oral, as células epiteliais que estdo invadindo o ecto-mesénquima e as células
mesenquimais foram imunopositivas. Na fase de capuz (E15), (D) células do né6-do-esmalte
primario, epitélio oral, foliculo e papila dentaria foram imunocorados. Na fase inicial de campanula
(E18), (F) células do epitélio interno e externo do esmalte foram imunomarcadas. Ja na fase final
de campéanula (E20), (H) ameloblastos e odontoblastos foram imunomarcados. (A, C e E).
Controles negativos. A: ameloblasto, AC: alca cervical, EEOE: epitélio externo do érgdo do
esmalte, El: estrato intermediario, EIOE: epitélio interno do 6rgao do esmalte, EM: ecto-
mesénquima, EO: epitélio oral, FD: foliculo dentario, NEP: n6-do-esmalte primario, NOS: né-do-
esmalte secundario, Od: odontoblasto, P: polpa, PD: papila dentaria, RE: reticulo estrelado,
Aumento: 10x (C, F-G) e 20x (A-B, D-E e H).
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Figura 4.6: Hibridizag&o in situ para RECK nos germes dentarios na fase de capuz nos molares (E15). (A) mRNA localizado nas células do
epitélio oral, foliculo dentario, papila dentaria e osso alveolar (sonda 3’) (granulos pretos). (B) Mesmo corte em preto e branco e 0 mRNA
hibridizado s&o os granulos brancos. (C e D) Controles negativos (sonda 5’) com pouco background (granulos pretos). AC: alca cervical,

OA: osso alveolar EO: epitélio oral, FD: foliculo dentério e PD: papila dentéria.
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Figura 4.7: Hibridizacdo in situ para RECK nos germes dentarios na fase de campanula inicial nos molares (E18). (A) mRNA localizado nas
células da alca cervical, epitélio interno e externo do 6rgao do esmalte, reticulo intermediario e né-do-esmalte secundario (sonda 3’). (B)
Mesmo corte em preto e branco e o mRNA hibridizado sdo os granulos brancos. (C e D) Controles negativos (sonda 5’) com pouco
background (granulos pretos). AC: alca cervical, EEOE: epitélio externo do 6rgao do esmalte, El: estrato intermediario, EIOE: epitélio

interno do 6rgéo do esmalte, NES: né-do-esmalte secundario, OA: osso alveolar, PD: papila dentaria e RE: reticulo estrelado.
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Figura 4.8: Hibridizacdo in situ para RECK nos germes dentérios na fase de campéanula final (E20). (A) mRNA localizado principalmente no
6rgdo do esmalte e em odontoblastos (sonda 3’). (B) Mesmo corte em preto e branco e o mRNA hibridizado sdo os granulos brancos. (C e
D) Controles negativos (sonda 5%) com pouco background (granulos pretos), exceto nas areas de mineralizacdo da dentina ou esmalte (seta

branca). A: ameloblasto, Od: odontoblasto, OA: osso alveolar e P: polpa.
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Quadro 4.2: Resumo dos resultados encontrados em imunohistoquimica durante a odontogénese

em camundongos.

Fases RECK
Broto Dentéario (E12-E14) Germe Dentério - Broto (E14) Epitélio Oral ++
Ecto-mesénquima +
Capuz (E15) Epitélio Oral +
Papila Dentaria +
N6-do-Esmalte Primério +
Foliculo Dentério +
Campanula Inicial (E16) Orgéo Dentéario Epitélio Interno do Org&o do esmalte ++

Estrato Intermediario -

Reticulo Estrelado -

Epitélio Externo do Org&o do Esmalte ++

No6-do-Esmalte Secundério +

Papila Dentaria -

Foliculo Dentério -

CamPanula Final (E20) Polpa -
Ameloblasto +

Odontoblasto +

Legenda: Ausente (-), fraco (+), moderado (++) e intenso (+++).
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4.2.2 — Ossificacdo Intramembranosa

Nés observamos, pela primeira vez, que RECK é expresso pelas células da
cartilagem de Meckel e por osteoblastos que participam da ossificacdo intramembranosa
da mandibula e maxila. Verificamos também que as MMPS, TIMPs e RECK estéo

diferencialmente expressos na formacgéo éssea do complexo cranio-facial.

Mandibula

O osso sofre uma extensa e rapida remodelacdo na mandibula embrionaria.
Durante o desenvolvimento da cartilagem de Meckel observa-se duas regides distintas,
uma calcificada e outra ndo-calcificada. A primeira é derivada das por¢cdes mais anterior e
posterior (na qual participa da formacdo dos ossiculos maleus e incus) e ambos
contribuem para a ossificacdo da mandibula e do osso auricular por ossificacdo
endocondral (Richman e Diewert 1988). Estudos recentes tém demonstrado que a regido
intramandibular da porcéo posterior € substituida por osso mandibular de forma similar a
da porcao anterior (Ishizeki et al., 1999). A regido ndo-calcificada € localizada nos tecidos
moles e eventualmente se torna o ligamento esfenomandibular na auséncia de
calcificacdo. Esta estrutura em roedores é formada por células fibroblasticas que séo
originadas, pela transformacéo celular, a partir de condrécitos da cartilagem de Meckel
(Harada e Ishizeki 1998). Além disso, quando a cartilagem de Meckel é colocada em
condicbes ectopicas, por exemplo, em cultura de células ou organocultura, estes
condricitos apresentam a capacidade de se transformarem em células que séo
comprometidas com a expressao de proteinas caracteristicas de osso (Ishizeki et al.,
1992, 1994, 1996a, 1996b, 1996¢, 1997, 1998a, 1998b). Nbés analisamos a porcdo da

cartilagem de Meckel que sofre ossificagdo intramembranosa.
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A cartilagem de Meckel € uma estrutura vestigial que é degradada ao longo do
desenvolvimento mandibular.

Estudos anteriores tém sugerido que a MMP-2 esta envolvida na involucédo da
cartilagem de Meckel (Reponen et al., 1992; Breckon et al., 1995; Chin e Werb, 1997) e
intensa atividade gelatinolitica foi encontrada nesta estrutura (Abiko et al., 1999).
Transcritos da MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2 foram localizados ao longo da regido osteédide
(Chin e Werb, 1997) e a MMP-2 é mais concentrada em osteoclastos e em torno dos
germes dentérios dos molares e incisivos ente E13-E14 (Reponen et al., 1994; Chin e
Werb, 1997). NOs detectamos a MMP-2 intensamente imunomarcada nos condrdcitos, em
E14 e E15 (Figura 4.9 A e E) e nas células do pericondrio, em E15 (Figura 4.9E). O
MRNA para MMP-2 ja foi também observado nestes tipos celulares. A MMP-9 foi também
imunomarcada nestas células em ambos os periodos (Figura 4.9 B e F) e, é possivel, que
estas enzimas estejam participando na degradag¢do da matriz cartilaginosa e da matriz ao
redor da cartilagem de Meckel, necessaria para o crescimento da peca cartilaginosa (Chin
e Werb, 1997). As TIMPs (Figura 4.9D) e RECK (Figura 4.9C e G) foram observadas nos
condrocitos, porém menos intensas que as MMPs. mRNA de RECK foi detectado nas
células do pericondrio, alguns condrdcitos e no osso mandibular em torno da cartilagem
da Meckel, em E16 (Figura 4.10). RECK pode ser importante para o controle da

degradacéo da MEC durante a expansao e degradacgéo da cartilagem de Meckel.

Maxila
O osso maxilar é formado pelas células da crista neural que migram para o futuro
local onde estara a peca dssea (revisado por Trainor, 2005). As MMPs séo secretadas por

estas células, atuando na remodelagdo da MEC para que a migracdo celular seja
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realizada (Chin e Werb, 1997). Nés verificamos que as MMP-2, MMP-9 e RECK foram

secretados por estas células, em E13 e E14 (Figura 4.11).

MMP-2 MMP-9
A B
El4
RECK TIMPs
C D
MMP-2 MMP-9
E F
E15
RECK
G H

Figura 4.9: Imunolocalizacdo das MMPs, TIMPs e RECK na cartilagem de Meckel. Em E14, as (A
e B) MMPs, (C) RECK e (D) TIMPs foram imunomarcadas nos condrécitos. A MMP-2 também foi
detectada nas células do pericondrio. Em E15, o mesmo perfil foi encontrado para as (E e F) MMPs

e (G) RECK. (H) Controle negativo. Aumento: 10 x (H), 20x (D, G) e 40x (A-B, E-F).
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Figura 4.10: Hibridizac&o in situ para RECK na cartilagem de Meckel (E16). (A) mRNA localizado no pericondrio da cartilagem de Meckel e
no tecido 6sseo (seta) (sonda 3’). (B) Mesmo corte em preto e branco e o mRNA hibridizado sdo os granulos brancos. (C e D) Controles

negativos (sonda 5’) com pouco background (granulos pretos). CM: cartilagem de Meckel, pC: pericondrio.
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MMP-2 MMP-9

E13

RECK

Figura 4.11: Imunolocalizagdo das MMPs, TIMPs e RECK na ossificacdo intramemembranosa da
maxila e mandibula. Em E13, as células da crista neural que migram para a formacdo do 0sso
maxilar foram imunomarcadas por (A) MMP-2, (B) MMP-9 e (C) RECK. Nos periodos E14-E15, o
0sso alveolar, em torno da cartilagem de Meckel, foi imunomarcado nos osteoblastos para as

MMPs (D) e TIMPs e RECK (E). Aumento: 10x (C), 20x (A-B) e 40x (D-E).
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4.3 — Resultados Ossificagdo Endocondral

Nossos resultados demonstram pela primeira vez a expressdo de RECK nas
células osteogénicas e condrogénicas durante a ossificacdo endocondral, bem como a
sua expressao diferencial em relacdo as MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2. O resumo
dos resultados encontrados por imunohistoquimica estd apresentado nos Quadros 4.3 e

4.4.

Diferencia¢éo Condrocitica (E13)

Ap6s a condensacdo das células mesenquimais, nos locais das futuras pecas
Osseas, estas células se diferenciam em condrécitos (regido central) e em células do
pericondrio (regido periférica - Figura 4.12A) (lwasaki et al. 1997). Estes condrdcitos
expressam marcadores especificos, tais como aggrecana e colageno tipo I, distinguindo-
os do pericdndrio (Horton, 1993). Produzem, ainda, MMP-2 (Berton et al., 2000) e MMP-9
(Figura 4.12 B e C), ambas capazes de degradar colageno tipo Il (Itoh et al., 2002; Van
den Steen et al., 2002) e, potencialmente, podem estar participando da remodelagcéo da
matriz cartilaginosa durante a diferenciacdo condrocitica (Colnot e Helms, 2001). As
células do pericondrio também foram imuno-coradas pela MMP-2 (Figura 4.12B) que pode
estar participando na remodelacdo da MEC face a sua capacidade de clivar o colageno
tipo | (Aimes e Quigley, 1995) que € a principal proteina secretada pelas células
mesenguimais.

A diferenciagdo dos condrocitos é finamente controlada por diversas moléculas,
tais como a proteina relacionada ao horménio do crescimento (PTHrP) (Amling et al.,
1997), o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2) (Mancilla et al., 1998) e o0 TGF-8
(revisado por Mundlos and Olsen, 1997). Sabe se que ambas as gelatinases podem

transformar a forma latente da TGF-3 em ativa (Yu e Stamenkovic, 2000), portanto as
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gelatinases podem estar aumentando a disponibilidade deste fator de crescimento
durante este processo.

Os seus inibidores, RECK, TIMP-1 e TIMP-2, também foram imuno-localizados nos
condrécitos (Figura 4.12B-D). Possivelmente, eles podem estar regulando a degradacgéo

da matriz pelas MMPs e a disponibilidade de moléculas bioativas.

Molde Cartilaginoso (E14)

A peca Ossea ja apresenta duas partes bem distintas: a epifise e a diafise. A
epifise contém trés zonas de condrécitos: zona repouso, proliferacao e pré-hipertrofica,
enquanto que a metafise é composta por condrdcitos hipertroficos (Figura 4.13A),
sinalizando que este local sofrerd vascularizacdo, entretanto os condrdcitos imaturos e
proliferativos secretam inibidores angiogénicos (Moses et al., 1999).

A funcéo das TIMPs no esqueleto permanece uma questdo em aberto. TIMP-1 e
TIMP-2 s&o proteinas multifuncionais as quais ndo somente exibem um amplo espectro
de inibicdo contras as MMPs, mas também funcionam como fatores de crescimento e
inibidores da angiogénese (Gomez et al.,1997). Tais fatores tém sido isolados da
cartilagem (Moses et al.,, 1990) e condrdcitos in vitro (Moses et al., 1992; Ohba et al.,
1995), e parecem estar relacionados a familia das TIMPs (Moses, 1997; Ohba et al.,
1995). Além disso, as TIMPs -1 e -2 estimulam a reabsorcdo 6ssea pelo osteoclastos por
um mecanismo que nao esta relacionado a sua funcdo de inibicdo das MMPs (Shibutani
et al., 1999). N6s detectamos as TIMPs no pericondrio do molde cartilaginoso (Figura
4.13D) e é possivel que elas estejam atuando como fatores anti-angiogénicos, ja que a
invasdo vascular inicia-se do pericondrio para a area central da peca cartilaginosa.

Transcritos da TIMP-2 foram previamente detectados nestas mesmas células (Colnot e

Helms, 2001). Entretanto, as MMPs foram intensamente detectadas nos condrdcitos
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hipertréficos (Figura 4.13B), provavelmente, participando da remodelacdo da matriz para
a futura invasdo celular, j& que as gelatinases sdo necesséarias para a degradagédo da
cartilagem (Kawashima-Ohya et al., 1998), sendo que a MMP-9 é a reguladora da
apoptose dos condrécitos hipertroficos, promotora da angiogénese (Vu et al., 1998) e da
liberacdo do VEGF da matriz (Bergers et al., 2000). Além disso, transcritos para a MMP-9
Sa0 expressos por estas células (Colnot e Helms, 2001).

RECK foi moderadamente imuno-localizado também nos condrdcitos pré e
hipertroficos e em algumas células do pericondrio (Figura 4.13C). Acreditamos que esta

proteina possa estar regulando a atuacao das MMPs neste processo.

Invasdo Vascular e Celular (E15)

A substituicdo da matriz cartilaginosa avascular por matriz éssea, via ossificacdo
endocondral, é realizada pela atuag¢édo coordenada de diversos tipos celulares e necessita
de uma etapa vascular. A invasdo vascular ocorre somente na MEC em torno dos
condrocitos hipertroficos, onde as células endoteliais comecam a invadir o molde
cartilaginoso a partir do pericéndrio e transportam células indiferenciadas e diferenciadas
osteogénicas, osteoclastos/condroclastos e hematopoiéticas, formando, portanto, o colar
0sseo que é responsavel pela degradacdo do septo transverso (interface entre os
condrécitos hipertréficos e as células do colar 6sseo) (Figura 4.14A) (Lee et al., 1999). A
MMP-9 foi moderadamente imuno-localizada nas células musculares, nos condrécitos pré
e hipertréficos (Figura 4.14C), porém intensamente nas células do colar 6sseo (Figura
4.14D). Transcritos para a MMP-9 ja haviam sido reportados nestes mesmos locais e é
bem conhecido que a MMP-9 participa do recrutamento osteoclastico (Blavier e Delaissé,

1995; Engsig et al., 2000; Colnot e Helms, 2001; Takahara et al., 2004).
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RECK foi imuno-corado no mausculo, condrécitos em proliferacdo, pré e
hipertréficos, por toda a extenséo do pericondrio e células do colar 6sseo (Figura 4.14D).
As TIMPs foram imuno-marcadas por toda a extensdo do pericbndrio e colar 4sseo,
moderadamente no musculo, nos condrécitos em proliferagdo e fracamente nos
condrocitos hipertroficos (Figura 4.14E) e os transcritos para a TIMP-2 também sé&o
expressos por estas células (Colnot e Helms, 2001).

ApOs a migracao vascular e celular, a MEC da cartilagem é, entdo, removida pelos
condroclastos e substituida por uma matriz 6ssea rica em colageno tipo I, uma molécula
secretada por osteoblastos. Os condroclastos diferem dos osteoclastos por estarem
localizadas na juncdo osteocondral e pelo fato de que elas expressdo menos TRAP que
0s osteoclastos (Vu et al., 1998; Engisig et al., 2000). Transcritos para as gelatinases
foram detectados nas células que migram do colar ésseo para o centro da diafise (Colnot
e Helms, 2001; Takahara et al., 2004) e as MMPs derivadas de osteoblastos podem ser
importantes para a reabsor¢ao 0ssea, particularmente nos estagios iniciais da remocao da
ostedide antes do ataque osteoclastico (Meikle et al., 1995). A MMP-9 é expressa por
condroclastos e osteoblastos (Lorenzo et al., 1992) e ndés a imuno-localizamos nestas
células, bem como nas células do pericondrio (Figura 4.15A) bem como RECK (Figura

4.15B).

E16-E20

Nesta fase, 0 0sso ja esta completamente formado e a placa de crescimento esta
estabelecida (Figura 4.16A) e o crescimento 6sseo longitudinal (trabéculas 6sseas) é
estabelecido via ossificacdo endocondral. JA& o crescimento lateral (cortical) € via
ossificacdo pericondral, onde o pericondrio do molde cartilaginoso é substituido pelo

peridsteo (Scott-Scavage e Hall, 1980).
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Na placa de crescimento, sabe-se que transcritos para a MMP-9 estdo presentes
(Reponen et al., 1994; Takahara et al., 2004) e ambas as MMPs foram imuno-localizadas
nos osteoblastos e nos condrdcitos hipertréficos (E16) (Figura 4.16 B e C), porém esta
diminui progressivamente de E17 a E20 (Figura 4.17 A e B). J4 RECK e TIMPs foram
intensamente imuno-marcadas nos osteoblastos, condrdcitos proliferativos e hipertroficos
durante todo o periodo (Figura 4.16 C — E) (Figura 4.17 C — E). Ao nivel do pericéndrio e
periosteo, ambas as MMPs foram pouco imuno-coradas nas células do pericondrio (E16)
(Figura 4.16 F e G) e a sua expressédo diminui progressivamente (E17-E20) (Figura 4.17 A
e F). Entretanto RECK e as TIMPs foram intensamente imuno-coradas nestas células
(Figura 4.16 F - I) (Figura 4.17 F — ).

Em E16, transcritos de RECK foram fracamente e difusamente localizados nos
condrocitos hipertroficos e osteoblastos da placa de crescimento, células do periosteo e
pericondrio, musculo e células da medula 6ssea (Figura 4.19 A e B). Ja em E18, houve o
mesmo padrédo de distribuicdo do mRNA, porém mais intenso (Figura 4.20 A - D). RECK

foi ainda moderadamente encontrado no ligamento do joelho (Figura 4.21 A e B).

PN1

Ao nivel da placa de crescimento, a MMP-2 foi moderadamente imuno-corada nos
condraocitos hipertréficos (Figura 4.18B), enquanto que a MMP-9 foi somente encontrada
nos osteoblastos préximos as trabéculas ésseas (Figura 4.18C). JA& RECK, TIMP-1 e
TIMP-2 foram intensamente imuno-localizadas nos osteoblastos préximos a cartilagem
hipertréfica e ao osso neo-formado., bem como nas células do pericéndrio e peridsteo

(Figura 4.18 D - 1).
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De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir que as MMPs bem como
seus inibidores participam ativamente do controle do crescimento dsseo durante todo o

processo de ossificacdo dos 0ssos longos.

MMP-2 e TIMPs
pC

MMP-9 RECK

C D

Figura 4.12: Imunolocalizacdo das MMPs, TIMPs e RECK na fase de diferenciacdo dos
condrécitos da ossificagdo endocondral (E13). (A) Tricbmico de masson. Condrdcitos foram imuno-
marcados por (B) MMP-2, TIMPs, (C) MMP-9 (seta) e (D) RECK. Algumas células do pericéndrio
foram positivas para a MMP-2 (seta). C: condrécito e pC: pericondrio. Aumento: 10x (A, C e D) e
20x (B).
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Figura 4.13: Imunolocalizagdo das MMPs, TIMPs e RECK na fase de molde cartilaginoso da
ossificacdo endocondral (E14). (A) Tricbmico de Masson. (B) As MMPs -2 e -9 apresentaram o
mesmo perfil de imuno-marcagdo nos condrocitos pré-hipertréficos e hipertroficos. (C) RECK
imunolocalizado nos condrécitos pré-hipertroficos e hipertréficos, células do pericondrio e musculo.
(D) Ambas as TIMPs foram imunolocalizadas somente nas células do pericondrio. (E) Controle
negativo. CH: condrdcito hipertrofico, CPH: condrécito pré-hipertréfico, M: muasculo, MC: molde

cartilaginoso, pC: pericondrio. Aumento: 10x.
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Figura 4.14: Imunolocalizacdo das MMPs, TIMPs e RECK na fase de invaséo vascular e celular
inicial da ossificacdo endocondral (E15). (A) Tricbmico de Masson. (B) MMP-9 localizada nas
células musculares, condrdcitos pré e hipertréficos e (C) colar 6sseo. (D) RECK foi imuno-corado
no musculo, condrécitos proliferativos, pré e hipertréficos, células do pericéndrio e colar 6sseo. (E)
As TIMPs exibiram o mesmo perfil visto para RECK, entretanto ndo foram localizadas nos
condrécitos pré-hipertroficos. (F) Controle negativo. CO: colar sseo, CH: condrdcito hipertrofico,
CPH: condrdcito pré-hipertrofico, M: misculo, MC: molde cartilaginoso e pC: pericondrio. Aumento:
10x (A e B e D-F) e 20x (C).
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Figura 4.15: Imunolocaliza¢éo das MMPs, e RECK na fase de invasdo vascular e celular final da
ossificacdo endocondral (E15). (A) MMP-9 expressa por células que migram do colar 0sseo e
invadem o centro da diafise, por condrdcitos hipertréficos, osteoblastos (seta) e por
osteoclastos/condroclastos préoximos ao septo transverso (asterisco). (B) RECK apresentou o
mesmo perfil da MMP-9, porém imunocorado também nos condrécitos pré-hipertréficos e de
proliferagcdo e no pericdndrio. CO: colar 6sseo, CH: condrécito hipertréfico, CPH: condrécito pré-
hipertr6fico, CP: condrécito em proliferacdo, Oc/CC: osteoclasto e/ou condroclasto, Ob:

osteoblasto, pC: pericondrio. Aumento: 10x (B) e 20x (A).
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Figura 4.16: Imunolocalizacdo das MMPs, TIMPs e RECK aos 16 dias do desenvolvimento embrionéario (E16). (A) Tricbmico de Masson.
(B-D) As MMPs, RECK e TIMPs apresentaram o mesmo perfil de imunomarcacéo nos condrdcitos hipertroficos e osteoblastos. (F-1) As
MMPs, RECK e TIMPs foram localizadas nas células do pericdndrio. (G-I) RECK e as TIMPs foram imuno-marcadas no periésteo e nos
condrdcitos em proliferagdo. Aumento: 4x (A), 10x (F-I), 20x (B-C) e 40x (D-E).
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Figura 4.17: Imunolocalizagdo das MMPs, TIMPs e RECK dos 17 aos 20 dias do
desenvolvimento embrionario (E17-E20). (A-E) Na placa de crescimento, os osteoblastos
foram imunomarcados para as MMPs, RECK e TIMPs. Os condrdcitos hipertréficos
também foram imunocorados por (C) RECK, (D) TIMP-1 e (E) TIMP-2. As células do
pericondrio e periosteo também foram imunocoradas por (F) MMP-9, (G) RECK, (H)
TIMP-1 e (1) TIMP-2. Aumento: 20x (A-C e F-I) e 40x (D-E).
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Figura 4.18: Imunolocalizagdo das MMPs, TIMPs e RECK no recém nascido de 1 dia de
vida (PN1). (A) Tricobmico de Masson. Ao nivel da placa de crescimento, (B) MMP-2 foi
imunolocalizada nos condrécitos hipertréficos, (C) MMP-9 nos osteoblastos proximos as
trabéculas 6sseas, (D) RECK localizado nos condrdcitos hipertréficos e osteoblastos, (E)
TIMP-1 e (F) TIMP-2 nos osteoblastos. Ao nivel do peridsteo e pericéndrio, (G) RECK em
poucas células do pericondrio (seta), (H) TIMPs nas células do pericondio e periésteo. (I)
Controle negativo. Aumento 4x (A), 10x (l), 20x (B e D-H) e 100x (C). CH: condrdcito

hipertréfico, E: epifise, D: diafise, M: musculo, Ob: osteoblasto.
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Figura 4.19: Hibridizagao in situ para RECK em ossos longos (E16). (A) mRNA localizado
nos osteoblastos, peridsteo, pericondrio, condrdcitos hipertroficos, células da medula
0ssea e musculo. (B) Mesmo corte em preto e branco e o mRNA hibridizado sdo os
granulos brancos. CH: condrdcitos hipertroficos, M: musculo, MO: medula 6ssea, Ob:

osteoblasto, pC: pericondrio e pO: periésteo.
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Figura 4.20: Hibridizac&o in situ para RECK em ossos longos (E18). (A) mRNA localizado nos oetaoblastos (setas), peridsteo, pericondrio,
condrdcitos hipertréficos e células da medula éssea. (C) mMRNA também encontrado no musculo adjacente a pega 6ssea. (B e D) Mesmo
corte em preto e branco e 0 mRNA hibridizado sédo os granulos brancos. CH: condrécitos hipertréficos, M: masculo, MO: medula éssea, Ob:

osteoblasto, pC: pericondrio e pO: periosteo.
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Figura 4.21: Hibridizacao in situ para RECK em o0ssos longos (E18). (A) mRNA localizado nos ligamentos do joelho (setas) e pericondrio.
(B) Mesmo corte em preto e branco e 0 mRNA hibridizado sdo os granulos brancos. (C e D) Controles negativos (sonda 5’) com pouco

background (granulos pretos). pC: pericondrio.
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Quadro 4.3: Resumo dos resultados encontrados em imunohistoquimica durante os estagios

iniciais da ossificacdo endocondral em camundongos.

Estagio do Desenvolvimento e Células MMP-2 MMP-9 RECK TIMP-1 TIMP-2
Envolvidas

Diferenciacao Condrocitos +++ + + + +

Condrocitica (E13)  Pericéndrio + - - - -

Molde Condrécitos em Repouso - - - - -

Cartilaginoso Condrdcitos Proliferativos ++ ++ + B B

(E14) Condroécitos Pré-Hipertréficos ot o+ ot - -
Condrécitos Hipertroficos +++ +++ +++ - -
Pericondrio - - + ++ ++

Invasdo Vascular Condrdcitos em Repouso - - - - -

e Celular (E15) Condrécitos Proliferativos - - o+ + n
Condrécitos Pré-Hipertréficos - ++ ++ - -
Condrdcitos Hipertréficos +++ + + + +
Pericdndrio + ++ ++4+ +4+ .
Osteoclastos/Chondroclastos ++ + + +
Osteoblastos ++ + + +

Legenda: Ausente (-), fraco (+), moderado (++) e intenso (+++).
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Quadro 4.4: Resumo dos resultados encontrados em imunchistoquimica durante os estagios finais

da ossificacdo endocondral em camundongos.

Estagio do Desenvolvimento e Células Envolvidas MMP-2 MMP-9 RECK TIMP-1 TIMP-2

E16 Condroécitos em Repouso - - - - -
Condrdcitos Proliferativos - - ++ ++ ++
Condrdcitos Pré-Hipertréficos - - + + +
Condrdcitos Hipertréficos + ++ +++ +4++ +4++
Osteoblastos + +++ ++ ++ ++
Periosteo - - ++ 4+ +4+
Pericdndrio - ++ ++ ++ ++

E17 a Condrocitos em Repouso - - - - -

E20 Condrdcitos Proliferativos - - + - -
Condrécitos Pré-Hipertréficos - - + - -
Condrdcitos Hipertréficos - + +++ ++ +4++
Osteoblastos + ++ ++ +++ +++
Peri6steo - ++ +++ +++ +++
Pericondrio - ++ +++ +++ +++

PN1 Condrdcitos em Repouso - - - - -

Condrdcitos Proliferativos - - - - -

Condrdcitos Pré-Hipertréficos - - - - -

Condrocitos Hipertréficos ++ - - - -
Osteoblastos - + +++ o+ ++
Peri6steo - - + 4+ +4+
Pericondrio - - - ++ ++

Legenda: Ausente (-), fraco (+), moderado (++) e intenso (+++).
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5 — Conclusdes

Com base nos resultados obtidos pudemos constatar que:

As MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e RECK sé&o diferencialmente expressas
pelas células do o6rgdo do esmalte e odontoblastos, e localizadas em
compartimentos celulares diferentes dependendo da fase da amelogénese.

¢ RECK é diferencialmente expresso pelas células odontogénicas e localizadas em
regides diferentes dependendo da fase da odontogénese.

e As MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e RECK sao diferencialmente expressas
pelas células osteogénicas e condrogénicas durante o desenvolvimento da
mandibula e maxila.

e As MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e RECK sdao diferencialmente expressas

pelas células osteogénicas e condrogénicas durante a ossificacdo endocondral.

Os resultados obtidos apontam para a expressao diferenciada de MMPs, TIMPs e
RECK nos diversos eventos estudados, sugerindo que a atividade biolégica destas
proteinas regula a degradacdo da matriz extracelular tanto durante o desenvolvimento dos
tecidos como sua manutencao. Além disso, pela primeira vez, demonstra-se a expressao

de RECK pelas células formadoras dos tecidos 6sseo e dentario.
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6 — Consideracoes Finais

O esqueleto dos mamiferos tem trés distintas origens embriondrias. A primeira é o
mesoderma paraxial, o qual origina o esqueleto axial. O segundo é o0 mesoderma da placa
lateral, o qual origina o esqueleto apendicular. Em contraste com o0s dois primeiros, o
terceiro é o ectoderma (crista neural), o qual origina o esqueleto facial. Entdo, a despeito
de todos os 0ssos serem produzidos por osteoblastos e secretarem a mesma matriz, 0s
ossos tém diferentes origens na ontogenia. Esta diferenca pode indicar que os
osteoblastos de diferentes origens podem apresentar diferentes mecanismos de
sinalizagéo e fungdes (revisado por Chung et al., 2004).

Nestes Ultimos anos nosso grupo de pesquisa vem procurando delinear o perfil de
expressao das MMPs, TIMPs e RECK, principalmente, no tecido 6sseo. N&s verificamos
que as MMPs -2 e -9 e RECK sédo expressas diferencialmente por células do tecido
conjuntivo e 6sseo durante o reparo alveolar em ratos adultos apds a exodontia do
incisivo (Accorsi-Mendoncga et al., 2007) e por células mesenquimais e epiteliais que
contribuem para a formagéo do palato secundério em embriées de camundongos (Ana
Claudia Cardoso de Oliveira Demarchi, dados nédo publicados). No presente trabalho, nés
verificamos que as MMPs -2, -9, TIMPs -1, -2 e RECK também séo diferencialmente
expressas por células condrogénicas e osteogénicas durante a ossificacdo endocondral e
intramembranosa em embribes de camundongo. Em conjuntos esses resultados indicam
gue a proteina RECK é expressa por osteoblastos de qualquer origem embrionaria e,
devido a modulacdo em seus niveis de expressdo, ela pode ser importante para a

formacéo e manutencgao do tecido 6sseo.
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7 — Perspectivas Futuras

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, nés formulamos um novo
projeto o qual serd desenvolvido nos préximos anos como pesquisa de pos-doutoramento.
O objetivo central deste novo desafio serd a avaliacdo da expressao dos genes Ras, Myc,
Jun, Fos e Msx, e seus respectivos fatores de transcri¢céo, os quais regulam RECK, MMPs
-2,-9 e -14 e TIMPs -1, -2, -3 e -4. Estes fatores de transcricdo sado produtos de proto-
oncogenes que sdo moléculas-chave e possuem diversas funcdes na transducéo de sinal,
proliferacdo, diferenciacdo celular e desenvolvimento embrionario, bem como na
transformacgéo celular e oncogénese. Avancados estudos tém demonstrado que o0s
oncogenes desempenham importantes fungdes no controle da atividade das células
Osseas e, assim, nds pretendemos avalia-los durante a ossificacdo endocondral em
embrides de camundongos. Para tal, utilizaremos a técnica imunohistoquimica e western
blot para a localizacdo e quantificacdo destas proteinas, respectivamente, hibridizacdo in
situ e 0 Real-Time PCR para a localizacdo e quantificacdo do mRNA, respectivamente e
zimografia em gel e in situ para a quantificacdo e localizacdo da atividade enzimética,
respactivamente. Este trabalho sera supervisionado pelo Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes
(Departamento de Estomatologia, Faculdade de Odontologia, Universidade de Sao Paulo)
e em colaboragdo com o Prof. Dr. José Mauro Granjeiro (Departamento de Biologia
Celular e Molecular, Instituto de Biologia, Universidade Federal Fluminense) e a Profa.
Dra. Mari Cleide Sogayar (Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica,

Universidade de S&o Paulo).
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Bolsista de Doutorado Sanduiche CAPES do periodo de 03/2004 a 03/2007,
orientada pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro e intitulado de “Desenvolvimento
Osseo e Dentario: Aspectos Biolégicos, Bioquimicos e Moleculares da
Remodelacdo da Matriz Extracelular pela Metaloproteinases de Matriz e seus
Inibidores”, trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratério de
Bioengenharia, Materiais e Mineralizacdo Biolégica - LBMM, Faculdade de
Odontologia de Bauru, USP. Orientagéo no exterior pelo Prof. Dr. Henry Magloire
(BEX 2415/04-6 - 02/2005 a 01/2006), trabalho desenvolvido nas dependéncias do
Laboratoire de Régéneration et Development de Tissus Dentaires, Faculte

d’Odontologie de Lyon, Université Claude Bernard, Lyon/Franca.
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Bolsista de Iniciacdo Cientifica FAPESP processo n. 00/3702-6, do periodo de
09/2000 a 08/2001, orientado pelo Prof. Dr. Manoel Lima de Menezes e intitulado
de “Avaliacdo do Emprego dos Adsorventes: Carvdo Ativo, Chromosorb e
Membrana C18 na Preparacdo de Amostras de Ar para a Determinacdo da d-
Aletrina em Ambientes Fechados” trabalho desenvolvido nas dependéncias do
Laboratério de Cromatografia Gasosa do Centro de Atividades Toxicoldgicas —

CEATOX, UNESP/Botucatu e Instituto Municipal de Saude, Bauru.

Estagios

Iniciacdo Cientifica orientada pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro, Laboratério de
Bioguimica, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Odontologia de
Bauru, USP/Bauru. Trabalhos desenvolvidos na area de desenvolvimento 6sseo e
dentério e resposta tecidual ao implante de biomateriais, analisados por técnica
imunohistoquimica  (imunoperoxidase), além de intenso treinamento em
processamento histotécnico padrdo e manipulacdo de animais de laboratério, do
periodo de outubro de 2001 até dezembro de 2002, com 40 horas/semana, nas

dependéncias do Laboratério de Bioquimica — FOB/USP.

Iniciagdo Cientifica orientada pelo Prof. Dr. Manoel Lima de Menezes,
Departamento de Quimica, Faculdade de Ciéncias, UNESP/Bauru. Trabalhos
desenvolvidos na area de quimica analitica utilizando-se HPLC e GC para a
andlise de pesticidas presentes no ar, do periodo de margco de 2000 até setembro
de 2000, com 20 horas/semana, nas dependéncias do Laboratério de Quimica,

UNESP/Bauru e Instituto Municipal de Saude, Bauru.
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Linhas de Pesquisa

e Bioengenharia Ossea (Coordenada pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro)

Obijetivos: Avaliar o comportamento celular de acordo com a varia¢do do substrato 3D no
qual estas estdo inseridas e o desenvolvimento de novas metodologias para futuro

protocolo clinico.

Palavras-chave: Cultura Primaria de Osteoblastos Humanos, Matrizes Colagénicas

Tridimensionais e Xenoenxerto.

Areas do Conhecimento: Cultura Celular, Biomateriais, Biologia Molecular, Biologia

Celular e Bioquimica.

e Biomateriais (Coordenado pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro)

Objetivos: Avaliacdo in vivo e in vitro de biomateriais de origem bovina.

Palavras-chave: Biomaterial Bovino e Reparo Osseo.

Areas do Conhecimento: Bioquimica, Histologia e Citologia e Biologia Celular.

e Desenvolvimento Osseo (Coordenado pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro)

Objetivos: Entendimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos nos

processos de ossificacao fisiologicos.
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Palavras-chave: Metaloproteinases de Matriz (MMP), RECK, Inibidores Teciduais de MMP

(TIMP), Imunohistoquimica e Biologia Molecular.

Areas do Conhecimento: Bioquimica, Embriologia, Histologia e Biologia Molecular.

¢ Desenvolvimento Dentario (Coordenado pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro)

Objetivos: Entendimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no

processo de mineralizacdo normal dos tecidos duros dentarios.

Palavras-chave: RECK, Imunohistoquimica e Biologia Molecular.

Areas do Conhecimento: Bioquimica, Embriologia, Histologia e Biologia Molecular.

Participacédo em Projetos

e Edital 19 Universal CNPq (proc. n. 479043-2004-3), coordenado pelo Prof. Dr.

José Mauro Granjeiro (Universidade Federal Fluminense) (2005 - em andamento).

e Edital Universal CNPq (proc. n. 475721/2003-9), intitulado de "Andlise da
Expressdo do gene RECK Durante o Reparo Osseo, Osteogénese, Odontogénese
e Amelogénese em Camundongos", coordenado pelo Prof. Dr. José Mauro

Granjeiro (FOB — USP) (2003-2005).

o Projeto Tematico Fapesp (proc. n. 01/10707-7), intitulado de “Bases Moleculares
do Controle de Proliferacdo Celular e Origem de Neoplasias na Era Gendmica e

Protedmica”, coordenado pela. Profa. Dra. Mari Cleide Sogayar (Instituto de
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Quimica - USP) e pesquisador principal Prof. Dr. José Mauro Granjeiro (FOB —

USP) (2001-2005).

Artigos em Revistas Especializadas

Publicados

e Paiva KBS, Menezes ML (2003) Avaliagdo do emprego dos adsorventes: Carvao
Ativo, Chromosorb W e Membrana C18 na preparacdo de amostras de ar para a
determinagdo da d-aletrina em ambientes fechados. Eclética Quimica, 28(1):97-

103.

e Accorsi-Mendonca T, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Lauris JRP, Cestari TM, Taga R,
Granjeiro JM (2005) Expression of metalloproteinase-2 in the cell response to

porous demineralized bovine bone matrix. J Mol Histol 36:311-6.

e Menezes R, Bramante CM, Paiva KBS, Letra A, Carneiro E, Zambuzzi WF,
Granjeiro JM (2006) Receptor activator NF kappa beta-ligant and osteoprotegerin
protein expression in human periapical and cystis granulomas. Oral Surg Oral

Med Oral Pathol Oral Radiol Endo 102(3):404-9.

Submetidos
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e Paiva KBS, Zambuzzi WF, Accorsi-Mendoncga T, Taga R, Sogayar MC, Granjeiro
JM. Immunohistochemical localization of matrix metalloproteinases-2, -9, and

RECK during rat incisor amelogenesis. Eur J Oral Biol.

e Gasque KCS, Oliveira RC, Ceolin DS, Cestari TM, Correa A, Paiva KBS, Takyia
CM, Taga R, Taga EM, Granjeiro JM. Evaluation of the biocompatibility of an
acellular bovine pericardium membrane and its potential as an osteoblast scaffold.
Ciéncia Odontoldgica Brasileira.

e Zambuzzi WF, Paiva KBS, Zanelatto GN, Corotti MV, Oliveira RC, Taga R,
Granjeiro JM. Production of MMP-9 by macrophage- and fibroblast-like cells in
response to porous deproteinized bovine bone. J Biomat Appli.

e Accorsi-Mendonca T, Paiva KBS, Zambuzzi WF, Cestari TM, Lara VS, Sogayar
MC, Taga R, Granjeiro JM. Expression of matrix metalloproteinases -2, -9, and

RECK during alveolar bone regeneration in rat. J Mol Histol .

e Demarchi ACCO, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Silva-Valenzuela MG, Nunes FD,
Figueira RCS, Sassahara RM, Demasi MAA, Winnischofer SMB, Sogayar MC,
Granjeiro JM. Temporal and spatial distribution of RECK, MMP-2 and MMP-9

during secondary palate development. Matrix Biol.

Comunicacgao em Congresso Cientifico

Resumos em Revistas Indexadas

e Accorsi-Mendonca T, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Oliveira LCS, Lara VS, Granjeiro

JM. Metalloproteinase-2, -9 and RECK protein expression during alveolar bone
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regeneration. Trabalho apresentado oralmente ao lll International Dental Meeting —
UNICAMP and Xll Dental Meeting of Piracicaba, 03 a 07 de outubro de 2005,
Monte Sido/MG. Braz J Oral Sci 4(14):814.

Paiva KBS, Accorsi-Mendongca T, Taga R, Bramanti CM, Granjeiro JM.
Physicochemical characterization and histologic analysis of differents xenografts in
the repair of critical size defecets in rats. Trabalho apresentado na forma de péster
ao 2° Joint Meeting of the European Calcified Tissue Society (ECTS) and
International Bone and Mineral Society (IBMS), 25 a 29 de julho de 2005,
Genebra/Suica. Bone 36:5103-S479.

Paiva KBS, Zambuzzi WF, Accorsi-Mendonga T, Demarchi ACCO, Granjeiro JM.
Expression of matrix metalloproteinases 2 and 9 and RECK during amelogenesis
in rats. Trabalho apresentado na forma de pdster ao Comparative Endocrinology of
Calcium Regulation Workshop, 25 de julho de 2005, Genebra/Suica. Bone
36:5103-S479.

Menezes R, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Demarchi ACCO, Accorsi-Mendonca T,
Zanelatto GN, Sogayar MC, Granjeiro JM. MMP-9 expression in response to fully-
processed inorganic medullar bovine bone. Trabalho apresentado em forma de
poster a Internacional Association of Dental Research (IADR), 10 a 13 de marco
de 2004, Honolulu/EUA. J Dent Res 83(Special):3569.

Zambuzzi WF, Oliveira LC, Paiva KBS, Cestari TM, Demarchi ACCO, Sogayar MC,
Taga R, Granjeiro JM. The expression of gelatinases a (MMP-2, 72kda) and b
(MMP-9, 92kda) during the alveolar bone repair. Trabalho que serad apresentado

na forma de poster a 20° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
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Odontolégica (SBPgO), 30 de agosto a 3 de setembro de 2003, Aguas de
Lind6ia/SP. Pesquisa Odontoldgica Brasileira, 17(Suplemento 2):80.

Takamori ER, Oliveira RC, Bassetto AP, Canova GC, Paiva KBS, Silva RM,
Accorsi-Mendonca T, Buzalaf MAR, Taga R, Sogayar MC, Granjeiro JM.
Biocompatibility assessment of a potential bone substitute: the fully processed
bovine bone. Trabalho apresentado em forma de péster a Internacional
Association of Dental Research (IADR), 25 a 28 de junho 2003,

Gotenburgo/Suécia. J Dent Res 82:B146.

Resumos em Anais de Congressos:

Paiva KBS, Zambuzzi WF, Sogayar MC, Couble M-C, Bleicher F, Magloire H,
Granjeiro JM. Protein and gene expression of MMPs, TIMPs, and RECK during
mouse endochondral ossification development. Trabalho submetido a XXXVI
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

(SBBQ), 21 a 25 de maio de 2007, Salvador/BA.

Paiva KBS, Zambuzzi WF, Sogayar MC, Couble M-C, Bleicher F, Magloire H,
Granjeiro JM. Gene and protein expression of MMPs, TIMPs, and RECK during
mouse craniofacial development. Trabalho submetido a XXXVI Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 21 a 25 de

maio de 2007, Salvador/BA.

Paiva KBS, Zambuzzi WF, Sogayar MC, Bleicher F, Magloire H, Granjeiro JM.

Temporal and spatial MMP-2, -9, TIMP-1, -2, and RECK localization during mouse
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endochondral ossification development. Trabalho apresentado na forma de poster
a XXXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia

Molecular (SBBQ), 01 a 04 de julho de 2006, Aguas de Lind6ia/SP.

Accorsi-Mendonga T, Paiva KBS, Zambuzzi WF, Sogayar MC, Bleicher F, Magloire

H, Granjeiro JM. Temporal and spatial MMP-2, -9, TIMP-1, -2, and RECK
localization during rat incisor development. Trabalho apresentado na forma de
poster a XXXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e
Biologia Molecular (SBBQ), 01 a 04 de julho de 2006, Aguas de Lind6ia/SP.
Paiva KBS, Zambuzzi WF, Sogayar MC, Couble ML, Bleicher F, Magloire H,
Granjeiro JM. Développement dentaire et osseux: aspects biologiques,
biochimiques et moleculaires du remodelage de la matrice extracelular par les
MMPs et leurs inhibiteurs. Trabalho apresentado na forma de péster a Journée
Laennec du 13 décembre 2005, Lyon/Franga.

Demarchi ACCO, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Nunes F, Valenzuela MG, Sogayar

MC, Granjeiro JM. Expression of MMP-2, -9, and RECK during palatogenesis.
Trabalho apresentado na forma de poster a XXXIV Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 02 a 05 de julho de
2005, Aguas de Lindoia/SP.

Accorsi-Mendonca T, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Demarchi ACCO, Cestari TM,

Taga R, Lauris JRP, Granjeiro JM. Metalloproteinase 2 expression during cellular
response to the xenograft of during palatogenesis. Trabalho apresentado na forma
de poster a XXXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e

Biologia Molecular (SBBQ), 02 a 05 de julho de 2005, Aguas de Lind6ia/SP.
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Amado FM, Paiva KBS, Accorsi-Mendongca T, Ceolin D, Belone AFF, Opromola
DVA, Fleury RN, Takiya CM, Granjeiro JM. Expression of matrix metalloproteinase-
2 and -9 in lobomycosis (Lacazia loboi). Trabalho apresentado na forma de poster
a Inhibition of Matrix Metalloproteinases: Expanding the Horizons - A
Multidisciplinary Conference, 23 a 25 de outubro de 2004, New York/USA.

Paiva KBS, Zambuzzi W F, Demarchi ACCO, Accorsi-Mendonga T, Zanelatto GN,

Granjeiro JM. Expression of metalloproteinases-2 and -9 during amelogenesis .
Trabalho apresentado na forma de pdéster ao 3° International Symposium on
Extracellular Matrix e 8° Simpdsio Brasileiro sobre Matriz Extracelular
(SIMEC), 27 a 30 de setembro de 2004, Angra dos Reis/RJ.

Demarchi ACCO, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Accorsi-Mendonga T, Souza AP,

Sogayar MC, Granjeiro JM. Avaliacdo espaco-temporal da expressao das
metaloproteinases 2 e 9 durante a palatogénese. Trabalho apresentado na forma
de pdster a XIX Reunido Anual da Federacdo de Sociedades Brasileiras de
Experimentacdo (FeSBE), 25 a 28 de agosto de 2004, Aguas de Lindd6ia/SP.

Zanelatto GN, Zambuzzi WF, Paiva KBS, Demarchi ACCO, Accorsi-Mendoncga T,

Oliveira RC, Granjeiro JM. Expresséo da gelatinase b e CD68 na resposta tecidual
ao implante de osso inorganico bovino. Trabalho apresentado na forma de poéster
a 17° Jornada Odontolégica de Bauru (JOB), 19 a 22 de maio de 2004,
Bauru/SP.

Paiva KBS, Zambuzzi WF, Accorsi-Mendong¢a T, Demarchi ACCO, Zanelatto GN,

Lara VS, Granjeiro JM. Temporal and spatial analysis of gelatinases distribution

during endochondral ossification in mice. Trabalho apresentado na forma de poster
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a XXXIlI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular (SBBQ), 17 a 22 de maio de 2004, Caxambu/MG.

Zambuzzi WF, Oliveira LC, Paiva KBS, Cestari TM, Demarchi ACCO, Sogayar MC,
Taga R, Granjeiro JM. The expression of gelatinases a (MMP-2, 72kda) and b
(MMP-9, 92kda) during the alveolar bone repair. Trabalho apresentado na forma
de pbéster a 20° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontologica (SBPqO), 30 de agosto a 3 de setembro de 2003, Aguas de
Lindoia/SP.

Takamori ER, Oliveira RC, Bassetto AP, Paiva KBS, Hoffmann ME, Buzalaf MAR,
Taga R, Sogayar MC, Granjeiro JM. Cytotoxicity analysis of a fully processed
bovine bone graft. Trabalho apresentado em forma de painel a XXXII Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBq), 17
a 20 de maio de 2003, Caxambu/MG.

Paiva KBS, Zambuzzi W, Accorsi-Mendoncga T, Granjeiro JM. Imunohistoquimica:
uma ferramenta para andlises bioquimicas e clinicas. Trabalho apresentado
oralmente e em forma de painel a 2° Jornada de Farmacia e Biogquimica da

Universidade Paulista /Bauru, 26 de setembro de 2002, Bauru/SP.

Paiva KBS, Zambuzzi WF, Oliveira RC, Escolastico EC, Granjeiro JM.
Biosseguranca: precaucdes contra a contaminagcdo no ambiente clinico
odontolégico. Trabalho apresentado na forma de painel, na se¢do de Ciéncias
Bioldégicasa XV Jornada Odontoldégica de Bauru (JOB) - Prof. Dr. Luiz

Pegoraro, 15 de maio de 2002, Bauru/SP.

Paiva KBS, Menezes ML. Avaliacdo do emprego dos adsorventes: carvao ativo,

chromosorb e membrana C18 na preparacdo de amostras de ar para a
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determinacdo da d-aletrina. Trabalho apresentado na forma de péster, na secdo
de Farmacologia, ao Xlll Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP, 23 de

novembro 2001, Bauru/SP.

e Paiva KBS, Menezes ML. Desenvolvimento de um aparato para a geracdo de
atmosfera padrao para a coleta de compostos volateis. Trabalho apresentado
oralmente e em forma de pdéster, na secao de Quimica Analitica, ao Xlll Encontro
Regional de Quimica da Sociedade Brasileira de Quimica (SBQ) e XXXI
Semana de Quimica - UNESP/Araraquara, 22 de novembro de 2001,

Araraquara/SP.

Participacdo em Congressos e Eventos Cientificos

e XXXV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

(SBBQ) - Aguas de Lindoia/SP - 01 a 04 de julho de 2006.

e Comparative Endocrinology of Calcium Regulation Workshop — Genebra/Suica -

25 de junho de 2005.

e 2° Joint Meeting of the European Calcified Tissue Society (ECTS) and International

Bone and Mineral Society (IBMS) - Genebra/Suica - 25 a 29 de junho de 2005.
e Il International Symposium on Extracellular Matrix e VIII Simpdsio Brasileiro sobre

Matriz Extracelular (SIMEC) - Angra dos Reis/RJ - 27 a 30 de setembro de 2004.

e Ill Congresso Latino Americano de Orgéos Atrtificiais e Biomateriais (COLAOB) -

Campinas/SP - 27 a 30 de julho de 2004.
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InCell Analyzer - Sistema para analise celulares por imagens de alta resolucdo em
tempo real, seminario realizado pela GE Healthcare Bio-Sciences, XXXIll Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ) -

CaxambuU/MG - 17 a 20 de maio de 2004.

Workshop: Advanced proteomics solutions, realizado pela GE Healthcare Bio-
Sciences, XXXIIl Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia

Molecular (SBBQq) - Caxambu/MG - 17 a 20 de maio de 2004.

Ettan and You - Straight to results, seminério realizado pela GE Healthcare Bio-
Sciences, XXXIIl Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia

Molecular (SBBQ) - Caxambu/MG - 17 a 20 de maio de 2004.

Code Link - Gene Expression Studies Toll, Commited with results!, seminario
realizado pela GE Healthcare Bio-Sciences, XXXIIl Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Biogquimica e Biologia Molecular (SBBQq) - Caxambu/MG - 17 a 20 de

maio de 2004.

XXXIII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

(SBBq) - Caxambu/MG - 17 a 20 de maio de 2004.

Curso & IV Simpésio Tematico de “Terapias Celulares: Aspectos Basicos e
resultados Clinicos” — Rio de Janeiro/RJ — 01 a 05 de setembro de 2003.

Workshop "Post-Genomics Technologies”, realizado pela Amersham Biosciences
do Brasil, durante a XXXII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e
Biologia Molecular (SBBq) - Caxambu/MG. Ministrado em 18 de maio de 2003,

com duragédo de 3 horas.
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XXXII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

(SBBq) - Caxambu/MG - 17 a 20 de maio de 2003.

Workshop “Engenharia de Tecidos: Mucosa Oral e Imunohistoquimica”, ministrado
pela Prof2. Dr2. Christina Maeda Takyia (UFRJ), realizado na Faculdade de
Odontologia de Bauru — Universidade de Sao Paulo, no dia 12 de novembro de

2002.

X Semana da Biologia — UNESP/Bauru — 04 a 08 de novembro de 2002.

2° Jornada de Farmacia e Bioquimica da Universidade Paulista/Bauru — 25 a 28 de

setembro de 2002.

Conferéncia Internacional: Estandarizacion y caracterizacion de una linea de
hamster (Mesocricetus auratus) con convulsiones audidgenas como modelo
animal de epilepsia refleja, palestra ministrada pela Profa. Dra. Maria Dolores
Estilita Lépez Garcia (Professora Titular do Departamento de Biologia Celular e
Patologia da Faculdade de Medicina, Universidade de Salamanca/Espanha e
Pesquisadora do Instituto de Neuciéncias de Castilla y Le6n), realizada no Saldo

Nobre da Faculdade de Medicina — UNESP/Botucatu - em 22 de agosto de 2002.

Conferéncia Internacional: Células-Tronco na Regeneracdo Nervosa, ministrada
pelo Prof. Dr. Stefano Geuna (Departamento de Ciéncias Biolégicas -
Universidade de Turin/Itdlia) realizada em 15 de agosto de 2002, Saldo Nobre

Faculdade de Odontologia de Bauru - USP/Bauru.

XV Jornada Odontolégica de Bauru — Prof. Dr. Luiz Pegoraro -USP/Bauru — 14 a

17 de maio de 2002.
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IX Semana da Biologia - UNESP/Bauru — 05 a 09 de novembro de 2001.

Xl Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNESP — UNESP/Bauru — 22 a 25 de

novembro de 2001.

XII Encontro Regional de Quimica da Sociedade Brasileira de Quimica, XXXI
Semana de Quimica e Workshop on Chemistry and Biochemistry of the Nitric

Oxide — UNESP/Araraquara — 21 a 26 de outubro de 2001.

12° Encontro de Bi6 Encontro Nacional de°logos do CRBio-1 e 3 Biélogos do Cfbio

— UFMS/Campo Grande - 9 a 12 de abril de 2001.

VIII Semana da Biologia — UNESP/Bauru — 23 a 27 de outubro de 2000.

IV CAEB — Congresso Aberto aos Estudantes de Biologia — UNICAMP/Campinas —

11 a 15 de novembro de 1999.

VIl Semana da Biologia — UNESP/Bauru — 08 a 12 de novembro de 1999.

Premiacoes

Honra ao Mérito pela apresentacédo do trabalho "Avaliacdo Espaco-Temporal da
Expressdo das Metaloproteinases 2 e 9 Durante a Palatogénese" de autoria de
Demarchi, A. C. C. O., Zambuzzi, W. F., Paiva, K. B., Accorsi-Mendonca T; Souza,
A. P., Sogayar, M. C., Granjeiro, J. M. - na XIX Reunido Anual da Federacao de
Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), 25 a 28 de agosto de 2004,

Aguas de Lindoia/SP.
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Honra ao Mérito a Paiva KBS; Zambuzzi WF; Oliveira, R.C.; Escoléastico, E.C. e
Granjeiro JM na obtencdo do 1° lugar, pela apresentacdo do trabalho:
Biosseguranca: Precau¢Bes Contra a Contaminacdo no Ambiente Clinico
Odontoldgico — categoria graduacdo — na XV Jornada Odontoldgica de Bauru —

Prof. Dr. Luiz Pegoraro — USP/Bauru, no dia 15 de maio de 2002.

O trabalho Desenvolvimento de um Aparato para a Geracdo de Atmosfera Padrao
para a Coleta de Compostos Volateis apresentado por Paiva KBS e Menezes, M.L
foi eleito como melhor painel apresentado na se¢do de Quimica Analitica, do dia
22 de outubro de 2001, realizado durante o Xlll Encontro Regional de Quimica
da Sociedade Brasileira de Quimica, XXXI Semana de Quimica e Workshop

on Chemistry and Biochemistry of the Nitric Oxide - UNESP/Araraquara.

Orientacdes e Colaboracdes

Colaboradora do Trabalho de Conclusdo de Curso (2004) do aluno Gustavo
Nalin Zanelatto, curso de Licenciatura Plena em Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de
Ciéncias, UNESP/Bauru, orientado pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro e intitulado
de “Expressdo das MMPs -2 e -9 durante a amelogénese em incisivos de
camundongos”.

Colaboradora do aluno Willian Fernando Zambuzzi de Iniciagdo Cientifica
Fapesp (proc. n. 02/03928-0) (2003), orientado pelo Prof. Dr. José Mauro
Granjeiro, Faculdade de Odontologia de Bauru, USP e intitulado de “Avaliagéo da

expressao de MMPs 2 e 9 na organogénese de 0ssos longos de camundongos”.
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Atividades Didaticas

Ensino Fundamental

Mini-curso “Educag¢do Ambiental” (8 horas) lecionado a turma da 6° série no

Colégio Municipal Mercedes Bueno, Bauru.

Ensino Médio

Aulas de “Introducéo & Ecologia” para a turma do 1° ano (4 horas) e “Polui¢cdo”
para a turma do 3° ano (4 horas). Ambos no Colégio Técnico Industrial (CTI) —

UNESP/Bauru, no ano de 2001.

Ensino Superior

Treinamento em "Cultura Celular - Teoria e Pratica" (10 horas/semana) para a
turma de poés-graduandos (mestrandos e doutorandos) em Biologia Oral,
Endodontia e Estomatologia da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade
de Séo Paulo, nas dependéncias do Laboratério de Bioengenharia, Materiais e
Mineralizacdo Biolégica (LBMM), do periodo de 03/2004 a 07/2004,

supervisionado pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro.

Monitoria na disciplina de Bioquimica (4 horas/semana) para o curso de graduagéo
em fonoaudiologia da Faculdade de Odontologia de Bauru, USP, nas

dependéncias da Faculdade de Odontologia de Bauru, do periodo de 03/2004 a
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07/2004, supervisionado pelo Prof. Dr. José Mauro Granjeiro e pela Profa. Dra.

Marilia A. R. Buzalaf.

Cursos e Mini-Cursos

e Curso "Extracellular Matrix and Bone Regenaration”, ministrado pelo Prof. Dr. José
Mauro Granjeiro (Faculdade de Odontologia de Bauru - USP), durante o Il
International Sumposium on Extracellular Matrix e VIII Simpésio Brasileiro sobre
Matriz Extracelular (SIMEC), com duragéo de 12 h, de 28 a 30 de setembro de

2004.

e 18° Curso "Introdutdrio a Microscopia Eletrénica de Transmissado", ministrado pelo
Prof. Dr. Elliot Watanabe Kitajima (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queirés -

USP), com duracéo de 16h, de 5 a 9 junho de 2004.

e Curso "Introdutério a Microscopia Eletrbnica de Varredura", ministrado pelo Prof.
Dr. Elliot Watanabe Kitajima (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queirés -

USP), com duracao del6h, de 2 a 12 de fevereiro de 2004.

¢ Mini-curso “Biologia Molecular e Engenharia de Tecidos na Odontologia Clinica”,
ministrado pelo Prof. Dr. Jacques E. Nor (University of Michigan School of
Dentistry), realizado pela Comissdo de Pds Graduacdo da Faculdade de

Odontologia de Bauru, com duracgdo de 8 horas, 15 de julho de 2003.

¢ Mini-curso "Flying Proteins", realizado pela Amersham Biosciences do Brasil,

durante a XXXIl Reunidao Anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia
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Molecular (SBBq) - Caxambu/MG. Ministrado em 19 de maio de 2003, com

duracgédo de 2 horas.

Mini-curso “Bioinformatica” ministrado pelo Prof. Dr. Aguinaldo Robinson Souza
(UNESP/Bauru), com duracdo de 8 horas — UNESP/Bauru — 05 e 06 de novembro

de 2002.

Mini-curso “Fundamentos em Etnobotanica” ministrado pelo Prof. Dr. Ari Hidalvo
de Freitas (UNESP/Rio Claro), com duracéo de 8 horas - UNESP/Bauru - 06 e 07

de novembro de 2001.

Mini-curso “Cromatografia Liquida de Alto Desempenho” ministrado pela Dra.
Deolinda I. Martins (Perkin Elmer), com durag&o de 6 horas - UNESP/Araraquara —

22 e 23 de outubro de 2001.

Mini-curso “Cromatografia” ministrado pelo Prof. Dr. Mario Sérgio Galeani
(UNESP/Bauru), com duracéo de 8 horas - UNESP/Bauru — 25 e 26 de outubro de

2000.

Mini-curso “Terapia Génica” ministrada pelos Profs. Drs. Armando Ventura e
Sérgio Ulhoa Dani (Universidade de Sdo Paulo), com duracdo de 6 horas —

UNICAMP — 12 e 13 de novembro de 1999.

Idiomas

Inglés: nivel intermediario.
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Curso realizado no Yazigi Internexus (Bauru/SP) e Cultura Inglesa (Sao Paulo/SP).

e Francés: nivel avancado.

Curso realizado na Alliance Francaise (Bauru/SP) e na Université Claude Bernard

(Lyon/Franca).
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Anexos

TEMPORAL AND SPATIAL ANALYSIS OF GELATINASES DISTRIBUTION DURING
ENDOCHONDRAL OSSIFICATION IN MICE
Paiva, K.B.S.; Zambuzzi, W.F.; Accorsi-Mendonca, T.; Demarchi, A.C.C.O.; Zanelatto,

G.N.; Lara, V.S.; and Granjeiro, J.M. Depto Ciéncias Bioldgicas - FOB/USP

Background: Constant remodeling of extracellular matrix is a hallmark during
embryogenesis and tissue repair. Matrix metalloproteinases (MMP) play a key role in this
process and in bone matrix degradation.

Objective: Analyze the spatial-temporal distribution of MMP-2 and -9 during endochondral
ossification in mice. Methods: Femurs were collected from mouse fetuses at embryonic
day (E) 13 through 20 and at 1 day postnatal (PN1). The tissues were fixed in 10%
buffered formalin (pH 7.2), and embedded in paraffin wax. Sections (5 um thickness) were
stained with Massons Trichrome. Immunohistochemistry, using polyclonal antibodies
against MMP-2 (gelatinase A) and MMP-9 (gelatinase B), was performed using the
StreptABComplex/HRP Duet kit, with biotinylated secondary antibody and a chromogenic
substrate mixture. Sections were counterstained with Harris s haematoxylin. Results: At
E13, both gelatinases (MMP-2 and -9) were identified in mesenchymal cells near
hypertrophic chondrocytes, but only MMP-9 was also detected near the periosteum.
Intense immunostaining of the hypertrophic cartilage was observed at E14 for MMP-2 and
-9. At E15, the bone shape and the bone marrow were already clearly defined and both
gelatinases was observed not only for the growth plate for osteoblasts, osteoclasts and
hypertrophic chondrocytes. From E16 through E20, MMP-2 expression on the growth plate
decreased in contrast to MMP-9, in contrast to MMP-9. On the other hand, periosteal

osteoblasts expressed both gelatinases during lateral growth of membranous ossification.
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MMP-2 was detected in both the proliferative and the resting zones. In later periods (PN1),
immunostaining for MMP-2 and -9 clearly decreased, being present only at the proliferative
zone and in hypertrophic chondrocytes. Conclusions: The involvement of MMP-2 and
MMP-9 in osteogenesis is more far-reaching than merely vascular invasion. This work
shows that gelatinases expression is strictly controlled both spatially and temporally during
ossification. These enzymes actively participate in osteogenesis, mainly at the
hypertrophic cartilage/osteoblasts interface.

Financial Support: FAPESP, CNP(q, Capes, PRP-USP, FOB.

Trabalho apresentado na forma de poster a XXXIlI Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 17 a 22 de maio de 2004,

Caxambu/MG.
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EXPRESSION OF METALLOPROTEINASES-2 AND -9 DURING AMELOGENESIS.

KBS Paiva', WF Zambuzzi®, GN Zanelatto?, ACCO Demarchi*, T Accorsi-Mendonca?, MC
Sogayar® and JM Granjeiro®. 'Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas; ?Faculdade de

Odontologia de Bauru, USP; ®Instituto de Quimica - USP, S&o Paulo-SP, Brasil.

Proteinases play important roles during dental enamel formation, namely: processing and
degradation of enamel proteins. Matrix metalloproteinases (MMP), which are zinc-
dependent endopeptidases, play a pivotal role in extracellular matrix (ECM) turnover.
During embryogenesis and organogenesis MMP-2 and -9 are involved in physiological
tissue remodeling events. Our goal is to evaluate the expression pattern of MMP-2 and -9
during amelogenesis in continuously growing incisor of rats. Hemi-mandibles (n=5) were
collected from 50 days-old rats. Samples were fixed in 10% buffered formalin (pH 7.2),
demineralized and embedded in paraffin. Sections (5 um thickness) were stained with
Masson’s Trichrome. Immunohistochemistry, using polyclonal antibodies against MMP-2
and -9, was performed using the StreptABComplex/HRP Duet kit, with biotinylated
secondary antibody and a chromogenic substrate mixture. The sections were
counterstained with Harry’'s haematoxylin. Immunohistochemistry of demineralized
material provided evidence for stronger MMP-2 staining in maturating ameloblastos than in
secretory phase ones, in contrast to data reported by Goldberg [1]. Immunostaining for
MMP-2 was also observed in odontoblasts, enamel organ, and in cells of the pappilary
layer. MMP-9 was detected in secretory ameloblasts (Tomi's process), and odontoblasts.
Our results support the notion that MMP-2 and -9 are differentially expressed during

amelogenesis, playing an active role during ECM remodeling.
Supported by: FAPESP, CNPq, CAPES, PRP-USP and FOB.

References: [1] Goldberg M et al. (2003) Connect Tissue Res 44(3-4):143-53.
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Keywords: metalloproteinase, extracellular matrix, amelogenesis.

Trabalho apresentado na forma de poster ao 3° International Symposium on

Extracellular Matrix e 8° Simpdsio Brasileiro sobre Matriz Extracelular (SIMEC), 27 a

30 de setembro de 2004, Angra dos Reis/RJ.
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EXPRESSION OF MATRIX METALLOPROTEINASES 2 AND 9 AND RECK DURING
AMELOGENESIS
K.B.S. Paival, W.F. Zambuzzi*, A.C.C.O. Demarchi®, T. Accorsi-Mendonca?, J.M.
Granjeiro®
1 Department of Biochemistry, Biology Institute, State University of Campinas
2 Department of Endodontics, Bauru Dental School, University of Sao Paulo
3 Department of Molecular and Cellular Biology, Biology Institute, Fluminense Federal

University

Proteinases play important roles during dental enamel formation, namely: processing and
degradation of enamel proteins. Matrix metalloproteinases (MMP), which are zinc-
dependent endopeptidases, play a pivotal role in extracellular matrix (ECM) turnover. Reck
gene is widely expressed in normal human tissues, and is a membrane-anchored
glycoprotein that regulate MMP activity. During embryogenesis and organogenesis MMP-2
and -9 are involved in physiological tissue remodeling events. Our goal is to evaluate the
expression pattern of MMP-2, -9 and Reck during the secretory and maturation phases of
amelogenesis in continuously growing incisor of rats. Hemi-mandibles (n=5) were collected
from 50 days-old rats. Samples were fixed in 10% buffered formalin (pH 7.2),
demineralized and embedded in paraffin wax. Sections (5 pm thickness) were stained with
Masson’s Trichrome. Immunohistochemistry, using polyclonal antibodies against MMP-2, -
9 and Reck, was performed using the StreptABComplex/HRP duet kit, with biotinylated
secondary antibody and a chromogenic substrate mixture. The sections were
counterstained with Harris’'s haematoxylin. Immunohistochemistry of demineralized
material provided evidence for stronger MMP-2 staining in enamel organ than in the
cytoplasm of secretory ameloblasts, but diffuse immunostaining on ameloblasts at

maturation stage. MMP-9 was detected in secretory ameloblasts (Tomes Process), in the
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cytoplasm of ameloblasts at maturation stage, and enamel organ. Reck immunostaining
was observed in the cytoplasm of odontoblasts, probably at Golgi complex, in maturation
and secretory ameloblasts, odontoblasts, and enamel organ. Our results support the first
evidence that MMP-2, -9 and Reck are differentially expressed during the phases of
amelogenesis, playing an active role during ECM remodeling, and suggesting a regulation
mechanism of Reck upon metalloproteinases activity.

Keywords: Reck, matrix metalloproteinases, extracellular matrix, amelogenesis.

Supported by: FAPESP, CNPq, CAPES, PRP-USP and FOB.

Trabalho apresentado na forma de péster ao Comparative Endocrinology of Calcium

Regulation Workshop, 25 de julho de 2005, Genebra/Suica. Bone 36:5103-S479.
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TEMPORAL AND SPATIAL MMP2, 9, TIMP1, 2, AND RECK PROTEIN LOCALIZATION
DURING RAT INCISOR DEVELOPMENT.

Accorsi-Mendonca, T.'; Paiva, K.B.S.% Zambuzzi, W.F.%; Sogayar, M.C.%; Bleicher, F.*:

Magloire, H.%; and Granjeiro, J.M.°. 1 Dept. of Endodontic, State University of Campinas,
Piracicaba, SP, Brazil. 2 Depto of Biochemistry, State University of Campinas, Campinas,
SP, Brazil. 3 Laboratoire du Développement et Régénération des Tissues Dentaires,
Faculté d'Odontologie de Lyon, Université Claude Bernard, Lyon, France. 4 Chemistry
Institute , University of Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil. 5 Dept. of Molecular and Cellular

Biology, Fluminense Federal University, Niteroi, RJ, Brazil.

Our goal was to evaluate the expression pattern of MMPs and theirs inhibitors during
amelogenesis in continuously growing rat incisors. Hemi-mandibles (n=5) were collected
from 50 days-old rats. Samples were fixed in 10% buffered formalin, demineralized and
embedded in paraffin wax. For immunohistochemistry (sections - 5 um), we used
polyclonal and biotinylated secondary antibodies, the StreptABComplex/HRP kit, and a
chromogenic substrate mixture. At the secretory phase, MMPs and Reck were weakly
immunostained in the infranuclear region of secretory ameloblasts (SA). MMP9 was also
localized in stellate reticulum cells and diffuse Reck staining was found in SA’s cytoplasm.
At the transition phase, staining for MMPs and Reck was more prominent in macrophages
and/or in dendritics cells of the papillary layer and Reck was also immunopositive in the
transition ameloblast. At early and late maturation phases, the profile found for MMPs and
Reck was the same as the one found in the transition phase, but the immunostaining was
less pronounced. The TIMPs were identified in maturation ameloblasts throughout the
maturation phase, but were absent from the other cell types analyzed. We also observed
that Reck and MMP9 were immuno-positive in the cytoplasm of odontoblasts, probably at

the Golgi apparatus and/or the RER network. Our results suggest: 1) MMP2, 9, and Reck
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are expressed by non-epithelial immunocompetents cells of the enamel organ; 2) Reck is
expressed by ameloblasts and odontoblasts; 3) the MMPs, TIMPs, and Reck are
differentially expressed during the different amelogenesis phases in rats, and are likely to
play an active role during ECM remodeling.

Keywords: Reck, MMPs, TIMPs, Amelogenesis, Macrophages and Dendritic Cells.

Supported by: FAPESP, CNPq, CAPES, IFR, and INSERM.

Trabalho apresentado na forma de péster a XXXV Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 01 a 04 de julho de 2006,

Aguas de Lindoia/SP.
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TEMPORAL AND SPATIAL MMP2, 9, TIMP1, 2, AND RECK LOCALIZATION DURING
MOUSE ENDOCHONDRAL OSSIFICATION DEVELOPMENT.

Paiva, K.B.S.'; Zambuzzi, W.F.*; Sogayar, M.C.%; Bleicher, F.%; Magloire, H.% and

Granjeiro, J.M.*. 1 Dept of Biochemistry, State University of Campinas, Campinas, SP,
Brazil; 2 Institute of Chemistry, University of Sao Paulo, SP, Brazil; 3 Laboratoire du
Développement et Régénération des Tissues Dentaires, Faculté d'Odontologie de Lyon,
Université Claude Bernard, Lyon, France ; 4 Dept of Molecular and Cellular Biology,

Fluminense Federal University, Niteroi, RJ, Brazil.

Our objective was to analyse the spatial-temporal distribution of MMPs and theirs
inhibitors, TIMP1, 2 and Reck, during mouse endochondral ossification. Femurs
(n=5/period) were collected from foetuses (E13-E20) and 1 day postnatal (PN1) and
processed to immunohistochemistry (IHQ) and gelatin zymography (GZ) analysis. For IHQ
(sections - 5um), we used polyclonal and biotinylated secondary antibodies, the
StreptABComplex/HRP kit, a chromogenic substrate mixture. For GZ, the tissues were
frozen at -80°C until the protein extraction and 10% SDS-PAGE containing 4% gelatin.
During the chondrocyte differentiation phase (E13), the proliferative (PC) and
prehyperthrophic (PHC) chondrocytes were immunopositives for the MMPs, Reck, and
TIMPs. The hypertrophics chondrocytes (HC) on E14 showed stronger immunostaining for
MMPs than Reck and TIMPs. At the early vascular and cellular invasion period (E15),
MMPs were expressed by endothelial and mesenchymal cells (MC) localized in the inner
layer of the perichondrium. PC and PHC were strongly immunoposite to Reck. No changes
on TIMPs profile was observed on E15 and MC were strongly immunopositives for MMPs
but weakly for TIMPs and Reck at the diaphysis. During the primary bone formation (E16)
the HC and osteoblasts in the growth plate (GP) were immunopositives for MMPs,

decreasing until PN1. However, the Reck and TIMPs immunostaining increased during the
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same period. The GZ showed MMPs activities in all periods, being highest at E18. Our
results support that Reck is expressed by osteogenic and chondrogenic cells and that
MMP2, 9, TIMP1, 2, and Reck were differentially expressed during the endochondral
ossification in mouse’ femur, suggesting that they play an active role during ECM
remodeling.

Keywords: Reck, MMPs, TIMPs, and Endochondral Ossification.

Financial Support: FAPESP, CNPq, Capes, INSERM, and IFR.

Trabalho apresentado na forma de pdster a XXXV Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 01 a 04 de julho de 2006,

Aguas de Lindéia/SP.
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GENE AND PROTEIN EXPRESSION OF MMPS, TIMPS, AND RECK DURING
MOUSE CRANIOFACIAL DEVELOPMENT
Paiva, K.B.S."; Zambuzzi, W.F.; Sogayar, M.C.*; Couble, M-C.? Bleicher, F.?%

Magloire, H.%; Granjeiro, J.M.%. 1 Department of Biochemistry, State University of

Campinas, Campinas, SP, Brazil; 2 Institute of Chemistry, University of Sao Paulo, SP,
Brazil; 3 Faculté d’Odontologie de Lyon, Université Claude Bernard, Lyon, France; 4
Department of Molecular and Cell Biology, Fluminense Federal University, Niteroi, RJ,

Braazil.

Our objective was to analyse the spatial-temporal distribution of MMP-2, MMP-9, TIMP-
1, TIMP-2 and RECK, during mouse craniofacial development. Heads (n=5/period)
were collected from foetuses (E13-E20) and 1 day postnatal (PN1) and processed to
immunohistochemistry and in situ hybridization. During mandible and maxillae
intramembranous ossification, osteoblasts were immunostained for MMPs (early
stage), TIMPs (late stage) and RECK. In Meckel cartilage degradation, MMPs, RECK
and TIMPs mRNA and protein were found in perichondrial cells. During odontogenesis,
RECK was immunostained in migrating epithelial cells in bud stage, enamel inner
epithelial cells in cap stage, and in ameloblasts and odontoblasts in bell stage. RECK
MRNA was found difuse in all tooth germ in cap stage, more localizated in primary
enamel knout in early bell stage, and in ameloblasts and odontoblasts in late bell stage.
The alveolar bone was immunolabelled in all periods. Our results support that RECK is
expressed by odontogenic, osteogenic and chondrogenic cells and MMPs, TIMPs, and
RECK were differentially expressed during the mouse intramembranous ossification
and odontogenesis, suggesting that they may play an active role in ECM remodeling
control.

Keywords: MMP, TIMP, RECK, Intramembranous Ossification, Odontogenesis and

Meckel Cartilage.
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Financial Support: FAPESP, CNPq, CAPES, INSERM and IFR.

Trabalho apresentado na forma de poster a XXXVI Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 21 a 25 de maio de 2007,

Salvador/BA.
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GENE TRANSCRIPTION AND TRANSLATION OF MMPS, TIMPS, AND RECK DURING
MOUSE ENDOCHONDRAL OSSIFICATION

Paiva, K.B.S.'; Zambuzzi, W.F.*; Couble M-L.2, Bleicher, F.% Magloire, H.%; Sogayar,

M.C.%: Granjeiro, JM.A1 Dept Biochemistry, UNICAMP, Campinas, Brazil; 2 Institute of
Chemistry, USP, Brazil; 3 Faculté d'Odontologie de Lyon, UCB, Lyon, France; 4 Dept

Molecular and Cell Biology, UFF, Niteroi, Brazil.

Our objective was to analyse the spatial-temporal distribution of MMP-2, MMP-9, TIMP-1,
TIMP-2 and RECK, during mouse endochondral ossification. Femurs (n=5/period) were
collected from foetuses and newborn and processed for immunohistochemistry, gelatin
zymography, in situ hybridization and real-time PCR analysis. Chondrocytes were
immunopositive for MMPs, RECK, and TIMPs during chondrocyte differentiation (E13). At
the cartilaginous template (E14), the hypertrophic chondrocytes (HC) were
immunostained for MMPs and RECK. RECK and TIMPs immunopositive cells were found
in the perichondrium. At the vascular and cellular invasion (E15), MMPs, RECK and
TIMPs were expressed by migrating cells from bone collar as well as by
osteoclasts/chondroclasts close to the transverse septum. HC remained immunostained.
From E16 to PN1, MMPs, TIMPs, and RECK were expressed by osteoblasts and HC in
the growth plate and by cells in the perichondrium and periosteum. Zymographic analysis
showed that MMPs were active during all periods, being highest at E19. The RECK
MRNA pattern was similar to immunohistochemistry, detected during all periods, being
highest at E20. Our results support that RECK is expressed by osteogenic and
chondrogenic cells and that MMPs, TIMPs, and RECK are differentially expressed during
mouse endochondral ossification.

Keywords: MMP, TIMP, RECK, and Endochondral Ossification.

Financial Support: FAPESP, CNPqg, CAPES,FINEP, INSERM and IFR.
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Trabalho apresentado na forma de péster a XXXVI Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBQ), 21 a 25 de maio de 2007,

Salvador/BA.
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