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1. RESUMO

FGH é uma condigao oral rara caracterizada por um aumento gengival
generalizado com crescimento lenio e progressivo. Evidéncias experimentais de-
monstram que o aumento gengival observado em pacientes com FGH pode estar
associado com uma elevada capacidade proliferativa de fibroblastos residentes,
um aumento na sintese de colageno ou uma redugéo nos niveis de expressao,
producédo e secrecéao de MMPs. TGF-31 é uma citocina com papel importante na
patogénese de desordens fibroticas, incluindo FGH, devido a sua habilidade de
estimuiar a sintese e reduzir a degradacao de MEC. Embora tenha sido demons-
trado que em FGH, TGF-B1 em uma fracao autdcrina reduz os niveis de expres-
sao e producao de MMPs, o papel desta citocina na modulagdo do crescimento
celular ndo foi ainda estabelecido nesta doenca. O objetivo deste estudo foi verifi-
car o comportamento proliferativo de fibroblastos gengivais de 12 pacientes com
FGH e determinar o papel do efeito autdcrino de TGF-B1 como um estimulador do
crescimento celular, através de 2 métodos bem descritos na _Hteratura: oligonucle-
otideos antisense conira a regiao de traducéo de TGF-B1 e anticorpos neutrali-
zantes. Quatro diferentes ensaios de andlise de proliferacao celular: incorporacao
de BrdU, expressao de PCNA, analise quantitativa de AgNORs e indice mitético
demonstraram que os indices de proliferacéo foram significantemente maiores em
fibroblastos de FGH que em células controle. Oligonucleotideos antisense reduzi-
ram a produgao de TGF-B1 como demonstrado por ELISA, enquanto que os niveis
de expressado de RNAm para TGF-31 nao foram alterados significantemente como

revelado por RT-PCR. A reducdo na producgdo e atividade de TGF-B1 acompa-
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nhadas pelo tratamento com oligonucleotideos e anticorpos neutralizantes, res-
pectivamente, resultaram na reducéc na capacidade proliferativa de fibroblastos
de FGH. Estes resultados indicam a existéncia de um papel autécrino de TGF-31

como um estimulador da proliferacéo celular de fibroblastos de FGH.

Palavras chave: Fibromatose gengival hereditaria, fibroblastos, prolife-

racdo celular e fator de crescimento transformante B1.
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2. ABSTRACT
TGF-1 autocrine stimulation regulates fibroblast proliferation in hereditary gingival
fibromatosis

Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is a rare oral disease character-
ized by a slow and progressive enlargement of bothl_the maxilla and mandible gin-
giva. Increased proliferation, elevated synthesis of extraceliular matrix, particularly
coliagen, and reduced levels of matrix metalloproteinases seem to contribute to the
pathogenesis of gingival overgrowth in HGF patients. Transforming growth factor-
B1 (TGF-B1) is an important cytokine thought to play a major role in fibrotic disor-
ders, such as HGF, due to its ability to stimulate the synthesis and reduce the deg-
radation of extracellular matrix. In HGF fibroblasts, TGF-B1 autocrine stimulation
reduces expression and production of matrix metalioproteinases. However, the role
of TGF-B1 in the fibroblast growth modulation has not been established in this dis-
ease. The aim of this study was confirm the increased proliferation rate of HGF
fibroblast cell lines and to explore a possible autocrine role of TGF-B1 as a cell
growth stimulator by blocking production of this endogenous cytokine using two
well established systems: antisense oligonucleotides and neutralizing antibodies.
Four different cellular proliferation assays: BrdU-labeling, AgNOR, PCNA and mi-
totic indexes confirmed that fibroblasts from HGF proliferate significantly faster
than those from normal gingiva. Antisense oligonucleotides reduced TGF-31 pro-
duction as demonstrated by capiure ELISA, whereas mRNA TGF-B1 statement

levels were not significantly modified by using RT-PCR . Blocking TGF-B1 synthe-
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sis with oligonuclectides or its activity with specific antibodies resulted in a de-
creased magnitude of HGF fibroblast proliferation. These results are consistent
with the existence of an autocrine role of TGF-31 as a stimulator of HGF fibroblast

proliferation.

KEY WORDS: Hereditary gingival fibromatosis; fibroblast, proliferation

index, transforming growth factor-31.
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3. INTRODUCAO

FGH é uma condic&o oral rara clinicamente manifestada por um au-
mento gengival generalizado e fibrotico, podendo se apresentar de forma isolada
ou associada a outras alteragdes, como parte de uma sindrome. Como tal, a FGH
tem sido descrita em associacdo a hipertricose, retardo mental, epilepsia, perda
auditiva progressiva e anormalidades das extremidades, particularmente dedos
dos pés e méos. A FGH geralmente apresenta um modo de heranga autossémico
dominante, contudo, o gene demonstra variaveis graus de penetrancia e expressi-
vidade. Formas autossémicas recessivas sdo ocasionalmente relatadas. Histologi-
camente, a FGH e caracterizada por uma mucosa revestida por epitelio acantotico
com longas e delgadas criptas epiteliais que se estendem ao tecido conjuntivo,
denso e rico em fibras colagenas. Em adicdo ao colageno, FGH e outras hiperpla-
sias gengivais apresentam elevados niveis de outras macromoléculas da MEC
como fibronectina e proteoglicanos.

Os mecanismos moleculares envolvidos na FGH sao desconhecidos, e
os resultados de estudos de culturas celulares variam. Evidéncias experimentais
demonstraram que o aumento gengival pode estar relacionado com o metabolismo
e/ou catabolismo de colageno tipo [. Em culturas de células, Johnson et al. (1986)
descreveram que fibroblastos gengivais de FGH sao capazes de sintetizar as
mesmas quantidades de proteinas quando comparados a fibroblastos de GN, mas
a producao de colageno € apenas a metade nas células de FGH. Estes autores
também descreveram que a proliferacéo celular € menor em fibroblastos de FGH.

Por outro lado, Shirasuna et al. (1989) demonstraram que apesar da capacidade
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de produzir elevados niveis protéicos, incluindo colageno, fibroblastos de FGH
mostraram menor taxa de crescimento quando comparados com fibroblastos de
GN. Desta forma, estes autores sugeriram que a hiperplasia gengival e resultado
de uma producdo e acumulo excessivo de colageno tipo | no meio extracelular.
Oikarinen et al. (1980} estudando caso de FGH associado a deficiéncia na sintese
de hormbnios do crescimento, descreveram uma baixa taxa de proliferagao celu-
lar, como descrito por Shirasuna et al. (1989), mas em contraste, o nivel de produ-
cdo de RNAm para colageno tipos | e I foi menor nos fibroblastos de FGH. Sendo
assim, estes autores sugeriram que o acumulo de colageno poderia ser decorrente
de uma reducao na atividade enzimatica das colagenases, as principais enzimas
extracelulares relacionadas com a degradacéo de colageno tipo 1, ou poderia ser
decorrente de um aumento nos niveis extracelulares de TIMPs, os principais inibi-
dores extracelulares do catabolismo do colageno. Tipton et al. (1997) estudando
trés casos de FGH demonstraram uma maior velocidade proliferativa e uma maior
producaoc de colageno tipo | e fibronectina por fibroblastos de FGH. Embora tenha
sido descrito que a excessiva producao de TGF-§ controla a sintese de colageno e
fibronectina em FGH, o mecanismo responsavel pelo actimulo de colageno ainda
nao foi compreendido (Tipton & Dabbous, 1998).

O Orocentro, Centro de Atendimento de Pacientes Especiais da Disci-
plina de Patologia Oral da FOP-UNICAMP, acompanha a mais de 20 anos uma
familia com FGH de padrao autossémico dominante. Apds cinco geracdes, esta

familia é constituida por 222 membros, dos quais 63 apresentam a alteracéo.

10
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Como descrito, a FGH pode estar associada a outras alteragoes, porem, nossos
pacientes nao apresentam nenhuma das caracteristicas comumente observadas
em associacdo a FGH e apresentam intelecto normal (Bozzo et al.,, 1994). Re-
centemente, nds demonstramos, em um grupo de quatro linhagens celulares de
fibroblastos isolados de pacientes com FGH, um maior indice proliferativo em fi-
broblastos de FGH quando comparados & fibroblastos de GN. Em condigbes de
saturacao celular, o nimero de fibroblastos de GN variou entre 2,5-3,2x10% célu-
las/cm?, enquanto o numero de FGH foi 4,0-4,7x10% células/cm? (Coletta et al.,
1998).

TGF-31 é um potente fator mitdtico para fibroblastos, ndo apenas por
induzir as células a entrarem na fase S, mas também por encurtar a fase G; do
ciclo celular. Por outro lado, TGF-B1 inibe o crescimento celular de queratindcitos,
células neuronais, linfocitos e hepatdcitos, além de estimular a sintese de diversas
proteinas da MEC como coldgeno, fibronectina e proteoglicanos. TGF-B1 também
inibe a degradacao da MEC inibindo a sintese de MMPs e estimulando a sintese
de TIMPs. TGF-31 estimula o crescimento de vasos sanglineos, processo cha-
mado angiogénese. A expressao e producaoc de TGF-B1 t8ém recentemente sido
amplamente analisada, in vivo e in vitro, em diversos modelos de fibrose decor-
rentes de processos inflamatérios ou senis. De forma geral, estes estudos de-
monstraram uma exacerbada expressac de TGF-B1 em associacdo com a pro-

gressao da fibrose. A indug@o de TGF-B1 no tratamento com ciclosporina parece

11
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ser o principal fator relacionado com os efeitos colaterais da droga incluindo a hi-
perplasia gengival.

O objetivo deste trabalho foi confirmar a maior capacidade proliferativa
de fibroblastos de FGH isolados de 12 membros de uma mesma familia afetada
por FGH e comparar com fibroblastos isolados de individuos com GN. Adicional-
mente, analisar o papel da estimulacéo autécrino de TGF-1, que é produzido em
grandes gquantidades por fibroblastos de FGH, na estimulagdo de proliferacao
destas células utilizando dois modelos bem estabelecidos: oligonucleotideos anti-
sense contra a regiao de iniciacdo de traducao de TGF-1 e anticorpos neutrali-
zantes. Tambeém foi analisado o potencial de indugdo da proliferac@o celular de

TGF-B1 através de sua incorporacdo aoc meio de cultura de linhagens de GN.

12
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4. REVISAO DA LITERATURA
4.1. Fibromatose gengival hereditaria

Fibromatose gengival € um termo generico usado clinicamente para
identificar uma alieracao volumeétrica da gengiva, freqUentemente resultado do
acumulo de grandes quantidades de colageno (Takagi et al., 1991). A fibromatose
gengival é classificada em iatrogénica, idiopatica, inflamatdria, medicamentosa e
hereditaria. A fibromatose gengival de carater hereditario é denominada FGH.

A FGH & uma condigcac oral rara que afeta 1 em 750.000 individuos
(Ramer et al., 1996), clinicamente manifestada por um aumento gengival generali-
zado e fibrético, podendo se apresentar na forma isolada ou associada a outras
alteragbes, como parte de uma sindrome (Bozzo et al., 1994; Bakaeen & Scully,
1991). Como tal, a FGH foi descrita em associagdo a hipertelorismo (Wynne,
1995), hipertricose {(Cuestas-Carneiro & Bornancini, 1988), retardo mental, epilep-
sia (Takagi et al., 1991), perda auditiva progressiva (Wynne, 1895) e anormalida-
des das extremidades, particularmente dedos das maos e pés (Bakaeen & Scully,
1991).

A FGH é descrita clinicamente como um aumento gengival, firme, difu-
so, com pontithado superficial caracteristico, indolor, ndo hemorragico e de colora-
cao rosa, que dependendo da gravidade pode cobrir parcial ou totalmente os
dentes (Bozzo et al., 2000). Este aumento gengival pode englobar ambos os arcos
maxilares ou apenas porgdes localizadas de cada arco, sendo mais fregliente na
superficie palatina da tuberosidade maxilar e na superficie lingual da mandibula

(Oikarinen et al., 1990). Quando localizado na tuberosidade maxilar pode esten-

13
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der-se em direcao ao palato duro e gerar compressao da lingua (Gldnham et al.,
1995). Casos mais graves, guando bilaterais, chegam a formar fendas ao centro,
impedindo o correto posicionamento lingual (Wynne et al., 1995}, interferindo na
oclus@o {Brown et al., 1995), dificuitando a fonacao e degluticdo (Bozzo et al.,
1994) ou até mesmo impedindo o contato labial (Kharbanda et al., 1993). Também
foram descritos marcado espaco interdental e impactacdo de dentes deciduos
(Singer, et al., 1993).

A FGH é transmitida de forma heterogénea, pcdendo manifestar de
forma isolada ou mais raramente, como componente de uma sindrome. Freqlen-
temente esta alteracado é herdada de forma autossdmica dominante, mas formas
autossdmicas recessivas tambem foram descritas (Gorlin et al., 1990; Goldblatt,
1992, Danesh-Meyer et al., 1993; Singer et al., 1993). A associagdo mais comum
& com hipertricose, epilepsia e retardo mental (Singer et al., 1993). Dentre as prin-
cipais sindromes associadas a FGH podemos destacar: sindrome Zimmerman-
Laband (fibromatose gengival, displasia de nariz, orelhas e unhas, hipoplasia das
falanges terminais, hiperextensividade das juntas e hepatoesplenomegalia), sin-
drome de Murray-Puretic-Drescher (fibromatose gengival associada a tumores
fibro-hialinos de escalpe, nuca e labios, ostedlise das falanges terminais e infec-
¢cBes recorrentes), sindrome de Rutherford (fibromatose gengival, retardo na erup-
¢éo dos dentes e opacidade da cémeay), sindrome de Cowden (fibromatose gengi-
val, fibroadenoma gigante de seios, hipertricose e multiplos hamartomas), sindro-
me de Cross (fibromatose gengival, hipopigmentacéo, microftalmia com céreas

turvas, retardo mental e paralisia cerebral), sindrome da fibromatose gengival (fi-
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hromatose gengival, hipertricose, epilepsia e retardo mental), fibromatose gengival
com surdez progressiva (fibromatose gengival, progressiva surdez sensorineural e
fibroadenoma gigante dos seios). Algumas outras anomalias, tais como: surdez,
hipertelorismo, telangiectasia, perda ¢ssea alveolar, acromegalia, guerubismo,
estrabismo, catarata, tumores de tecido mole, ossos faciais aumentados, alergia,
esplenomegalia e oligofrenia, anemia falciforme, baixa estatura, dentes supranu-
merarios, sopro no coragao, hiperiensao e alergia a penicilina também foram des-
critas em associacdo a fibromatose gengival (Wynne et al., 1995, Ramon et al,,
1967, Jorgenson & Cocker, 1974, Kratz & Morin, 1987, Brown et al., 1995).

E aceito que a FGH é uma alterac@o genética, mas o mecanismo peio
qual o aumento gengival ocorre ainda € desconhecido. O primeiro estudo sugerin-
do o provavel gene alterado na FGH foi recentemente descrito por Hart et al.
(1998). Estes autores, estudando uma familia com 12 membros afetados por FGH
através de técnicas de alinhamento genético, identificaram alteragoes provavel-
mente relacionadas com a doenga no cromossomo 2 entre os loci D2S1788 e
D25441, Contudo, estudos semelhanies na nossa familia nao confirmaram ali-
nhamento cromossdmico similar (Hart et al, 2000) Receniemente, Xiao et al.
(2000) analisando quatro diferentes familias portadoras de FGH demonstraram
gue o provavel gene relacionado a FGH esta localizado entre os loci D28352 e
D2521863, que sobrepoe uma distancia de 3.8 ¢cM da regido anteriormente descrita
por Hart et al. (1998). A identificacao do(s) gene(s) responsavel(is) pelo aumento
gengival observado em pacientes com FGH e o conhecimento da(s) mutagao(des)

que provocam esta alteracéo, possibilitarao o conhecimento dos eventos bioldgi-

15



Anglise do efeito autécrine de TGF-81 na proliferaciio celular de fibrobiastos gengivats de pacientes com FGH

cos associados a esta alterac@o, abrindo perspectivas para a terapia definitiva
destes pacientes.

Ha consenso geral que o aumento gengival € proveniente de uma hi-
perplasia ndo inflamatéria dos elementos do tecido conjuntivo. Densos e numero-
sos feixes de fibras coldgenas mostram-se entrelacados e permeados por fibro-
blastos, vasos sangtineos e ocasionalmente, discreto infilirade inflamatéric. O
epitélio pavimentoso estratificado paraqueratinizado encontra-se hiperplasico e,
profundas e delgadas criptas epiteliais projetam em direcdo ao conjuntivo subja-
cente (Redman et al., 1984; Danesh-Meyer & Holborow, 1993). Pequenos e multi-
plos focos de calcificacao distréfica, ithas de metaplasia dssea, areas de ulceragao
e focos de células inflamatdrias também foram descritos {(Glnhan et al., 1995),
Provavelmente, a grande variedade nas alterag6es histolégicas descritas na FGH
seja resultado da heterogeneidade clinica e genética da doenca.

Os estudos ultraestruturais encontraram dois tipos principais de fibro-
blastos. Em areas com densos feixes de fibras colagenas, encontra-se fibroblastos
“inativos”, isto &, células com reduzido citoplasma, pequenos grupos de poliribos-
somos e escasso reticulo endoplasmatico e mitocondrias. Em dreas repletas de
MEC, os fibroblastos sao maiores e considerados “ativos” por apresentarem am-
plas cisternas de reticulo endoplasmatico liso e rugoso, aparelho de Golgi bem
desenvolvido e grande nimero de mitocdndrias e microfilamentos (Collan et al.,
1982). Shirasuna et al. (1989) demonstraram em 2 irmaos afetados por FGH que
os fibroblastos gengivais apresentavam um nicleo eliptico com um ou dois hucié-

olos e cromatina esparsa e, um citoplasma abundante em aparelho de Golgi, mito-
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condrias alongadas e reticulo endoplasmatico rugoso. Em anélise ultraestrutural
da MEC gengival de pacientes afetados por FGH, Barros (1991) descreve que as
fibras colagenas exibiam um padrio de disscciacdo e uma grande variagao de
diametro. As fibras oxitalamicas da gengiva de individuos com FGH comparando
com a gengiva de pacientes normais apresentavam-se em maior quantidade. Por
outro lado, n&o foi detectada a presenca de fibras elasticas.

Os mecanismos biolégicos envoividos na FGH sdo desconhecidos, e 0s
resultados de estudos de culturas celulares séo controversos. Fibroblastos deriva-
dos da gengiva de pacientes com FGH demonstraram tanto redugéo quanto au-
mento no potencial proliferativo e na sintese de colageno (Johnson et al., 1986;
Shirasuna et al., 1989; Oikarinen et al., 1990; Tipton et al., 1997). Embora tenha
sido demonstrado que o efeito autécrino de TGFpB1 regula a sintese de colageno
por fibroblastos de FGH (Tipton & Dabbous, 1998), os mecanismos relacionados &
ativacdo desta citocina ainda s&o incertos. Em culturas de células, Johnson et al.
(1986) descreveram que fibroblastos gengivais de FGH sao capazes de sintetizar
as mesmas quantidades de proteinas quando comparados a fibroblastos de GN,
mas a produ¢ao de colageno € apenas a metade nas células de FGH. Estes auto-
res também descreveram que a proliferacac celular € menor em fibroblastos de
FGH. Shirasuna et al. (1989) demonstiraram que apesar da capacidade de produ-
zir elevados niveis protéicos, incluindo colageno, fibroblastos de FGH mostraram
menor taxa de crescimento quando comparado com fibroblastos de GN. Desta

forma, sugeriram que a hiperplasia gengival € resulitado de uma producac e acu-
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mulo excessivo de colageno tipo | no meio extracelular. Oikarinen et al. (1990)
estudando um caso de FGH associado a deficiéncia na sintese de horménios do
crescimento, descreveram uma baixa taxa de proliferacao celular, como descrito
por Shirasuna et al. (1989}, mas em contraste, o nivel de producdo de RNAm para
colageno tipos | e Hll foi menor nos fibroblastos de FGH. Tipton et al. (1997) estu-
dando {rés casos de FGH demonstraram uma maior velocidade proliferativa e uma
maior produgao de colageno tipo [ e fibronectina por fibroblastos de FGH.

Nosso grupo tem cultivado fibroblasios isolados de pacientes com FGH
desde 19897 e realizado estudos que versam desde a analise morfolégica das cé-
lutas até a analise dos possiveis mecanismos biolégicos que regulam o cresci-
mento gengival observado em pacientes com FGH. Coletta et al. (1998) analisa-
ram, através de seis diferentes ensaios de proliferacéo celular (ensaio de cresci-
mento celular, ensaio colorimetrico de MTT, contagem e medida de NORSs, deter-
minacao de expressao de PCNA e incorporacéao de BrdU e timidina tritiada), uma
maior taxa de proliferacdo celular em fibroblastos isolados de 4 pacientes com
FGH quando comparados com fibroblastos isolados de pacientes com GN. Analise
por citometria de fluxo confirmou estes resultados, demonstrando gue embora os
fibroblastos de GN e FGH sejam dipldides, fibroblastos de FGH mostraram uma
maior porcentagem de células nas fases S e G2/M do ciclo celular (Coletta et al.,
1999a). Nossos resultados também demonstraram que fibroblastos de FGH sao
capazes de sintetizar maiores gquantidades de coldgeno comparado com fibro-
blastos de GN e, que, o colageno tipo | produzido por estas células apresenta uma

relagao estequiomeétrica normal, caracterizada pela relacao [a1{1)]; [02(1)] (Cole-
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tta et al, 1999a). Estes resultados sao consistentes aos dados da literatura que
descreveram gue os tipos de colagenos e as relacdes estequiometricas sdo as
mesmas em gengivas normais e hiperplasias gengivais generalizadas induzidas
por drogas ou de origem genetica (Becker et al., 1967; Johnson et al., 1986).

Tradicionalmente é inferida a producac local de MEC como causa do
aumento gengival de pacientes com FGH e em hiperplasias gengivais induzidas
por drogas. Contudo, recentes estudos demonstraram igual importancia para os
mecanismos que regulam a proliferacdo celular e para degradagao dos compo-
nentes da MEC. A degradacao da MEC é principalmente realizada por enzimas do
grupo das MMPs. As MMPs sao endopeptidases dependentes de zinco conheci-
das pela sua habilidade de degradar vérias macromoléculas da MEC. Inimeras
gvidéncias existem para a participacao das MMPs em processos normais e pato-
légicos, incluindo embriogénese, reparacao, inflamacao, cancer e doengas fibroti-
cas. A atividade catalitica das MMPs e regulada em multiplos niveis, 0os quais in-
cluem transcricao, traducao, secrecao, ativacdo e inibigcdo. Este Ultimo é controla-
do por membros da familia dos inibidores teciduais de metaloproteinases de matriz
(TIMP). A expressao génica € regulada por uma variedade de agentes, incluindo a
citocina TGF-B1. Em resposta a TGF-$1, fibroblastos de FGH reduzem a producéo
de MMP-1, enquanto elevam os niveis de expressao e producdo de MMP-2 (Cole-
ita et al., 1999b).

Recentemente, nés demonstramos que as células de FGH e GN, ape-

sar da diferenga de velocidade de crescimento, proliferaram em orientacdo para-
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lela respeitando 0 espaco que deve normaimente existir entre as membranas ce-
lulares e, em condicbes de confluéncia celular nao foi observado empilhamento,
desorganizagao na distribuicao ou morte celular. Morfologicamente em condi¢Ges
de subconfluéncia celular, os fibroblastos de FGH e GN foram similares. Exibiram
formato fusiforme com nlcleo central e tipicos prolongamentos citoplasmaticos.
Porém, em condigdes de confluéncia celular, os fibroblastos de FGH demonstra-
ram tamanho e largura menores que fibroblastos de GN. A coloragéo das células
pela técnica convencional de H&E e anélise em microscopia de luz demonstrou
que, a reducéo no volume celular dos fibroblastos de FGH em condigdes de con-
fluéncia celular é resultado da reducéo no volume citoplasmatico, ndo no volume
nuclear (Martelli-dunior et al., 2000)

A FGH nao pode ser curada, mas pode ser controlada com graus varia-
dos de sucesso. Quando o aumento gengival € minimo, boa higiene dental pode
ser a unica medida a ser tomada para a manutencgao das condigdes fisiologicas de
mastigagao, degluticdo e fala e para a estética gengival dos pacientes. Com o au-
mento na quantidade de tecido gengival e inicio das alteragGes funcionais, & indi-
cada a intervencgao cirdrgica. Diversos autores tém observado recidiva do aumento
gengival apds gengivectomias e gengivoplastias, contudo, os beneficios fisiologi-
cos e estéticos, mesmo que temporarios, nao devem ser subestimados. Cuestas-
Cameiro & Bornancini (1988) e muitos outros autores recomendam a excisédo do
excesso de tecido gengival combinado com a extrac@o de todos os dentes em ca-
sos cronicos, pois esta parece ser a Unica forma de tratamento definitivo. O trata-

mento dos pacientes acompanhado por nés recebe um protocolo muito mais con-
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servador, isto &, gengivectomias e gengivoplastias com preservacdo da denticdo.
Esta opcdo € baseada na observacdo que apdés 30 anos de idade, o aumento
gengival e as recidivas s80 menos intensas. Esta observacao foi também descrita
por Fletcher (1966). Varios métodos de remocao de grandes guantidades de teci-
do gengival tém sido utilizados em outros estudos como laser de didxido de car-
bono (Bakaeen & Scully, 1991) e eletrocautério (Zackin & Weisberger, 1961).
Emerson (1965) enfatizou a imporidncia da obten¢ao de um correto contomo gen-
gival como o ponto mais importante para a prevencao de recidivas. Adicional-
mente, demonstra que o grau de hiperplasia gengival ndo parece estar associado

com a higiene oral ou com a presenca de tartaro.

4.2. Fator de crescimento TGF-i

Muitos eventos bioldgicos séo regulados por interacdes celulares, que
podem ser caracterizados em dois tipos: na membrana, isto é, entre membranas
celulares; e interactes mediadas por sinalizadores celulares, tal como citocinas
(Albert et al., 1994). Citocinas s@o proteinas sollveis de pequena massa molecular
produzidas por diferentes tipos celulares que apresentam a funcéo de alterar o
comportamento ou as propriedades celulares no local ou sistemicamente (Abbas
et al.,, 1997). Incluem proteinas do grupo da citocinas: as interleucinas, os interfe-
rons, os fatores de crescimento, os fatores citotdxicos, os fatores inibidores ou ati-
vadores e 0s fatores estimulantes de colénias. As citocinas apresentam funcdes
importantes em inumeros processos biologicos como proliferacéo, diferenciacao,

regeneracao, inflamacao e na resposta imunolégica celular e humoral.
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Como via de regra, a sintese das citocinas é induzida, embora tenha
sido descrito que alguns fatores sao produzidos de forma constitutiva. Apds ativa-
¢ao, as celulas sao capazes de produzir diferentes tipos de citocinas ao mesmo
tempo. Muitas destas celulas também expressam receptores especificos de forma
constitutiva ou induzida. As citocinas foram classificadas com base na sua origem
e funcao, embora seja conhecido que muitas sao geralmente moléeculas multifun-
cionais e s@o produzidas por diversos tipos celulares. Citocinas foram original-
mente identificadas e descritas em processos imunolégicos e inflamatérios, e a
grande maioria das publica¢tes nesta area enfoca a participacéo destas proteinas
nestes processos. Recentemente foi demonstrado que estas proteinas apresen-
tam funcoes importantes em condictes de homeostasia celular e que a expressao
e producdo desregulada pode estar relacionada com a etiologia de doencas.

TGF-3 foi originalmente purificada de placenta humana, plaquetas e rim
bovino (Hefti et al., 1993). A denominagéo TGF é devido a habilidade deste fator
em permitir que celulas normais crescam em "soft" &gar, uma caracteristica exclu-
siva de células malignas (células transformadas), e por causar transformagoes
fenotipicas em fibroblastos (Roberts et al., 1981; Tucker et al., 1983). TGF- B &
uma familia de moléculas formada por, pelo menos, cinco membros o0s quais sao
codificados por genes distintos e designados de TGF-B1 a TGF-B5. Estas molé-
culas sao produzidas praticamente por todos os tipos celulares estudados até o
momento e, podem produzir uma grande variedade de funcdes celulares, os guais
sao principaimente dependentes da célula alvo, entre outros fatores {Sporn et al.,

1987). TGF-B € um potente fator mitético para fibroblastos, ndo apenas por induzir
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as células a entrarem na fase S, mas também por encurtar a fase G, do ciclo ce-
lular (Kim et al., 1998). Por outro lado, inibe o crescimento celular de queratinoci-
tos, células endoteliais, células neuronais, linfécitos e hepatdcitos, além de esti-
mular a sintese de diversas proteinas da MEC como colageno, fibronectina e pro-
teoglicanos (Ignotz & Messague, 1986: Raghow et al., 1987). TGF-B também inibe
a degradacado da MEC inibindo a sintese de MMPs e estimulando a sintese de
TIMPs (Laiho & Keski-Oja, 1989; Overall et al., 1989). TGF-B1, 2 e 3 sao as prin-
cipais isoformas produzidas por células humanas; TGF- B1 e TGF-82 s&ao produzi-
das por muitos tipos celuiares, enquanto que TGF-B3 & principalmente expresso
por células de origem mesenquimal (Massague, 1990). Estas moléculas sédo se-
cretadas na forma latente como homodimeros e, devem ser ativados para desem-
penhar suas fungdes bioldgicas.

A expressao e producdo de TGF-B1 tem sido amplamente analisada, in
vivo e in vitro, em diversos modelos de fibrose decorrentes de processos inflama-
torios ou senis (Peters et al., 1998; Sibalic et al., 1998). De forma geral, estes es-
tudos demonstraram uma exacerbada expressao de TGF-31 em associacao com
a progressao da fibrose. A indugéao de TGF-B1 pelo tratamento com ciclosporina
parece ser o principal fator relacionado com os efeitos colaterais da droga incluin-
do a hiperplasia gengival (Nicholson et al., 1998; Hojo et al., 1999). A utilizacao de
fatores que impecam a produgao de TGF-31, ou a introducao de TGF- 31 no meio
de cultura contribui para a elucidacao de seu papel em inumeras doengas. A neu-

tralizacdo pode ser realizada através de anticorpos anti-TGF-B1 (Imbert AM et al.,
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1997) ou de oligonuclectideos antisense contra a regiao de iniciagdo da traducao

do BRNAm {Defacque et al., 1999).

4.3. Métodos de analise da proliferacao celular

O ciclo celular é dividido em fases distintas, sendo a fase M ou mitose,
a etapa de divisao nuclear que lidera a formacao de duas novas células. A fase M
& a mais estudada. Contudo, a fase M, na maioria das células, tem uma duracao
de apenas 60 minutos, o que corresponde apenas a uma pequena fragio do tem-
po total de duragdo do ciclo celular. O maior perfodo do ciclo celuiar € ocupado
pela fase denominada de interfase. A fase de interfase é dividida em 3 outras fa-
ses denominadas de G1, S e G2. A duplicagdo do DNA ocorre na fase S. O inter-
valo entre a mitose e o inicio da duplicacdo do DNA & chamada de fase G1 e o
intervalo entre o final da duplicacdo do DNA e o inicio da divisdo celular é chama-
do de fase G2. As fases G1 e G2 fornecem tempo para o crescimento celular.

Celulas na fase S do ciclo celular podem ser reconhecidas pela incorpo-
racao de nucleotideos marcados no DNA. A marcacao do DNA pode ser radioati-
va, comumente na forma de timidina tritiada, ou analogos moleculares, usual-
mente usado na forma de BrdU, que é andlogo sintético da timidina. Os nlcleos
das celulas que incorporam o composto marcado sao reconhecidos por autorradi-
ografia ou por coloracdo com anticorpos anti-BrdU. Tipicamente, em urma popula-
cac de celulas em crescimento quase todas as células estdo proliferando, mas de
uma maneira assincronica, cerca de 30% estdo na fase S e, portanto, sio marca-

das pela captacao de precursor de DNA. Da fracao de células marcadas (indice de
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marcacao}, pode-se estimar a duracéo da fase S como uma fragao do ciclo celular
total. Além disso, pela adicao de timidina tritiada ou BrdU e permitindo que as cé-
lulas continuem no ciclo durante periodos mensuraveis de tempo, pode-se calcular
quanto tempo leva para uma célula na fase S do ciclo celular completar a forma-
¢éo de 2 novas células.. Pode-se tambem avaliar a taxa de proliferagao através do
IM, ou seja, a porcentagem de células que estao em mitose para um determinado
numero de células ou através de marcadores de proteinas reguladoras do ciclo

celular (Schipper et al., 1998).

4.3.1. BrdU

Inicialmente, a andlise da proliferacao celular era realizada atraveés da
incorporag@o de nucieotideos radioativos (timidina tritiada) com posterior identifi-
cagao de células em divisdo atraveés de autorradiografias. Esta técnica apesar de
muito eficiente, apresenta como desvantagens a necessidade de condigcbes espe-
ciais de seguranca e licenca para trabalho com material radioativo. Entretanto, por
muitos anos este foi o Gnico meio de afericdo da proliferacao celular (Schipper,
1998). A andlise da proliferagao celular, incluindo dados sobre a duracao das fa-
ses do ciclo, foi facilitada pela introdugdo de tecnicas usando incorporacéo de
BrdU ou 1dU. BrdU e IdU s&o analogos moleculares da timidina sendo incorpora-
dos pelo nucleo durante a fase S do ciclo celular. Celulas em divisdo contendo
BrdU ou idU s&o detectadas com anticorpos monocionais através de imunohisto-

quirnica ou citoretria de fluxo (Gratzner, 1982). A reagdo com BrdU é realizada
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mais facilmente e rapidamente que a marcagao com timidina tritiada (Gratzner,

1982), e os resultados sao semelhantes (Dover & Patel, 1994).

4.3.2. PCNA

PCNA € uma proteina nuclear de 36kDa que funciona como uma pro-
teina auxiliar para a DNA polimerase & e é absolutamente necesséaria na sintese
de DNA (Schipper et al., 1998; Tsurimoto 1998). Ela € uma proteina nuclear regu-
ladora do ciclo celular que é expressa diferentemente durante o ciclo, sendo sua
taxa de sintese relacionada diretamente com as taxas de proliferacédo celulares.
Os niveis de PCNA aumentam ao final da fase G,, imediatamente antes do inicio
da sintese de DNA, se tornam maximos durante a fase S e declinam durante a
fase Gy , alcancando niveis basais na fase M e em células quiescentes. Um gran-
de nimero de anticorpos monoclonais para PCNA esta disponivel atuaimente no
mercado, incluindo PC10, 19A2 e a9F4. (Schipper et al., 1998). O PCNA & um
marcador imunohistoquimico Util para identificar células em proliferacao devido a
sua expressao e distribuicdo, correlacionadas com as taxas de sintese de DNA

(Jaskulski et al., 1988)

4.3.3. AgNORs

Os NORs foram primeiramente descritos por Heitz (1931) e McClintock
(1934) como regioes nucleolares da cromatina fortemente coradas ao fim da telo-
fase e que desaparecem durante a mitose (Derenzini, 1998). Estas regides cor-

respondem as constricbes secundarias dos cromossomos na metafase de células
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eucariontes, as quais, no homem estao localizadas nos bragos curtos dos cromos-
somos 13, 14, 15, 21 e 22. NORs contém genes ribossomais que transcrevem
RNAr (Derenzini 1998; Lee et al., 1999). Proteinas acidas altamente arginofilicas
colocalizam com os NORs, devido este fato os NORs podem ser claramente visu-
alizados pela coloracao com nitrato de prata. Os NORs corados por prata sao de-
finidos como AgNORs (Derenzini, 1998; Trére, 2000). O método revela as regides
organizadoras dos cromossomos que estdo ativas na interfase (Vandelaer et al,,
1999). O nimero e o tamanho dos NORs na interfase sdo altamente variaveis no
interior dos nucléolos, conforme a atividade transcricional do RNAr. Nucléolos com
baixa atividade de biogénese de RNAr sao caracterizados por um NOR interfasico
grande e solitario, ao passo que hucléolo celular ativo exibe um grande ndmero de
pequenos NORs (Sirri , 2000; Derenzini, 1998). Entao, a avaliagéo por analise da
imagem do numero e da area ocupada pelo NORs corado com prata dentro do
nucledlo permite obter informacao precisa da rotina funcional cito-histoldgica das
amostras. A avaliacao da distribuicao quantitativa do AgNOR representa uma fer-
ramenta unica para obter informacdes sobre as taxas de proliferagdo. Muitas tec-
nicas estdo disponiveis para mensurar a porcentagem de células em proliferacéo
(frac@o de crescimento), como por exemplo PCNA ou BrdU, mas nenhum deles da
informagoes da velocidade de proliferacao (taxa proliferativa) (Derenzini, 1998).
Quanto a quantificacdo dos AgNORSs, dois métodos sdo propostos: o
método de contagem e o método morfométrico. O primeiro consiste na contagem
do nimero de NORs e néo leva em consideracéo sua dimensao, o segundo méto-

do utiliza medic&o automatica ou semi-automatica da area ocupada pelas estrutu-
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ras coradas com prata dentro do nucleo utilizando computador de analise de ima-
gem. Em relagao ao método de contagem, o método morfométrico é mais preciso
e mais objetivo, contudo, € mais lento. A Unica limitacao pratica € a necessidade
de equipamentos adequados (cdmara digital montada em microscépio optico e
ligados a um computador equipado com softwares gspecfficos para andlise mor-
fométrica) e alguma familiaridade do pesquisador com computadores e estatistica.
Porém, convem lembrar que dos 1126 artigos publicados na literatura desde de
1987 a respeito da aplicacdo clinica do método de AgNOR em cito-histologia, so-
mente 15,4% aplicaram anadlise morfométrica, enquanto que 84,6% utilizaram a

contagem (Trére, 2000).

4.3.4. 1M

A divisdo celular é observavel ao microscépio éptico no processo de-
nominado mitose, durante o qual a céluia-mae se divide em duas, recebendo
cada célula-filha um conjunto cromossémico igual ao da célula-méae (Junqueira &
Carneiro, 1998). Varios estudos utilizaram o indice mitético como parametro proli-
ferativo (Eckl & Raffelsberger, 1997; Othman, 2000). E importante distinguir o in-
dice mitético, que € a fracdo de mitoses expressa em percentagem, da contagem
de nimero de mitoses que € realizada em 10 campos de grande aumento, usada
como auxiliar no diagnéstico e prognostico de patologias tumorais (Schipper et al.,

1998).
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1.

5. PROPOSICAO
Analisar e comparar a capacidade proliferativa de 12 linhagens celulares de
fibroblastos de GN e FGH, utilizando 4 diferentes ensaios de proliferacao celu-
far: incorporagao de BrdU, expressao de PCNA, analise quantitativa de AgNOR
e indice mitdtico.

Determinar o efeito de TGF-31 na proliferac@o de fibroblastos de GN.

. Determinar o papel do efeito autécrino TGF-B1 na proliferacao celular de fibro-

blastos de FGH, utilizando 2 técnicas bem documentadas de neutralizag&o: oli-
gonucleotideos antisense contra a porgao inicial de traducao de TGF-B1 e anti-

corpos neutralizantes contra TGF- 31.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Pacientes

Fibroblastos gengivais foram obtidos de fragmentos gengivais de paci-
entes com GN e com FGH. O tecido gengival normal foi obtido através de bidpsias
com punch de 5mm a 2mm da margem gengival na regiao de gengiva inserida
entre os dentes 13-14 de 12 voluntarios que apresentaram gengiva clinicamente
normal sem evidéncias de inflamagao ou hiperplasia, e auséncia de histéria de uso
de medicamentos relacionados ao aumento gengival. A média de idade destes
pacientes foi de 24,41 * 3,72 anos e este grupo incluia 8 homens e 4 mulheres. As
gengivas de 12 pacientes portadores de FGH foram coletadas durante tratamento
cirdrgico de rotina no servigco de atendimento de pacientes especiais Orocen-
tro/FOP-UNICAMP. Todos os pacientes com FGH sdo membros da mesma fami-
lia, & apenas foram selecionados os individuos com aumento gengival generaliza-
do de aspecto fibroso e sem sinais de inflamag¢do. A média de idade deste grupo
foi de 22,66 + 10,81, sendo composto por 6 homens e 6 muiheres (TAB.1). Os
procedimentos foram realizados de acordo com as normas éticas de pesquisa en-
volvendo seres humanos - deliberacio do Comité de Etica em Pesquisa de Facul-

dade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP.
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TABELA 1
Caracteristicas clinicas dos pacientes deste estudo.
LINHAGEM SEXO IDADE LOCALIZAGCAO | GRADUACAO
CELULAR CLINICA*

GN1 F 29 13-14 0

GN2 M 25 13-14 0

GN3 M 26 13-14 0

GN4 M 26 13-14 0

GN5 M 23 13-14 0

= GNG6 F 19 13-14 0
o GN7 F 23 14-15 0
GN8 M 22 13-14 0

GN9 M 26 13-14 0

GN10 F 18 13-14 0

GN11 M 31 13-14 0

GN12 M 25 13-14 0

FGH1 M 20 16-18 2

FGH2 F 32 35 1

FGH3 M 18 34-37 1

FGH4 M 11 13-23 2

FGH5 M 8 33-43 1

LIij FGHG F 14 13-23 1
I FGH7 M 41 13-23 1
FGH8 F 38 25 2

FGHY F 26 24 1

FGH10 M 29 25-28 1

FGH11 F 24 13-23 1
FGH12 F 11 21-26 1

* Graduagao clinica: (0) excelente condicao gengival, sem sinais de infla-
macaoc ou hiperplasia gengival; (1) aumento gengival leve; (2) aumento gengival

moderado; (3) aumento gengival agressivo (Machado, 1996).

6.2. Cultura Primaria
O isolamento e estabelecimento dos fibroblastos gengivais foram reali-

zados através da técnica de explante como descrito previamente (Coletta et al.,
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1998). Resumidamente, fragmentos gengivais foram removidos e imersos em
DMEM (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) acrescido de 10% soro fetal bo-
vino (Cultilab Lida, Campinas-SP), 125 mg/ml ampicilina G e 50 ng/ml anfotericina
B & 4°C, lavados trés vezes na mesma solucao, cortados em fragmentos de apro-
ximadamente 1 mm® e transferidos para frascos de__cuitura de 25 ¢cm?, os quais
foram mantidos a temperatura de 37°C e atmosfera umida contendo 5% CO;. O
crescimento celular foi monitorado diariamente e o0 meio de cultura trocado a cada
2 ou 3 dias, de acordo com o metabolismo celular. Apés 15 dias a concentracéo
de ampicilina G foi reduzida para 50mg/ml. Em todos os procedimentos de cultivo

foram observados cuidados para a manutengao da assepsia e esterilidade.

6.3. Subcultura

Apés atingirem a subconfluéncia, as células foram subcultivadas. No
subcultivo, 0 meio de cultura foi removido e as céiulas lavadas em solucao de PBS
pH 7,4 acrescido de 0,5 mM EDTA (Sigma). Em seguida, a adesdo das células ao
assoalho da gatrafa de cuitura foi rompida adicionando 1 mi de tripsina (Sigma) a
0,2%. A tripsina foi inativada com 10 ml de meio de cultura acrescido de 10% soro
fetal bovino. A suspenséo de celulas foi entao centrifugada a 400g por 2 min, o
sobrenadante descartado e as células entdo plaqueadas em garrafas de 25cm?.
Todas as linhagens celulares de FGH e de GN foram congeladas em nitrogénio
liquido para uso posterior, utilizando meio de cultura acrescido de 25% soro fetal
bovino e 10% DMSO (Sigma). Para o descongelamento das células, os ctiotubos

foram imersos em banho de agua a 37°C e as ceélulas transferidas para um tubo
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contendo 10 mi de meio de cultura. Apés centrifugacao, as células foram ressus-
pensas em 5 ml de meio de cultura e colocadas em frascos de 25 cm?. Todos os
experimentos realizados neste estudo utilizaram células entre a terceira e décima

passagens.

6.4. Ensaio de Incorporacao de BrdU

Fibroblastos de GN e de FGH (30.000 células/well) foram plaqueados
em l&minas de vidro de 8 wells (LabTek, Nalge Nunc Int, Naperville IL, USA} utili-
zando 500 ul de meio DMEM acrescido de 10% soro fetal bovino por well e culti-
vados a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% CO, por 24 h. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS e incubadas no mesmo meio de cultura acrescido
de BrdU (Amersham Life Sci Inc., Arlington IL, USA) na diluicao de 1:1000. Apos
1h de incorporacao de BrdU, as células em proliferacao foram reveladas atraves
de analise imunohistoquimica utilizando protocolos descritos pelo fabricante (Kit
de proliferagcao celular, Amershan Inc.). Resumidamenie, apds fixagdo em etanol
70%, as células foram lavadas em PBS e 500ul de uma solugao aquosa de 4M
HCI foi adicionada e mantida por 30 min para se obter a separag¢ao da dupla fita
do DNA. Apds a acdo desnaturante da solucéo, as céluias foram lavadas trés ve-
zes com solucao de PBS acrescida de 0,1% Tween 20 (Sigma), e incubadas por
30 min com solugé@o de 3% BSA para inibir ligacao inespecifica. O anticorpo mo-
noclonal anti-BrdU conjugado a biotina foi entdo incubado na concentragdo de

1/200 durante 2h, seguido por incubacgéo com estreptavidina-peroxidase por 1h. A
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reagao foi revelada com DAB em PBS acrescido de 0,05% H:0,. O indice de in-
corporacdo fol expresso como porcentagem de células marcadas com BrdU e re-
presenta a contagem de 1500 celulas de cada linhagem celular de fibroblastos de
GN e FGH em trés leituras de 500 células de diferentes passagens, utilizando o
sistema de imagem Zeiss (KONTRON 400). A omissao de BrdU ou do anticorpo

primario foi utilizado como controle negativo da reagéo.

6.5. Anaiise Imunochistoquimica de PCNA

Fibroblastos de GN e FGH foram plagueados em laminas de culturas de
8 wells (LabTek, Nalge Nunc Int, Naperville IL, USA) na concentracao celular de
30.000 células/well, crescidos por 24 h e, em seguida, fixados em etanol 70%.
Para prevenir ligacéo inespecifica, as células foram tratadas com 1% BSA por 1h
previamente a exposicao ao anticorpo monoclonal anti-PCNA (diluicdo 1:3.000,
Dako Corp, Carpinteria CA, USA). A revelacao foi realizada através do sistema de
anticorpos ABC (Kit Duet-StrepABC Complex’HRP, Dako) e DAB. Os resultados
foram expressos como porcentagem de celulas positivas através da contagem de
1500 células de cada linhagem de fibroblastos de GN e FGH em trés leituras de

500 células em diferentes passagens, utilizando o sistema de imagem Zeiss.

6.6. Coloracao de AgNOR
A técnica de AgNOR foi adaptada da original descrita por Chatterjee et
al., (1997). Fibroblastos de GN e FGH foram plaqueados em laminas de 8 wells

(LabTek, Nalge Nunc Int, Naperville IL, USA) a uma densidade de 30.000 célu-
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las/well e mantidas a 37°C, atmosfera umida contendo 5% de CO, por 24h. Em
seguida, as células foram lavadas com solucdo de PBS, fixadas em etanol 70%,
por no minimo 15 min, e rehidratadas em solugbes decrescentes de etanol. As
células foram entédo incubadas por 30 min a 37°C em solugac composta de 1 parte
de 1% gelatina (Sigma) em 1% solugao aquosa de acido formico (Reagem, Rio de
Janeiro-RJ} e 2 partes de solucdo aguosa de 50% nitrato de prata (Merck S.A., Rio
de Janeiro-RJ). Os AgNORs foram visualizados em microscopia de luz e em cada
linhagem celular o nimero de NORs foi determinado em 1500 células sendo trés

leituras de 500 células para diferentes passagens.

6.7. 1M

Fibroblastos de FGH e GN plagueados em laminas de 8 wells e cultiva-
dos por 24 h em DMEM suplementado com 10% de SFB foram fixados em etanol
70% e corados com HE. O numero de celulas em mitose foi determinado utilizan-
do 60 campos aleatérios de 0.0256 mm? (aproximadamente 1,000 células em du-
as leituras de 500 celulas) para cada linhagem celular. O indice mitético foi ex-

presso como percentagem de células mitdticas por campo * desvio padrao.

6.8. Tratamento de fibroblastos de GN com TGF-31

Duas linhagens de fibroblastos de GN {(GN5 e GN6) foram plaqueadas
em laminas de 8 wells (LabTek, Naige Nunc Int, Naperville IL, USA) a uma densi-

dade de 30.000 células/well em 500ul de meio DMEM contendo 10% de SFB.
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Apos 16 h, as células foram lavadas com PBS e cultivadas em DMEM sem SFB
por 24 h. Depois da supressédo do soro, foi adicionado TGF-B1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) nas concentragbes de 0,1; 1,0 e 10,0 ng/ml em DMEM
contendo 2,5% de SFB filirado em carvao ativado. Transcorridas 24h, o indice

proliferativo foi determinado como descrito acima.

6.9. Neutralizacao de TGF-31 usando oligonucleotideos antisense

A neutralizacdo de TGF-B1 foi realizada por oligonucleotideos antisense
complementares a regido inicial da traducao de TGF-B1 RNAm como descrito por
Le Roy et al (1998), com pequenas modificagcdes. Resumidamente, fibroblastos
gengivais de FGH2 e FGH5 foram plaqueados e crescidos a confluéncia de 80-
90% em DMEM contendo 10% SFB. Previamente a transfeccdo, as células foram
mantidas por 24h em DMEM sem SFB. Oligonucleotideos dissolvidos em DMEM
foram misturados com lipofectAMINE (Bio Rad) dissolvida em mesmo volume de
meio e incubados por 45 min a temperatura ambiente. Transcorrido este periodo,
complexos lipossomo-oligonucleotideos foram diluidos em 8 volumes de meio de
cultura, resultando em DMEM contendo 2,5% de SFB filtrado em carvao ativado, e
adicionados as células. Em todos os experimentos, a concentragéo de oligonucle-
otideos e de lipofectAMINE foi de 10uM e 1,25%, respectivamente. Fibroblastos
crescidos na auséncia de lipofectAMINE e com oligonuclectideos sense acresci-

dos de lipofectAMINE foram utilizados como controle. Os oligonucleotideos foram
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antisense 5 GGA GGG CGG CAT GGG 3 e sense 5 CCC ATG CCG CCC TCC

3. A eficiéncia da inibicdo de TGF-B1 foi avaliada por ELISA e por RT-PCR.

6.10. ELISA

O ELISA de captura para determinar o nivel de producédo de TGF-B1
utilizando o sobrenadante celular e anticorpo especifico foi realizado como des-
ctito a seguir. Placas de 96-wells contendo TGF-BRIl foram incubadas com sobre-
nadante das culturas celulares (100pl) para cada well e mantidos por 2h a tempe-
ratura ambiente. Previamente a quantificacdo de TGF-31, TGF-B latente foi ativa-
da pelo tratamento com 0,167M de HCI por 10 min seguido por neutralizacdo com
1,2N NaOH em 0,5M de tampao HEPES. Apds lavagem, adicionou-se os anticor-
pos primarios e secundarios anti-camundongo conjugados a biotina. A reacao foi
revelada pela adicao de 200u da mistura composta por 1 parte de avidina-
peroxidase (Sigma) na concentragdo de 1:5.000 e 1 parie de 0,2 mg/m| de o-
fenilenodiamina (Sigma) em 0,1M tampéao fostato-citrato pH 5,0 contendo 0,05%
H.O. (Sigma). A reacao foi determinada pela adigao de 2M de H,S0O, e a absor-
bancia avaliada a 492nm utilizando um leitor de ELISA Ultramark (BioRad). Os
niveis de producao das citocinas foram determinados por comparagéo da absor-

bancia de padrdes.
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6.11. Extracao do RNA e analise por RT-PCR

A expressao de TGF-B1 em fibroblastos de FGH apds o tratamento com
oligonucleotideos foi estimada por RT-PCR. Para este estudo, RNA celular total foi
isolado pelo método de Chomczynski & Sacchi (1987) usando o kit Trizol®
(GibcoBRL., Gaithersburg, MD). A concentrac@o e pureza do RNA em cada amos-
tra foi determinada usando espectofotémetro Génesys 2 (Spectronic Inst., Ro-
chester, NY, USA)}. Dois microgramas do RNA total de cada amostra foi submetida
a transcriptase reversa usando o Kit “Superscript 1l Rnase H-reverse transcriptase”
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD). Os cDNAs resultantes foram entdo amplificados
em uma mistura de 50ul contendo 1uM de cada primer (Kanio et al. 1997), 2mM
MgCle, 0.8 mM dNTPs (GibcoBRL, Gaitherburg, MD), 0.0025 U/ul Tag DNA poli-
merase (Gibco BRL, Gaitherburg, MD). 8-actina foi usada como controle interno da
reacao. Primers para TGF-B1 foram sense 5" AAG TGG ATC CAC GAG CCC AA
3’ e antisense 5" GCT GCA CTT GCA GGA GCG CAC 3’ e para B-actin sense 5’
TCA GAA GGA CTC CTA TGT GG 3 e antisense 5 TCT CTT TGA TGT CAC
GCA CG 3. Apos a desnaturagéo por 3 min a 93°C, 34 ciclos de amplificag&o fo-
ram realizados usando um termociclador modelo 9700 (Perkin Elmer, Foster, CA,
USA), seguido pela extensao final por 10 min a 72°C. Os pardmetros dos ciclos
foram: desnaturacéo por 30s a 94°C, anelamento por 1min a 55°C, extenséo por
imin a 72°C. Apods amplificacdo, 2 ul do produto foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida n&o-desnaturante a 5% e os produtos do PCR corados

com prata como descrito por Sanguinetti et al. (1994).
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6.12. Neutralizacdo de TGF-31 usando anticorpos neutralizantes

Fibroblastos de FGH (FGH2 e FGHS5) crescidos a 70% de confluéncia
foram mantidos em DMEM livre de soro por 24 h, seguidos pela incubacdo com
2,56% SFB/DMEM tratado com carvao ativado contendo 0, 2.5 ou 5.0 ug/mi de IgG
de coelho anti-TGF-B1 (AB-100-NA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) por um
periodo adicional de 24 h. Apds o tratamento, a analise proliferativa foi realizada

como descrito anteriormente,

6.13. Analise Estatistica

Para analise das diferencas dos grupos foi ulilizado o teste nao para-
métrico de variancia (ANOVA) baseado no teste de Kruskal-Wallis. As compara-
¢oes multiplas e o contraste ortogonal foram usados com o objetivo de detalhar os
efeitos detectados no teste acima. A correlagdo entre 0s métodos de analise de
proliferacdo celular foi verificada pelo coeficiente de correlacdo de Pearson com
significancia estabelecida em 5% (P<0,05). Todos os ensaios foram realizados,

pelo menos, 3 vezes em duplicatas ou triplicatas.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas clinicas e histologicas

Clinicamente os pacientes com FGH apresentaram exacerbado au-
mento gengival de aspecto fibroso, crescimento lento e progressivo. Nos 12 casos
analisados o aumento foi generalizado sendo a regiao anterior o sitio de maior
agressividade (FIG.1). Os pacientes apresentaram dentes morfologicamente nor-
mais e nao foram observadas quaisquer altera¢oes radiograficas. Nenhum mem-
bro da familia relatou ter feito uso de medicamentos relacionados ao aumento
gengival e todos os membros que apresentaram FGH possuiam condi¢cbes nor-
mais de saulde e inteligéncia dentro dos padrées normais.

Os exames histolégicos dos tecidos gengivais removidos dos individuos
com FGH apresentaram caracteristicas tipicas como tecido conjuntivo fibroso com
densos e numerosos feixes de fibras colagenas, e no epitélio acantose e hiperpla-
sia com projecdes para o conjuntivo formando longas e delgadas criptas epiteliais,
muitas vezes irregulares (FIG. 2). As caracteristicas histologicas foram semelhan-
tes para todos os pacientes do grupo.

Os pacientes com GN apresentaram a gengiva com caracteristicas cli-
nicas e histologicas de normalidade, sendo o tecido obtido através de bidpsias
com bisturi circular de 5mm dois a trés milimetros acima da margem gengival livre,

na maior parte das vezes, entre os dentes 13 e 14 (FIG. 3).
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FIGURA 1 - Aspecto clinico de um dos pacintes com FGH deste estud
Note a generalizada hiperplasia gengival, afetando principal-

mente a regido anterior.
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FIGURA 2 - Aspecto histolégico de gengiva‘ obtidd apé gengivecto-
mia/gengivoplastia do paciente da FIG.1. O aumento gengival é
proveniente de um acentuado actmulo de feixes de fibras cola-
genas no tecido conjuntivo. O epitélio apresentou hiperplasia e
profuindas e delgadas criptas epiteliais projetam em direcao ao

conjuntivo subjacente (HE, X70).
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FIGURA 3 - Método de obtencao do tecido gengival normal atraés de bidpsia
com bisturi circular de Smm. Note a coloragéo e o pontilhado super-

ficial compativel com uma gengiva saudavel.
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7.2. Caracteristicas morfolégicas e velocidade de crescimento celular

Os tecidos coletados foram encaminhados para o laboratdrio de cultura
de células e exame histopatolégico. No laboratério de cultura de células os tecidos
foram submetidos a técnica de explante. Neste momento foi possivel verificar que
os fibroblastos de FGH apresentavam velocidade de crescimento maior que os
fibroblastos da GN. Fibroblastos gengivais foram obs ervados emergindo de todos
os fragmentos, sendo em FGH apos 20 dias, e em GN apds 27 dias do plaguea-
mento (em média). Apds 35 a 37 dias de cultura primaria, mais de 90% dos fras-
cos apresentam-se preenchidos com fibroblastos de FGH, realizando-se entao a
primeira subcultura. Por outro lado, a primeira subcultura de GN ocorreu apés 42 a
45 dias de seu plagueamento. As caracteristicas morfoldgicas dos fibroblastos de
GN e FGH foram semelhantes. As células exibiram formato fusiforme com ntcleo
central e tipicos prolongamentos citoplasmaticos (FIG. 4). As células de GN e FGH
proliferaram em orientacao paralela respeitando 0 espaco normalmente encontra-
do entre as membranas celulares e, em condicoes de confluéncia celular ndo foi

observado empilhamento, desorganizagao ou morte celular.
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F:'!GURA 4 - Caracteristicas morfolégicas dos fibroblastos de GN (A) e FGH (B)
em cultura celular. Observe o tipico formato fusiforme com ndcleo

central das células (X100).
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7.3. Proliferacao de fibroblastos de FGH

As taxas de proliferagdo dos fibroblastos de FGH e GN foram avaliadas
medindo a incorporacao de BrdU no DNA, a expressao imunohistoquimica de
PCNA e quantificando o nimero de AgNORs, além de determinar o IM. O ndmero
médio de AgNORs por nucleo é descrito na TABELA 2. Em todas as linhagens
celulares foi possivel evidenciar os NORs no interior do nucleo das células, os
quais foram claramente visualizados como pontos negros (FIG.5). A diferenca en-
tre as contagens médias entre os grupos de fibroblastos foi significante (p<0,05).
O IM medido pela contagem direta demonstrou uma porcentagem significante-
mente maior de células em mitose no grupo de FGH quando comparada com o
grupo controle (TAB. 2; p<0,001).

TABELA 2

Analise quantitativa de AgNORs e IM em 12 linhagens celulares de GN e FGH. Os
dados representam a média * desvio padrédo de 1.500 células para cada linhagem

celular.

Numero NORs/Nucleo  Porcentagem mitoses/campo
GN 3.146 £ 0,430 1,85+ 0,931

FGH 3.318 £ 0,272" 3,21 £0,763**

* p<0,05; ** p<0,001
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(B) corados pela técnica de AQNOR (X160).
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As reagdes imunohistoquimicas para BrdU e PCNA foram clara e facil-
mente identificadas em ambos os grupos (FIG. 6 e 7). Nucleos com colbragéo
amarronzada, independente da intensidade, foram interpretados como positivo. A
TAB. 3 mostra que fibroblastos de FGH apresentaram um indice de incorporacao
de BrdU significantemente maior que fibroblastos de GN( P<0,001). Todas as li-
nhagens de FGH mostraram taxa proliferativa maior que as linhagens de fibro-
blastos de GN, com excec¢do de GN3 que demonstrou um indice de incorporacao
de BrdU maior que a media do grupo de FGH. A porcentagem de células positivas
para BrdU no grupo de FGH variou entre 18 e 36%, com mediana de 26% (média
26,09% = 4,70), enquanto que no grupo de GN a taxa variou entre 7 e 32%, com
mediana de 13% (meédia 14,31% % 7,56). Os indices de marcacao para PCNA va-
riaram entre 15 e 39% com mediana em 28% para o grupo de FGH (média
25,91% =+ 8,87) e entre 13 e 35% com mediana em 17% para o grupo GN (média
18,01% = 10,35) (TAB. 3). Os indices de expressao de PCNA em fibroblastos de
FGH foram significantemente maiores aos do grupo controle (p<0,01). Existiu uma
positiva e significante correlacdo entre o indice de incorporagdo de BrdU e todos
os outros métodos de analise de proliferacédo celular usados neste estudo, sendo o
coeficiente de correlacao com AgNOR igual a r=0,502, com PCNA igual a r=0,481
e com IM igual a r=0,557. A correlagao entre PCNA e AgNOR (r=0,569) também

foi significante.
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FGH (B). Apds incorporacdo, o DNA foi desnaturado e o antigeno

detectado pela técnica de biotina-avidina-peroxidase (ABC) (X70).
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TABELA 3
Analise imunohistoquimica da incorporagéao de BrdU e da expressao de PCNA em
12 linhagens celulares de GN e FGH. Os dados representam a média * desvio

padrao de 1500 células (trés laminas independentes).

BrdU(%) PCNA(%)
GN 14,309 * 7,567 18,010 + 10,353
FGH 26,085 + 4,702 25,910 + 8,872*

* p<0,001 ** p<0,01
7.4. Efeito TGF-B1 na proliferacao de fibroblastos de GN

Para avaliar o efeito de TGF-B1 sobre a proliferacao celular de fibro-
blastos de GN, duas linhagens celulares foram selecionadas aleatoriamente e in-
cubadas por 24 h na presenca de concentragbes crescentes de TGF-B1 diluidas
em DMEM suplementado com 2,5% de CT-SFB. A FIG. 8 ilustra o efeito de TGF-
B1 (variando entre 0,1-10 ng/ml) na incorporacdo de BrdU (B) e expressao de
PCNA (A). Todas as trés concentragdes de TGF-$1 (0,1; 1,0 e 10 ng/ml) produzi-
ram aumento nos indices de proliferacdo em relacdo ao controle. A resposta a
TGF-B1 para 0,1 ng/ml foi estatisticamente significante (P<0,05) em relagéo ao

grupo controle.
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A

% de células positivas para PCNA
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FIGURA 8 - Efeito de TGF-B1 na expressao de PCNA (A) e na incorporacéo de
BrdU (B) em linhagens celulares de GN. Fibroblastos de GN (linha-
gens GN5 e GNG6) foram cultivados na presenca de 0,1; 1,0 ou 10
ng/ml de TGF-B1 por 24h. Os valores representam a média = desvio

padrao das duas linhagens. * p<0,05
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7.5. Efeito de oligonucleotideos antisense na expressao e producao de TGF-
B1 por fibroblastos de FGH

Considerando que TGF-B1 estimula a proliferacao de fibroblastos de
GN, nds buscamos determinar se o papel autocrino desta citocina, que € produzi-
da em grandes quantidades por fibroblastos de FGH, poderia mediar o comporta-
mento proliferativo destas células. Para determinar a eficacia de oligonucleotideos
antisense na neutralizacao da producao de TGF-B1, n6és determinamos a concen-
tracao de TGF-B1 secretada no sobrenadante de duas linhagens celulares de FGH
em cultura (FGH2 e FGHS5) por ELISA. Estes estudos revelaram uma reducéao de
38% na producao de TGF-B1 por células cultivadas na presenca de oligonucleoti-
deos antisense quando comparados com oligonucleotideos sense. Resultados
semelhantes foram obtidos por Le Roy et al. (1998) usando células semelhantes a
fibroblastos isolados de tecido intersticial de testiculo. Para confirmar que oligonu-
cleotideos antisense alteraram a producao de TGF-B1 e ndao a expressao, nos
estudamos os niveis de TGF-$1 RNAm usando RT-PCR. Tanto oligonucleotideos
antisense quanto sense nao modificaram os niveis de expressao de TGF-B1. Es-
tes resultados confirmam a especificidade dos oligonucleotideos antisense e rea-

firmam sua capacidade de bloquear a producao TGF-f1 em fibroblastos de FGH.
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7.6. Efeito de oligonucleotideos antisense na proliferacao de fibroblastos de
FGH

Os dados da incorporacao de BrdU e indice de PCNA apods o trata-
mento das células com oligonucleotideos sao mostrados na TAB. 4. Os valores de
incorporacao de BrdU e o indice de PCNA em fibroblastos de FGH tratados com
oligonucleotideos antisense foram significativamente menores que em células

tratadas com oligonucleotides sense (P <0,001).

TABELA 4
Analise imunohistoquimica em duas linhagens celulares de FGH tratadas com oli-
gonucleotideos antisense e sense na concentracéo de 1 pg/ml. Os dados repre-

sentam a médiatdesvio padrao de 1.500 células (trés laminas independentes) em

BrdU e PCNA.
BrdU(%) PCNA(%)
Sense 14,571 + 6,601 8,991 = 3,883
Antisense 8,848 + 0,876 3,402 + 1,337

* p<0,001

Para confirmar a especificidade de oligonucleotideos antisense, nos
examinamos se a adicao de TGF-B1 poderia reverter os efeitos do tratamento com
oligonucleotideo antisense. Nos verificamos que 0,1 ng/ml de TGF-B1 foi capaz de

reverter parcialmente os efeitos do oligonucleotides antisense sobre a proliferacao

de FGH (TAB. 5).

55



Andlise do efeito autdcrino de TGF-81 na proliferaciio celular de fibroblastos gengivais de pacientes com FGH

TABELA 5
Anélise imunohistoquimica em duas linhagens célulares de FGH tratadas com oli-
gonucleotido antisense e oligonucleotideo antisense na presenca de 0,1ng/ml de
TGF-B1. Os dados representam a media + desvio padrao de 1.500 células (trés

laminas independentes) para BrdU e PCNA.

BrdU(%) PCNA(%)
Controle 34,566 + 15,316 47,999 + 19,900
Oligonucleotideo antisense 24,442 + 14,476 33,228 + 18,089
Antisense + 0,1ng/ml TGF-1 23,652 £ 14,218 38,916 £ 20,177

7.7. Efeito de anticorpos neutralizantes contra TGF-B1 na proliferacao de fi-
broblastos de FGH

O efeito de TGF-B1 sobre a proliferacao celular em fibroblastos de FGH
foi confirmado com anticorpos anti-TGF-B1. Embora tenha sido anteriormente de-
monstrado que 5 ug/ml de anticorpo anti-TGF-B1 anularam o efeito de 500 pg de
TGF-B1 (Imbert et al., 1998; Defacque et al., 1999), nés verificamos que 5 ug/ml
de anti-TGF-B1 foi suficiente para neutralizar 100% de TGF-B1 produzido pbr
1x10° fibroblastos de FGH2 e FGH5 em 24 h. Com base nestes resultados, varias
concentragdes de anticorpo anti-TGF-B1 foram adicionadas ao meio contendo fi-

broblasto de FGH, os quais produziram sensivel diminuicao na taxa proliferativa

(FIG. 9).
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FIGURA 9 - Efeito do anticorpo anti-TGF-B1 na expressao de PCNA (A) e na in-

corporacédo de BrdU (B) em duas linhagens celulares de FGH (FGH5

e FGHG6). Fibroblastos foram cultivados na presenca de 0, 2,5 ou 5
png/mi do anticorpo por 24h. Os valores representam a média * desvio

padrao. * p<0,05
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8. DISCUSSAO

O aumento gengival pode ser provocado por drogas como fenitoina, ci-
closporina e nifedipina (Marshal & Bartold, 1998), associado a condi¢cdes inflama-
torias e tumorais (Regezi & Sciubba, 1999) ou ainda ser transmitido de forma he-
reditaria associado ou nao a uma sindrome (Coletta et al, 1998). Na familia aqui
estudada, o aumento gengival generalizado é transmitido de modo autossémico
dominante (Bozzo et al., 1994), e os individuos afetados nao apresentaram qual-
quer outra alteracao frequentemente associada a FGH, possuindo intelecto nor-
mal.

As caracteristicas clinicas e histolégicas da FGH estdo bem estabele-
cidas na literatura (Redman et al, 1984; Danesh-Meyer & Holborow, 1993;
Gulnhan et al., 1995), mas os mecanismos biolégicos responsaveis pelo aumento
gengival observado clinicamente sdo ainda incertos. O aumento na quantidade de
tecido conjuntivo observado na FGH pode ser relacionado a proliferacao de célu-
las residentes, aumento na sintese de colageno e outras macromoléculas da
MEC, desequilibrio na relagao sintese-degradacao de MEC, ou devido a uma des-
regulacdo na producdo de proteinas reguladoras, principalmente citocinas. Embo-
ra alguns autores tenham descrito aumento na sintese de MEC incluindo colage-
no, fibronectina e proteoglicanos e, aumento nos niveis de proliferacao celular em
fibroblastos de FGH (Shirasuna et al., 1989; Tipton et al., 1997), os mecanismos
bioquimicos envolvidos nesta doenga continuam desconhecidos.

Os dados da literatura relativos a atividade proliferativa de fibroblastos

de FGH sao escassos e controversos. Johnson et al (1986), estudando fibroblas-
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tos gengivais em cultura de uma crianca de 13 anos de idade, portadora de au-
mento gengival generalizado, sem historia de antecedentes familiares, demonstra-
ram uma maior taxa de crescimento que as células obtidas de um adulto jovem
normal. Shirasuna et al (1989) demonstraram que os fibroblastos gengivais isola-
dos de dois irmaos afetados por FGH apresentaram menores taxas de cresci-
mento quando comparado com células normais. Oikarinen et al (1990) relataram
uma menor taxa proliferativa de fibroblastos gengivais isolados de um paciente
acometido por FGH associada a deficiéncia de horménios do crescimento, como
descrito previamente por Johnson et al (1986) e Shirasuna et al (1989). Nossos
resultados prévios (Coletta et al, 1998) e os de Tipton et al (1998) foram diferentes
aos anteriormente descritos, ao descrevermos uma velocidade de crescimento
maior em fibroblastos de FGH.

Explicacdes para esta diversidade de resultados sao dificeis. Contudo,
possiveis explicacdes incluem diferencas nas condigdes de cultura como obtencao
e manuseio das linhagens celulares e variacdes inter-individuais dos pacientes
influenciadas por fatores sistémicos e/ou ambientais. A paciente do estudo de
Johnson et al. (1986) apresentava hipertricose, macroglossia e anomalias faciais
em associacao com o aumento gengival. Estes autores classificaram este caso
como sindrome de Zimmerman-Laband. No trabalho de Oikarinen (1990) paciente
apresentava além do aumento gengival, deficiéncia nos niveis de hormonios do
crescimento. Os pacientes do estudo de Shirasuna et al. (1989) e Tipton et al.
(1997) nao apresentaram nenhuma outra alteragdo em associagao com a FGH,

assim como foram os pacientes do nosso estudo; desta forma, as diferencas en-
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contradas entre estes estudos podem ter sido influenciadas por variagdes inter-

individuais.

Outra possivel explicacdo para tal diversidade de resultados pode ser
apoiada na teoria da subpopulagéo celular proposta por Hassell & Cooper (1980) e
confirmada por Phipps et al. (1997). Estes autores demonstraram que existem
subpopulagdes de fibroblastos gengivais com diferencas genotipicas e funcionais,
mas com similaridades morfoldgicas, em tecidos normais e alterados. Esta hipote-
se de diferentes subpopulagoes celulares é suportada por diferencas significantes
nos niveis de producao de varias moléculas da MEC como colageno, fibronectina,
proteoglicanos e glicosaminoglicanos (Ko et al., 1977; Bordin et al., 1984; Naraya-
nan & Page, 1985). Estes estudos sugerem que alteragbes no tecido conjuntivo
gengival podem ser resultado da estimulacao e da instabilidade das subpopula-
coes de fibroblastos residentes, e nao, da presenca de um novo tipo alterado,
sendo que as proporcdes dos varios subtipos celulares e as atividades podem ser
reguladas por mediadores quimicos tal como citocinas. Yokozeki et al., 1997, es-
tudando fibroblastos isolados do palato duro de ratos, identificaram um aumento

na diferenciagao e proliferacdo de feridas cirdrgicas com a adicao de TGF-f1.

A heterogeneidade genética que a FGH apresenta na literatura pode
justificar as diferencgas encontradas nos estudos. Hart et al (1998) sugeriram que o
provavel gene alterado na FGH localiza-se cromossomo 2 entre os loci D251788 e
D2S441. Em estudo semelhante realizado por Xiao et al (2000), analisando quatro

familias portadoras de FGH, foi verificado uma provavel alteragdo relacionada a
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FGH localizada no lécus D2S352 e D2S2163, que sobrepde uma distancia de 3.8
cM da regiao anteriormente descrita por Hart et al (1998). Contudo, nossa familia
nao apresentou alinhamento cromossémico similar (Hart et al, 2000). Futuras in-
vestigacoes poderao elucidar se as variagdes encontradas nas culturas de células
de FGH estao relacionadas com diferencas genéticas como mutacao génica, aléli-
ca ou nao-alélica.

Outro fato importante que apodia o uso desta hipotese na FGH esta rela-
cionado com o inicio das manifestacdes clinicas. A FGH & raramente observada
ao nascimento ou meses apds o nascimento. O notavel aumento gengival neces-
sario para o diagnostico da doenca é apenas observado durante as fases de erup-
cao da denticdo decidua, sugerindo que o trauma e/ou os produtos da inflamacgéo
gengival podem contribuir para a selecdo e ativacao de subpopulagdes de fibro-
blastos capazes de proliferar mais rapidamente e/ou sintetizar elevados niveis de
MEC. Embora as condig¢bes inflamatorias sejam de curta duragao, fibroblastos de
tecidos fibréticos, pelo menos in vitro, podem manter o fendtipo ativado mesmo na
auséncia de fatores de estimulacdo (Le Roy, 1974; Duncan & Berman, 1987; Jor-
dana et al., 1988).

Embora nossos resultados de proliferagao estejam em divergéncia com
alguns trabalhos na literatura que utilizam fibroblastos gengivais de pacientes com
FGH, ¢é interessante notar que estes resultados sao consistentes com varios estu-
dos de drogas induzindo hiperplasia gengival (Vernillo & Schwartz, 1987; Naraya-
nan et al., 1988; Salo et al., 1990), e estudos de desordens fibréticas que atingem

pulmoes, rins e pele (Le Roy, 1974; Thompson & Holliday, 1983; Jordana et al.,
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1988). Fibroblastos gengivais de pacientes com hiperplasia gengival induzida por
fenitoina ou nifedipina mostraram maior velocidade de proliferacdo que pacientes
nao reativos as drogas (Narayanan et al., 1988; Fuijii et al., 1994).

Os experimentos iniciais deste estudo demonstraram que fibroblastos
gengivais isolados de pacientes com FGH apresentam indices de proliferacao
significantemente maiores que fibroblastos provenientes de GN. Embora estes
resultados sejam importantes para o melhor entendimento da taxa proliferativa de
fibroblastos de FGH, estes estudos foram apenas descritivos. Para apronfundar os
conhecimentos nos mecanismos relacionados a estimulacao da proliferacao de
fibroblastos de FGH, nés utilizamos estudos funcionais para avaliar o papel do
efeito autécrino de TGF-f1, que é produzido em grandes quantidades por fibro-
blastos de FGH, na estimulacao da proliferacao destas células. Na primeira série
de estudos, nods verificamos se TGF-B1 é um estimulador de proliferagao celular
de fibroblastos de GN. Nestes estudos foram selecionadas aleatoriamente duas
linhagens celulares de GN, que foram expostas as concentracdes crescentes de
TGF-B1. Na segunda série de experimentos, nos utilizamos oligonucleotideos an-
tisense e anticorpos neutralizantes, que sao especificos para o bloqueio da produ-
cao e atividade de TGF-B1 respectivamente, para avaliar o papel de TGF-f1 como
estimulador da proliferacao de fibroblastos de FGH. Oligonucleotideos e anticor-
pos sdo usados com sucesso para inibir a sintese e atividade de um grande nume-
ro de proteinas incluindo TGF-B1 (Le Roy et al., 1998; Tipton et al., 1998; Coletta

et al., 1999; Kanto et al., 1997). O presente estudo utilizou oligonucleotideos sen-
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se como controle para a comparacao com o efeito de oligonucleotideos antisense
e, frente ao potencial de toxicidade induzido pelos reagentes de transfeccao (Li-
pofectAMlNATM, Gibco), nossa preocupacao foi assegurar que as condicdes expe-
rimentais nao promovessem excessiva toxicidade.

TGF-B1 é o protdtipo de uma familia de proteinas que controla a prolife-
racao celular, diferenciagdo e outras fungbes em muitos tipos celulares (Kingsley
et al., 1994). Embora alguns estudos tenham descrito que TGF-B1 ativa diferentes
receptores citoplasmaticos de serina-treonina quinases, pouco é conhecido sobre
a exata via de atuacdo de TGF-B1(Alevizopoulos et al., 1997). Foi sugerido que a
estimulacdo de TGF-B1 na proliferacao celular estd associada com a inibicao da
atividade dos produtos dos genes supressores de tumor Rb e p15 (Alexandrow &
Moses, 1995) e com a ativacdo do fator de transcricao TAK1 (Yamaguchi et
al.,1995). A proteina Rb € uma molécula chave no controle do ponto de checagem
que ocorre na fase G1 do ciclo celular. Esta proteina bloqueia a formagédo dos
complexos de ciclina E e com sua quinase dependente (cdk-2), desta forma, blo-
queia a liberacdo do fator de transcricdo E2F-1, o qual é essencial para a transi-
céo entre as fases G1 e S do ciclo celular (Scully et al., 2000). TGF-B1 € um po-
tente inibidor do crescimento de queratindcitos em cultura. Por outro lado, estimula
a proliferacao de fibroblastos, ndo apenas por estimular a transcricdo da fase G1
para a fase S, mas também incurtar a duracao da fase G1 do ciclo celular (Kim et

al., 1998).
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A adicao de TGF-B1 a cultura de fibroblastos de GN em variadas con-
centragdes (0,1; 1 e 10ng/ml) promoveu um crescente estimulo na proliferacao
celular. Contudo, esta estimulagéo foi significante apenas para a concentracao de
0,1ng/ml. Resultados semelhantes foram encontrados por Oates et al. (1994) utili-
zando células derivadas de ligamento periodontal. Os resultados deste estudo
juntamente com resultados anteriores (Oates et al., 1994, Ishikawa et al., 1990 e
Battegay et al., 1990) indicam que TGF-B1 apresenta um efeito na proliferacao
celular de fibroblastos gengivais com padrao bimodal, isto €, efeitos distintos pro-
duzidos por diferentes concentra¢des da citocina.

Nossos resultados prévios demonstraram que os fibroblastos de FGH
sdo dipléides e apresentam uma grande porcentagem de células nas fases S e
G2/M e uma pequena fracao de células na fase G1/0 do ciclo celular. No presente
estudo, nés estendemos estas observagdes demonstrando que a proliferacéo de
fibroblastos de FGH foi significantemente reduzida pelo blogueio da producao ou
da atividade autécrina de TGF-B1. A reducao nos niveis de TGF-f1 pelo bloqueio
da sintese protéica por oligonucleotideos antisense foi acompanhada por um au-
mento na porcentagem de células na fase G1 do ciclo celular (resultados nao de-
monstrados), sugerindo que TGF-f1, em uma funcao autdcrina, é requerido para a
transicao entre as fases G1 e S do ciclo celular de fibroblastos de FGH. Nossos
resultados também revelam que o efeito autécrino de TGF-B1 € um importante

fator que contribui para as elevadas taxas proliferativas de fibroblastos de FGH.
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TGF-B1 pode estimular a proliferacéo de fibroblastos de FGH de forma
direta ou indireta, isto €, inibindo a acdo dos produtos dos genes supressores de
tumores Rb e, p15 ou estimulando a sintese de colageno. Esta citocina € um im-
portante modulador da matriz extracelular por estimular a sintese de colageno e
outras macromoléculas e por inibir a sintese de MMPs (O'Kane & Ferguson,
1997). E bem aceito na literatura que a proliferacdo de células em cultura entre
outros fatores, é dependente da adesao celular ao frasco de cultura e que, esta
adesdo € mediada por macromoléculas da matriz extracelular, incluindo colageno
e fibronectina (Freshney, 1994). Apesar de nao ter avaliado os niveis de expres-
sao e produgao de colageno apds o tratamento de fibroblastos de FGH com oligo-
nucleotideos antisense e anticorpos neutralizantes, podemos especular que a re-
ducao na taxa de crescimento dos fibroblastos de FGH foi também influenciada
pela alteragdo nos niveis de colageno promovido pela auséncia do estimulo de
TGF-B1.

Em conclusao, nossos resultados obtidos de 4 diferentes ensaios de
proliferacao celular demonstraram que os fibroblastos de FGH apresentam indices
de crescimento significantemente maiores que fibroblastos de GN. Adicionalmen-
te, nosso estudo identificou que TGF-B1 na sua fracao autécrina é um estimulador
de proliferacéo celular de fibroblastos de FGH. Novos estudos mostram-se neces-
sarios para determinar o papel de TGF-1 na ativacao dos estimuladores especifi-
cos da proliferacao de fibroblastos de FGH, incluindo as proteinas do grupo das

ciclinas e das quinases dependentes de ciclina. Tais estudos permitirdo uma com-
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preensao melhor dos mecanismos bioquimicos e moleculares responsaveis pela
elevada taxa de crescimento celular dos fibroblastos de FGH, que provavelmente
estdo associadas com a patogénese do aumento gengival observado em pacien-

tes com FGH.
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9. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste estudo foi possivel concluir que:
As linhagens celulares de fibroblastos provenientes da gengiva de pacientes
da familia com FGH acompanhada pelo departamento de diagndstico oral,
disciplina de Patologia (FOP-UNICAMP) apresentaram maior capacidade
proliferativa em todos os métodos avaliados (incorporagdo de BrdU, indice
de PCNA, indice mitdtico e numero de AgNORSs), que fibroblastos de GN.
A adicao de TGF-f1 ao meio de cultura de linhagens celulares provenientes
de GN aumentou significantemente a taxa de crescimento celular para a
concentracao de 0,1ng/ml.
A neutralizacédo do efeito autécrino de TGF-B1, através de oligonucleotideos
antisense e anticorpos anti-TGF-B1 (AB-100-NA, R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), em fibroblastos de FGH foram acompanhadas por uma reducao

significante na taxa de crescimento.
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11.2. Cépia do trabalho enviado para publicacao
TGF-B1 autocrine stimulation regulates fibroblast proliferation in hereditary
gingival fibromatosis
C.R. de Andrade,* P. Cotrin,* E. Graner,* O.P. Almeida,* J.J. Sauk,"* and R.D.
Coletta”
* Discipline of Oral Pathology, University of Campinas Dental School, Piracicaba,
Sao Paulo, Brazil.
T Department of Pathology, University of Maryland Dental School, Baltimore, MA.

* Greenebaum Cancer Center, University of Maryland.

All correspondence should be sent to: Dr. R.D. Coletta, Discipline of Oral Pathol-
ogy, University of Campinas Dental School, CP 52, CEP 13414-018 Piracicaba,

Sao Paulo, Brazil. e-mail: coletta@fop.unicamp.br

Background: Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is a rare oral disease
characterized by a slow and progressive enlargement of both the maxilla and man-
dible gingiva. Increased proliferation, elevated synthesis of extracellular matrix,
particularly collagen, and reduced levels of matrix metalloproteinases seem to
contribute to the pathogenesis of gingival overgrowth in HGF patients. Transform-
ing growth factor-B1 (TGF-B1) is an important cytokine thought to play a major role
in fibrotic disorders, such as HGF, due to its ability to stimulate the synthesis and

reduce the degradation of extracellular matrix. In HGF fibroblasts, TGF-B1 auto-
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crine stimulation reduces expression and production of matrix metalloproteinases.
However, the role of TGF-B1 in the fibroblast growth modulation has not been es-
tablished in this disease.

Methods: The aim of this study was confirm the increased proliferation rate of
HGF fibroblast cell lines and to explore a possible autocrine role of TGF-1 as a
cell growth stimulator by blocking production of this endogenous cytokine using two
well established systems: antisense oligonucleotides and neutralizing antibodies.

Results: Four different cellular proliferation assays: BrdU-labeling, AgNOR,
PCNA and mitotic indexes confirmed that fibroblasts from HGF proliferate signifi-
cantly faster than those from normal gingiva. Antisense oligonucleotides reduced
TGF-B1 production as demonstrated by capture ELISA, whereas TGF-B1 expres-
sion levels were not significantly modified. Blocking TGF-B1 synthesis with oligo-
nucleotides or its activity with specific antibodies resulted in a decreased magni-
tude of HGF fibroblast proliferation.

Conclusion: These results are consistent with the existence of an autocrine role
of TGF-B1 as a stimulator of HGF fibroblast proliferation. J Periodontol 2001
KEY WORDS
Hereditary gingival fibromatosis; fibroblast, proliferation index, transforming growth

factor-B1.
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Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is a rare oral disease characterized by a
slow and progressive enlargement of both the maxilla and mandible gingiva.1
Males and females are equally affected as a phenotype frequency of 1:175,000.2
The enlarged gingiva has normal color, fibrous consistency, non-hemorrhagic and
assymptomatic. The gingival hyperplasia may be generalized or partial, involving
only localized portions of maxilla and mandible, and the degree of enlargement
may vary from mild to severe, same between individuals within the same family.®
HGF may occur as an isolated finding or as part of a syndrome,* associated with
hypertrichosis,>® mental retardation,” epilepsy,? progressive sensorineural hearing
loss® or abnormalities of the extremities, particularly of fingers and toe.'®'! In most
of the cases, an autosomal dominant mode of inheritance is involved, however, the
disease may be found as an autosomal recessive disorder.'*'* Histologically, the
gingiva is characterized by dense connective tissue rich in coilagen fibers, covered
by hyperplasic epithelium with long rete pegs.'®'®
The biochemical events involved in HGF are not well understood at preser

However, these events are probably a consequence of disturbances in the homeo-
static equilibrium between synthesis and degradation of extracellular matrix mole-
cules or alteration in the fibroblast proliferation.”®' In our previous studies,?*?® we
found that cultured HGF fibroblasts are phenotypically distinct from normal human
gingival (NG) fibroblasts and have a significantly higher growth rate than NG fibro-
blasts. On the other hand, Johnson et al.** and Shirasuna et al.'” reported that
HGF fibroblasts showed a lower proliferation rate than those from control individu-

als. Fibroblast proliferation can be regulated by a variety of agents including the
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cytokine transforming growth factor-beta1 (TGF-B1) stimulation.*>% In response to
TGF-B1, gingival fibroblasts upregulate the rate of proliferation.**?” The aim of the
present study was verify the proliferation rates of HGF fibroblasts isolated from
gingiva of 12 members of the same family and to compare these results with fibro-
blasts isolated from individuals with normal gingiva. Additionally, we assessed the
role of autocrine stimulation by TGF-B1, which is produced in higher amounts by
HGF fibroblasts,?® on the proliferation rates of these cells using two well docu-
mented models: antisense oligonucleotides directed against and overlapping the

translation-start site of the TGF-1 mRNA and neutralizing antibodies.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

Human gingival fibroblast primary cultures were established using tissue explants
obtained by gingivectomy/gingivoplasty from 12 patients affected by HGF and from
12 patients under periodontal treatment at the Orocentro - Center for the Study of
Oral Diseases at the University of Campinas Dental School, Piracicaba-SP. All
HGF patients were members of the same family, and only fibrous and non-inflamed
gingival tissues overgrowth were selected. The mean age of HGF group was 22.66
+ 10.88 years and included six males and six females. Control fibroblasts were de-
rived from non-inflamed or hyperplastic gingival of eight males and four females,
with a mean age of 24.41 + 3.72 years. The cultures of gingival fibroblasts were

obtained as previously described.?® Cells were cultured in Dulbeccos’s modified
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Eagle’s medium (DMEM)' containing 10% fetal bovine serum (FBS), 100 pg/ml
penicillin, 100 ug/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine at 37¢ C in a 5% CO; air at-
mosphere. All experiments were performed using cells between the third and tenth
passages. The study protocol was approved by the Ethical Committee in Research
at the University of Campinas Dental School. All patients were informed about the

study’s purpose before they consent to participate.

Bromodeoxyuridine-labeling (BrdU) index

HGF and NG fibroblasts were plated (30,000 cells per well) in 8-well glass culture
chamber slides® and cultured at 372 C in humidified air containing 5% CO; for 24 h.
Following incubation, cells were washed in PBS, and incubated with BrdU (diluted
1:1,000) for 1 h at 37° C in 5% CO,. After incubation, cells were washed in PBS
and fixed in 70% ethanol for 1 h. BrdU incorporation in proliferating cells was re-
vealed using immunohistochemistry®. The BrdU-labeling index, expressed as the
percentage of cells labeled with BrdU, was determined by counting 1,500 cells in
three independent reactions for each HGF and NG fibroblast strain using an image

analysis system KONTRON 400°.

! Gibco, BRL, Gaithersburg, MD.
2 Nunc A/S, Roskilde, Denmark.
® Amershan Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ.

* Zeiss, Germany.
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Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) index

Cell suspensions (30,000 cells) were cultured in culture chamber slides as de-
scribed above, fixed in 70% ethanol for 1 h and washed with PBS. Cells were then
treated with 1% bovine serum albumin (BSA)® diluted in PBS for 1 h, incubated
with monoclonal antibodies against PCNA® (diluted 1:3,000), and followed by the
ABC method (StrepABC Complex/HRP Duet kit)'". Reactions were developed with
0.6 mg/ml 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)** containing 0.01%
H-0,. The PCNA index was calculated by counting labeled nuclei of 1,500 cells in
three independent reactions for each HGF and NG fibroblast strain, and expressed

in percentage.

Argyrophilic nucleolar organizer region (AgNOR) staining

The AgNOR technique was adapted from that described by Chatterjee et al.?® HGF
and NG fibroblasts (30,000 cells) were cultured in glass chamber slides for 24 h,
fixed in 70% ethanol for 1h and rehydrated. The cells were then incubated for 30
min at 372 C with a fresh solution containing one part of 1% gelatin in 1% formic
acid and two parts of 50% aqueous silver nitrate. The AQNORs were visualized as
intranuclear black dots under light microscopy. For each fibroblast strain, the num-
ber of AQNOR dots on 1,500 cells was determined using an image analysis sys-

tem.

5 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.
® Dako Corp. Carpenteria, CA.
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Mitotic index

HGF and NG gingival fibroblasts were plated in glass chamber slides, cul-
tured for 24 h in DMEM supplemented with 10% FBS, fixed in 70% ethanol, and
then stained with hematoxylin and eosin (H&E). Thirty randomly selected micro-
scopic fields of 0.0256 mm? (approximately 1,000 cells) were examined for each
fibroblast strain and the number of cells in mitosis determined. Mitotic index was

expressed as the percentage of cells in mitosis per field = SD.

Treatment of NG fibroblasts with TGF-31

NG fibroblasts were plated in 8-well chamber slides at a density of 30,000 cells per
well, in 500 wl of DMEM containing 10% FBS. After 16 h, the cells were washed
with PBS and cultured in serum-free DMEM for an additional of 24 h. Following
serum starvation, TGF-B1” in 2.5% charcoal-treated (CT)-FBS/DMEM was added
to the cells at concentration of 0.1 ng/ml. Proliferation rates were determined 24 h

after treatment, as described above.

7 R&D Systems, Minneapolis, MN.
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Neutralization of TGF-31 translation using antisense oligonucleotides

Neutralization of TGF-B1 autocrine stimulation on HGF fibroblasts (HGF2 and
HGF5 cell lines) was performed as described by Le Roy et al.?’ with some modifi-
cations. Fibroblasts grown to 70%-confluence in 8-well chamber slides were incu-
bated with serum-free DMEM for 24 h. Following serum starvation, the cells were
transfected in 2.5% CT-FBS/DMEM with antisense or sense oligonucleotides by a
cationic liposome-mediated transfection method. Antisense and sense 15-base
deoxyribonucleotides corresponding to the translation-initiation region of TGF-B1
mRNA were: antisense 5° GGA GGG CGG CAT GGG 3’ and sense 5° CCC ATG
CCG CCC TCC 3. Briefly, oligonucleotides dissolved in one volume of DMEM
without FBS were mixed with lipofectAMINE reagent® dissolved in the same vol-
ume of medium and incubated for 45 min at room temperature. Thereafter, the oli-
gonucleotide-liposome complexes were diluted with 8 volumes of medium resulting
in 2.5% CT-FBS/DMEM containing 1 ug/ml of each oligonucleotides and 1,25% of
lipofectAMINE and, then added to the cells for 24 h. After incubation, the efficiency
of the inhibition of TGF-B1 was determined using reverse transcriptase-reaction
chain polymerase (RT-PCR) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
The role of autocrine stimulation of TGF-B1 on HGF fibroblasts proliferation rate

was assessed by BrdU-labeling and PCNA indexes and, cytometric analysis.

$ Gibco, BRL, Gaithersburg, MD.
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ELISA

After each treatment, the conditioned cell culture medium was used to quantify
TGF-B1 production by HGF cells, whether the cells were incubated in guanidine
thiocyanate for total cellular RNA extraction. Before measurement, the latent form
of TGF-B1 was converted in to the active form, by treatment with 0.167 M HCI for
10 min, followed by neutralization with 1.2 M NaOH in 0.5 M HEPES. The samples
were assayed using an ELISA kit? according to the manufacturer’s instructions.

The values were expressed as percentage of inhibition of TGF-$1.

® R&D Systems, Minneapolis, MN.
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RNA extraction and RT-PCR analysis

The expression of TGF-B1 in HGF fibroblasts after each oligonucleotides treatment
was assessed by RT-PCR. Total cellular RNAs were isolated after the methods of
Chomezynski and Sacchi®* using the Trizol™ reagent kit'°. The concentration and
purity of RNA in each sample was determined by the absorption at 260/280 nm
using a Genesys 2 spectrophotometer''. Two micrograms of total RNA per sample
were used to generate cDNAs using the Superscript || RNase H-reverse transcrip-
tase!™t. The resulting cDNAs were subsequently amplified in a 50 ul reaction mix-
ture containing 1 uM of each primer,®’ 2 mM MgCl,, 0.8 mM dNTPs and 0.025 U/ul
Taqg DNA polymerase. B-actin was used as a housekeeping control. Primers for
TGF-B1 were sense 5

AAG TGG ATC CAC GAG CCC AA 3 and antisense 5 GCT GCA CTT GCA GGA
GCG CAC 3’ and for B-actin sense 5° TCA GAA GGA CTC CTA TGT GG 3 and
antisense 5 TCT CTT TGA TGT CAC GCA CG 3'. After denaturation for 3 min at
93¢ C, 34 cycles of amplification were performed using a model 9700 thermo-
cycler'?, followed by final extension of 10 min at 722 C. The cycling parameters
were: denaturation for 30 s at 94° C, annealing for 1 min at 552 C, extension for 1
min at 72° C. After amplification, 2 ul of PCR product were electrophoresed on a
5% non-denaturing polyacrylamide gel and the PCR products stained with silver as

described by Sanguinetti et al.*

%" Gibco, BRL, Gaithersburg, MD.
' Spectronic Inst., Rochester, NY.
2 perkin Elmer, Foster City, CA.
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Cytrometic analyses

Propidium iodide’ was used to assess cell cycle and stain for dead cells. For
these studies, ~1x10° HGF fibroblasts treated with antisense or sense oligonucleo-
tides were incubated with a hypotonic citrate solution containing PI to a concentra-
tion final of 1 mM. Cells were labeled for 20 min, and then analyzed on the FAC-
Scan flow cytometer'®. Fluorescence data were displayed on a four-decade log
scale. A minimum of 10,000 events was collected on each sample. The percentage
of cells with a Gy, S, and Go/M DNA complement was determined from a DNA
histogram by a region integration using onboard Multicycle™ data analysis rou-

tines'®. All experiments were performed in duplicate.

Neutralization of TGF-B1 using specific antibodies

HGF fibroblasts (HGF2 and HGF5) grown to 70%-confluence were maintained in
serum-free DMEM for 24 h, following incubation with 2.5% CT-FBS/DMEM con-
taining O or 5.0 pug/ml of rabbit anti-TGF-B1 IgG'® for an additional of 24 h. Follow-

ing treatment, proliferation analysis were performed as described.

¥ Sigma Chemical Co., St. Louis, MO.

14 Becton Dickinson, San Jose, CA.

'S Phoenix Flow Systems, San Diego, CA.
'® R&D Systems, Minneapolis, MN.
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Statistical analysis

Non-parametric one-way analysis of variance (ANOVA) was used to test group
effects and treatments based on Kruskal-Wallis test at 5% of significance (P<0.05).
Multiple comparisons and orthogonal contrasts were used in order to detail some
test of the detected effects. All assays were performed at least three times in tripli-

cates or quadruplicates.

RESULTS

Proliferation of HGF fibroblasts

The proliferation rates of HGF and NG fibroblasts were assessed by measuring
BrdU incorporation into DNA, PCNA expression and, quantification of AgNORs,
besides determination of mitotic potential. In all fibroblasts strains, AQNOR were
strictly located within the cell nucleus and were clearly visible as black dots. The
mean number of AQNORs per nucleus is depicted on Table 1. Difference in the
mean counts of AQNORs dots between groups of fibroblasts was small, but statisti-
cally significant (p<0.05). Mitotic activity measured by direct counting showed sig-
nificantly higher percentage of cells in mitosis in the HGF group compared to the
control group (Table 1; p<0.0001).

Nuclear immunoreactivity for BrdU and PCNA were clearly and easily identi-
fied in both groups. Nuclei with a clear brown color, regardless of staining, were
interpreted as positive. Table 2 shows that HGF fibroblasts have a significantly
higher BrdU-labeling index than NG strains (P<0.0001). All HGF cell lines showed

a faster proliferation rate than NG, with exception of NG3 that showed BrdU-
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labeling index higher than the mean of HGF group. The percentage of BrdU-
positive cells in HGF group ranged between 18 to 36%, with a median of 26%
(mean 26.09% =* 4.70), whereas for NG group ranged between 7 to 32%, with a
median of 13% (mean 14.31% * 7.56). The labeling index for PCNA ranged be-
tween 15 and 39% with the median being 28% for the HGF group (mean 25.91% =+
8.87) and between 13 and 35% with the median of 17% for NG group (mean
18.01% * 10.35) (Table 2). PCNA index of fibroblasts from HGF were significantly

higher than those of control (p<0.01).

Effect of exogenous TGF-31 on NG cell proliferation

To evaluate the effect of TGF-B1 on NG cell proliferation, 2 cell lines were ran-
domly selected and incubated for 24 h in the presence of 0.1 ng/ml of growth factor
in DMEM supplemented with 2.5% of CT-FBS. Figure 1 illustrates the effect of
TGF-1 on BrdU incorporation into DNA (A) and PCNA expression (B). In concen-
tration of 0.1 ng/ml, TGF-B1 produced higher proliferation indexes than the control.
The response to TGF-B1 at 0.1 ng/ml was statistically (P<0.05) different from the

control.

Effect of antisense oligonucleotides on expression and production of TGF-51
by HGF fibroblasts
Since TGF-B1 stimulates NG fibroblasts proliferation, we sought to determine if the

excessive production its cytokine by HGF cells, in an autocrine fashion, could me-
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diate the proliferative behavior of those cells. To determine the efficacy of an-
tisense oligonucleotides on the neutralization TGF-B1 production, we investigated
the amount of TGF-B1 secreted in culture supernatants by 2 HGF cells lines (HGF2
and HGF5) by ELISA. In so doing, these studies revealed that antisense oligonu-
cleotides significantly reduced TGF-B1 production to 62% in comparison with
sense oligonucleotides. Similar results were obtained by Le Roy et al.?® using fi-
broblast-like cells isolated of interstitial tissue from testis. To confirm that TGF-31
antisense oligonucleotides promoted a translation arrest of TGF-B1 mRNA, we
studied the TGF-1 mRNA levels by RT-PCR. Neither antisense nor sense oligo-

nucleotides modified significantly the levels of TGF-B1 transcripts (data not shown).

Effect of antisense oligonucleotides on proliferation rate of HGF fibroblasts
The data of BrdU-labeling and PCNA indexes after oligonucieotide treatment of
HGF cells are shown in Table 3. The mean of BrdU-labeling and PCNA indexes of
HGF fibroblasts treated with antisense oligonucleotides were significantly lower
than those treated with sense oligonucleotides (P<0.05). Flow cytometric DNA
content analysis demonstrated that antisense oligonucleotides treatment increased
the percentage of cells in Gy phase of cell cycle, decreasing the percentage of
cells in other phases compared to sense oligonucleotides treatment (Table 4).

To further test the specificity of the antisense oligonucleotides, we examined

whether exogenous TGF-B1 could reverse the effects of antisense treatment. We
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demonstrated that 0.1 ng/ml of TGF-B1 partially reversed the effects of the an-

tisense oligonucleotides on HGF cell proliferation (Table 5).

Effect of neutralizing antibodies against TGF-S1 on HGF cell proliferation

The effect of TGF-B1 on the cell proliferation of HGF cells was also confirmed with
anti-TGF-B1 neutralizing antibodies. Although previously it was shown that 5 ug/ml
of anti-TGF-B1 neutralizing antibodies abrogated the effects of 500 pg of TGF-
1,239 31 we found that 5 ug/ml of anti-TGF-31 was the optimal dose to neutralize
100% of TGF-B1 produced by 1x10° HGF2 and HGFS5 fibroblasts in 24 h. Utilizing
these results, anti-TGF-B1 antibodies were added directly to the medium of HGF
cells, which produced a decrease in the proliferation rate. Figure 2 shows the val-

ues of BrdU-labeling and PCNA indexes after treatment with neutralizing antibod-

ies against TGF-B1 at concentration of 5 pg/ml.
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DISCUSSION
HGF is a heterogeneous disease of genetic origin characterized by an overgrowth
of the gingival. The mechanism that leads to the accumulation of abnormal
amounts of gingival tissue in HGF is still unknown. The excess accumulation of
connective tissue has traditionally been regarded to result from local increases in
collagen synthesis, which is consistent with the histological characteristics of the
disease.'”'® However, recent studies have recognized the equally important role of
connective tissue degradation and resident cell proliferation in the pathogenesis of
HGF 2022

In our previous study,* 4 fibroblasts strains isolated from affected members
of a family with HGF were analyzed using 6 different proliferation assays. These
results clearly showed that the proliferation rate was significantly higher in fibro-

blasts from HGF than those from NG. Although our previous results were in similar

18 17, 24,
L,

to the findings of Tipton et al., ” they were different from several other reports.
% To verify the cell proliferation potential of HGF fibroblasts, we isolated, cultured
and evaluated the proliferative potential of 12 different cell lines from HGF patients.
Previously we have shown that HGF fibroblasts are characterized by significantly
increased proliferation rate comparing to NG fibroblasts. Each one of the HGF
strain proliferated faster than NG lines, with exception of NG3 that showed higher
growth rates than the mean of HGF cell lines. Such variations among cell lines
have been previously attributed to subsets of fibroblasts that exist in gingiva and

periodontum.®** Moreover, while HGF gene has been mapped with polymorphic

markers in a region of chromosome 2p21 bounded by the genetic loci D2S1788
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and D2S441% or loci D2S352 and D2S2163,% similar analyses of the same HGF
family studied here have not supported a similar chromosome assignment.® Fu-
ture investigations must be better clarifying if the variable cell-culture results are
also correlates with genetic defect and with the variable expression of a common
gene mutation, allelic mutations, or non-allelic mutations.

We undertook functional studies with antisense oligonucleotides and neu-
tralizing antibodies to TGF-$1 to determine the role of this cytokine, which has pre-
viously been demonstrated in elevate amounts in HGF, in HGF fibroblasts prolif-
eration. Antisense reagents and antibodies have been successfully applied to in-
hibit the synthesis of a wide range of proteins, including TGF-B1.'%2%2*%! TGF-B1 is
the prototype of the TGF- superfamily of multifunctional peptides that controls cell
proliferation, differentiation and other functions in many cell types.®® Although re-
cent studies have delineated the binding of TGF-B1 to different serine-threonine
receptor subtypes, little is known about its exact signaling pathways.*® TGF-B1 has
a profound growth inhibitory effect in cultured keratinocytes. On the other hand,
TGF-B1 enhances fibroblast proliferation, not only by increasing the G+/S transition
and DNA synthesis, but also by shortening the Gy phase of the cell cycle.*’ Our
previous results showed that HGF fibroblasts have uniform DNA diploidy with a
higher S-phase (40.9%) and Gx/M (10.1%) fraction and a relatively low G4 phase
fraction (40.9%).%" In the present study, we extend these findings and further dem-
onstrate that HGF proliferation was significantly reduced by blocking endogenous

production and activity of TGF-B1. Furthermore, blocking TGF-B1 with anti-TGF-31
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antibodies abrogated the mitogenic effect of TGF-f1-induced HGF fibroblasts pro-
liferation. Additionally, we demonstrate that the TGF-B1 reduction is accompanied
by an increase in the percentage of cells in Gy phase of cell cycle, suggesting that
TGF-B1, in an autocrine fashion, mediates G+/S transition of HGF fibroblasts and
appears to be a major factor accounting for the growth stimulation of HGF cells.
Our data also revealed that the TGF-B1 signaling pathways are not compromised
by the treatment with oligonucleotides, since exogenous TGF-B1 partially reversed
the effects of the antisense oligonucleotides.

In conclusion, our results obtained from 4 different cell proliferation assays
showed that the cell proliferation rate was significantly higher in HGF fibroblasts
than from NG. Additionally, our data identified that endogenous TGF-B1 is an auto-
crine stimulator of HGF fibroblasts proliferation. Further studies are needed to de-
termine the role of TGF-f1 in activation of cyclins or cyclin-dependent kinases
stimulators of HGF fibroblast proliferation. Such studies would give insights about
the biochemical mechanisms characterized by an excess proliferation of HGF fi-
broblasts that possibly has a role in the pathogenesis of gingival overgrowth in
HGF patients.
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TABLES

Table 1.
Mean number of AgNOR dots per nucleus and mitotic index in NG and HGF. Mi-

totic index represent the number of cells in mitosis per field.

NG HGF
Number of NORs/nucleus 3.14+0.43 3.32 £ 0.27*

Mitosis/field 1.85+0.93 3.21 £0.76™*

* P<0.05; ** P<0.0001

Table 2.
BrdU-labeling and PCNA indexes of fibroblasts from NG and HGF groups. The
data of BrdU-labeling and PCNA indexes correspond the percentage of positive

cells of 12 strains of fibroblasts.

BrdU (%) PCNA (%)
NG 14.31 £7.56 18.01 + 10.35
HGF 26.09 * 4.70* 25.91 + 8.87*

* P<0.0001; ** P<0.01
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Table 3.

Effect of antisense oligonucleotides on HGF cell proliferation. HGF fibroblasts were
seed in 8-well chamber slides in DMEM with 10% FBS to culture for 24 h and re-
placed with serum-free medium. After 24 h incubation, 1 pg/ml of antisense or
sense oligonucleotides were administered. The proliferation rate was determined
by BrdU-labeling and PCNA indexes. Values are the mean + SD from triplicate

determinations.

BrdU (%) PCNA (%)
Sense oligonucleotides 14.57 £ 6.60 8.99 + 3.88
Antisense oligonucleotides 8.84 + 0.87* 3.40 +£1.33*
* P<0.05
Table 4.

Percent distribution of cells in cell cycle phases after oligonucleotides treatment.

Data are the mean percent for three determinations = SD.

Cell Cycle Phases

G S Go/M
Sense oligonucleotides 89.45 + 3.58 6.57 +2.49 3.97+222
Antisense oligonucleotides 91.40+4.24 499+ 3.24 3.60 +1.56
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Table 5.

Partial reversion of effect of antisense oligonulceotides on HGF fibroblasts prolif-
eration by addition of exogenous TGF-B1. HGF fibroblasts were cultured in pres-
ence the both 1 pug/ml of antisense oligonucleotides and 0.1 ng/ml of TGF-B1. The
partial reversed showed that TGF-B1 pathway is independent of treatment with an-

tisense oligonucleotides.

Control Antisense oligonu-  TGF-B1 + Antisense
cleotides oligonucleotides
BrdU (%) 34.56 £ 15.31 24.44 +14 .47 23.65 +14.22
PCNA (%) 47.99 £19.90 33.23 + 18.09 38.91+20.18
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Figure Legends

Figure 1.

Effect of TGF-B1 on NG fibroblast proliferation. NG proliferation was determined by
BrdU incorporation into DNA (A) and PCNA immunohistochemical expression (B).
Serum-starved cells were cultured in presence of 0.1 ng/ml of TGF-$1 for 24 h. *

P<0.05.

Figure 2.

Proliferation analysis of HGF fibroblasts after addition of anti-TGF-B1 neutralizing
antibodies. HGF2 and HGF5 fibroblasts were grown for 24 h in presence of 5 ng/mi
of anti-TGF-B1. Following treatment, BrdU-labeling (A) and PCNA (B) indexes were
determined. Addition of anti-TGF-1 antibodies revealed a decrease in the prolif-

eration rate of HGF fibroblasts. * P<0.05.
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FIGURE 1.
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FIGURE 2.
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