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Resumo

A fibromatose gengival hereditdria (FGH) € uma doenca bucal incomum,
caracterizada por um aumento gengival generalizado e progressivo.
Histologicamente, a FGH apresenta um epitélio com profundas criptas
epiteliais que se projetam em dire¢do ao tecido conjuntivo subjacente, que ¢é
denso e rico em fibras coldgenas. O objetivo do estudo foi analisar o padrdo
histomorfométrico e a expressdo imunohistoquimica do receptor para o fator
de crescimento epidérmico (EGF) e do antigeno nuclear de proliferacdo
celular (PCNA) em 10 amostras de FGH e 10 de gengiva normal (GN). Os
resultados da andlise histomorfométrica demonstraram que o perimetro
epitelial e a profundidade das criptas epiteliais sdo significantemente maiores
em FGH quando comparado com GN (p<0,01). Embora a 4rea epitelial tenha
sido maior em FGH, esta diferenca ndo foi estatisticamente significante. A
expressdo do receptor para EGF foi detectada nas camadas basal, espinhosa e
granulosa do epitélio de todas as amostras de GN e FGH, com uma
porcentagem de células positivas significantemente maior em GN (p<0,005).
A expressdo de PCNA foi localizada principalmente nas camadas ‘basal e

espinhosa do epitélio das amostras de GN e FGH, sem diferencas
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significantes. Estes resultados sugerem que a expressdo do receptor de EGF
estd inversamente relacionada & profundidade e irregularidade das criptas
epiteliais da gengiva de pacientes com FGH.

Palavras chave: fibromatose gengival hereditdria; histomorfometria;

receptor do fator de crescimento epidérmico; proliferacdo.
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2. Abstract

Histomorphometric analysis and expression of epidermal growth
factor receptor and proliferative cell nuclear antigen
in hereditary gingival fibromatosis.

Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is an uncommon buccal
disease, clinically characterized by a generalized and progressive enlargement
of the gingiva. Histologically, HGF shows an epithelium with long slender
rete pegs that extend into a dense connective tissue that is rich in collagens
fibers. The aim of the present study was to analyze the histomorphometric
features and the immunohistochemistry expression of the epidermal growth
factor receptor (EGFr) and proliferative cell nuclear antigen (PCNA) in 10
samples of the HGF and 10 of normal gingiva (NG). The results from the
histomorphometry demonstrated that the epithelial perimeter and the deep of
the epithelial rete pegs are significatly higher in HGF when compared with
NG (p<0,01). Although the epithelial area had been higher in HGF, this
difference was not statiscally significant. The expression of EGFr was
observed in all epithelial layers of NG and HGF, with a percentage of positive

cells significantly higher in NG group (p<0,005). PCNA expression was
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restricted for basal and suprabasal layers of the epithelium of the NG and HGF
samples, without significant differences. These results suggest that the
expression of EGFr is inversely related to the deep and irregularity of the
epithelial rete pegs of gingiva of patients with HGF.

Key words: hereditary gingival fibromatosis; histomorphometry;

epidermal growth factor receptor; proliferation.
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3. Introducio

A FGH ¢ uma doenca bucal rara caracterizada por um aumento gengival
fibrético de crescimento lento e continuo que envolve a regido da maxila €
mandibula (BOZZO et al., 1994). Pode se apresentar como uma alteracao
isolada, ou ainda em associagio com outras anormalidades, como parte de
uma sindrome (EMERSON, 1965, FLETCHER, 1966). Histologicamente a
FGH caracteriza-se por apresentar um epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado mostrando profundas criptas que se projetam em dire¢do ao
tecido conjuntivo subjacente e, que por vezes podem se anastomosar
(JONHSON ez al., 1986; SINGER et al., 1993). O tecido conjuntivo € denso, e
rico em fibras coldgenas permeados por fibroblastos, vasos sangiiineos e,
ocasionalmente, discreto infiltrado inflamatério (REDMAN et al, 1985
SHIRASUNA er al.,1989a; DANESH-MEYER & HOLBOROW, 1993). A
FGH ¢ transmitida de forma heterogénea, podendo ser herdada como um
padrdo autossomico dominante ou recessivo (GORLIN, er al, 1990;
GOLDBLATT & SINGER, 1992). Apesar de ter sido demonstrado que o fator
de crescimento transformante-1 (TGF-$1) tem papel importante na regulacéo

na proliferacdo de fibroblastos e na regulacdo da matriz extracelular (MEC)
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em FGH, o mecanismo pelo qual o aumento gengival ocorre ainda €
desconhecido (COLETTA et al., 1999a; ANDRADE, 2001).

O fator de crescimento epidérmico (EGF) € um polipeptideo de 53
aminodcidos o qual foi originalmente isolado do extrato da glandula
submandibular de ratos adultos. A primeira fun¢do associada a este fator de
crescimento fol a capacidade de induzir a abertura precoce das pilpebras e a
erupcdo prematura dos dentes incisivos de ratos (COHEN, 1962). O EGF
exerce uma variedade de fungdes bioldgicas, sendo uma das principais a
capacidade de estimulacdo da proliferacio de células epiteliais e
mesenquimais (COHEN, 1962; CARPENTER, 1987), incluindo as células do
epitélio oral (STEIDLER & READE, 1980). Estudos de cultura de células
demonstraram ser o EGF um potente mitégeno para muitos tipos celulares de
origem ectodermal, mesodermal e endodermal (CARPENTER & COHEN,
1979, SCHOUR & MASSLER, 1971), exercendo diversas fungdes durante a
diferenciac@o celular (FOX er al., 1982; CARPENTER, 1987). Estudos in
vitro tém claramente mostrado que a acfo biolégica do EGF requer a
associacfio com o receptor especifico de superficie celular (CARPENTER &
COHEN, 1979). A partir desses achados iniciais, muitos estudos tém sido

realizados no intuito de caracterizar a distribuicdo imunohistoquimica de EGF
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e de seu receptor nos mais diversos tecidos dentre eles os tecidos orais. O
objetivo deste trabalho é avaliar o padr@o histomorfométrico do tecido

epitelial da GN e FGH e determinar a expressdo imunohistoquimica do

receptor de EGF e PCNA.
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4. Revisao da Literatura

5.1. Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH):

Fibromatose gengival € a denominacio usada clinicamente para
identificar um aumento volumétrico dos tecidos gengivais decorrente do
actimulo excessivo de coldgeno e da proliferacdo acentuada de fibroblastos
(TAKAGI et al., 1991). De acordo com sua natureza, as fibromatoses
gengivais tém sido classificadas em medicamentosa, idiopatica, inflamatoria,
hereditaria e anatdmica (TOMMASI, 1998; CASTRO, 2000). A fibromatose
gengival de cardter hereditdrio é denominada FGH.

A FGH foi inicialmente relatada por GROSS (1856). A partir deste
relato, foram publicados indmeros trabalhos caracterizando clinica,
bioquimica, histolégica e geneticamente esta alteracdo. A FGH ¢ uma doenga
bucal relativamente incomum, com distribuicdo de 1 em 750.000 individuos
(FLETCHER, 1966; SINGER et al, 1993; RAMER et al., 1996),
caracterizada pelo aumento gengival fibrético, com crescimento lento e
continuo, ndo hemorrdgico, de coloracdo rdésea e pontilhado superficial
caracteristico, que pode envolver a regido da maxila e mandibula. Esta doenca

ndo apresenta regressdo espontinea e nem predilecdo por sexo (SCIUBBA &

10
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NIBLOOM, 1986; BOZZO, 1992; 1994; TRIPTON, 1997, RUSHTON,
1957). O aumento pode ser generalizado ou parcial, 1sto €, envolve somente
um arco ou porgdes de um arco (CUESTAS-CARNERO, 1988) sendo, neste
caso, fregliente o envolvimento da superficie palatina da tuberosidade maxilar
e da superficie lingual da mandibula (OIKARINEN et al., 1990; COLETTA,
1999a).

A gravidade da FGH € varidvel, produzindo desde um defeito estético
(BAKAEEN & SCULLY, 1991) até, em casos mais graves, deformidades no
contorno do palato, alterando a fonacdo, degluticdo e mastigacdo (CUESTAS-
CARNERO, 1988; BOZZO, 1994). Esta variacdo clinica € possivelmente
explicada pela varidvel expressividade génica da doenca.

As manifestacdes clinicas da FGH sdo freqiientemente observadas
durante as fases de erupcdo dos dentes permanentes, mas podem ser
observadas com a erupc¢ac da denticio decidua e raramente estarem presentes
ao nascimento. FLETCHER (1966) afirmou que o aumento gengival em
pacientes com FGH aparece e progride durante as fases de erupc@o dental e
diminui com o final destes estdgios. Este autor também afirmou que a
presenca de dentes € necessdria para que a FGH se desenvolva, visto que esta

alteracdo ndo € observada antes da erupgdo dental e desaparece ou regride com

11
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a perda dos dentes. Contudo, intimeros trabalhos tém descrito a presenca do
crescimento gengival em periodos curtos apds o nascimento ¢ observado o
crescimento em pacientes desdentados (HINE, 1952; MCINDOE & SMITH,
1958; RUGGLES, 1925). Na familia de pacientes com FGH utilizada neste
estudo, a FGH apresenta um padrdo de manifestacio heterogéneo, sendo em
alguns pacientes observada em periodos apds 0 nascimento € em Outros nas
fases de erupcdo da denticdo decidua ou permanente (BOZZO et al., 2000).

A FGH usualmente € encontrada como uma alteracdo isolada
(EMERSON, 1965; FLETCHER, 1966), mas pode apresentar-se também em
associacio com outras anormalidades, caracterizando uma sindrome. A
caracteristica sindromica mais freqiientemente observada em associacdo coma
FGH € a hipertricose, que estd ocasionalmente associada com retardo mental e
epilepsia. As principais sindromes que apresentam a FGH como uma
caracteristica s8o descritas na tabela 1. Os membros da familia acompanhada
por nés ndo apresentam nenhuma das caracteristicas comumente observadas
em associacdo a FGH e apresentam intelecto normal.

A FGH ¢ transmitida de forma heterogénea, podendo ser herdada como
um padrio autossémico dominante ou recessivo (GORLIN, er al., 1990;

GOLDBLATT & SINGER, 1993). O padrfo recessivo apresenta uma menor

12
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prevaléncia quando comparado com o padrido dominante e, segundo alguns
autores, este padrdo provém de casamentos consangiiineos (NEVIN er al.,
1971). Porém a consangiiinidade ndo ¢ a (inica e nem a explicaciio mais aceita.
Descendentes de pessoas n@o aparentadas, cada qual portador de um gene
mutado, parecem ser responsdveis pela maioria dos casos de doencas
autossémicas recessivas, principalmente se o cardter recessivo apresentar alta
freqiiéncia na populacdo (THOMPSON & THOMPSON, 1993).

O primeiro estudo correlacionando o provdvel gene alterado na FGH foi
recentemente descrito por HART er al. (1998). Estes autores, estudando uma
familia com 12 membros afetados por FGH através de técnicas de
alinhamento genético, identificaram alteracdes provavelmente relacionadas
com a doenga no cromossomo 2 entre os loci D2S1788 e D2S441. Contudo,
estudos semelhantes na familia objeto deste estudo, ndo confirmaram
alinhamento cromossémico similar (HART er al, 2000). Recentemente,
XIAO et al. (2000), analisando quatro diferentes familias de portadores de
FGH, demonstraram que o provavel gene relacionado a FGH esta localizado
entre os loci D28352 e D282163, que sobrepde uma distincia de 3.8-cM da
regido anteriormente descrita por HART er al. (1998). A identificacdo das

bases genéticas da FGH levard a uma melhor compreensdo dos mecanismos

13
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envolvidos e possibilitard melhores perspectivas para tratamentos definitivos
nestes pacientes.

A FGH fo1 descrita microscopicamente pela primeira vez por TOMES
(1879), e, desde entdo, nota-se que hd uma certa unanimidade na literatura no
que se refere a descri¢do histoldgica desta alteragdo. A FGH se caracteriza
histologicamente por apresentar um epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado, mostrando acantose com profundas criptas que se projetam em
direcdo ao tecido conjuntivo subjacente, e que, por vezes, podem se
anastomosar (JOHNSON er al., 1986; SINGER et al, 1993). O tecido
conjuntivo € denso com numerosos feixes de fibras coldgenas permeados por
fibroblastos e vasos sangiiineos (REDMAN et al., 1985; SHIRASUNA et al,,
1989; DANESH-MEYER & HOLBOROW, 1993). Foram descritas dreas de
calcificacdo distrofica, ithas de metaplasia Ossea, dreas de ulceracdo e focos de
células inflamatdrias presentes em biépsias de pacientes portadores da doenca
(GUNHAN et al., 1995). Estudos de microscopia eletrénica do tecido
conjuntivo de pacientes portadores de FGH mostraram que as fibras coldgenas
apresentavam um padrdo de dissociacdo aumentado e variagdo de seu
didmetro (BARROS, 1991).

Os mecanismos bioldgicos envolvidos na FGH sdo pouco conhecidos, e
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os resultados obtidos de estudos de culturas celulares ainda sfo controversos.
Algumas evidéncias experimentais demonstraram que 0 aumento gengival
pode estar relacionado com o metabolismo do coldgeno tipo I (JONHSON et
al., 1986). Estudos em culturas de células revelaram que fibroblastos
derivados de pacientes com FGH demonstraram reducdo em seu potencial
proliferativo ¢ na sintese de coldgeno (JONHSON er al., 1986; SHIRASUNA
et al., 1989b; OIKARINEN et al., 1990; TRIPTON et al., 1997). Embora
tenha sido demonstrado que o efeito autéerino de TGF-B1 regula a sintese de
coldgeno por fibroblastos de FGH (TRIPTON & DABBOUS, 1998), os
mecanismos relacionados a ativaco desta citocina ainda sdo incertos.
JONHSON et al. (1986) em culturas de células descreveram que
fibroblastos gengivais de FGH s@o capazes de sintetizar as mesmas
quantidades de proteinas quando comparados a fibroblastos de GN, mas a
produgdo de coldgeno € apenas a metade das células de FGH. Estes autores
também descreveram que a proliferacido celular € menor em fibroblastos de
FGH. SHIRASUNA ez al. (1989b) demonstraram que apesar da capacidade de
produzir elevados niveis protéicos, incluindo coldgeno, fibroblastos de FGH
mostraram menor taxa de crescimento quando comparado com fibroblastos de

GN. Desta forma sugeriram que a hiperplasia gengival € resultado de uma
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producdo e actimulo excessivo de coldgeno tipo I no meio extracelular.
OIKARINEN et al. (1990) estudando um caso de FGH associado i deficiéncia
da sintese de hormoénios do crescimento, descreveram uma baixa taxa de
proliferacéo celular, como descrito por SHIRASUNA et al. (1989b), mas em
contraste, 0 nivel de producio de RNAm para coldgeno dos tipos I e III foi
menor nos fibroblastos de FGH. TRIPTON et al. (1997), estudando trés casos
de FGH, demonstraram uma maior velocidade proliferativa e uma maior
producdo de coldgeno tipo I e fibronectina por fibroblastos de FGH.

Nosso grupo tem cultivado fibroblastos isolados de pacientes com FGH
desde 1997 e realizado estudos que versam desde a andlise morfoldgica das
células até a andlise dos possiveis mecanismos biolégicos que regulam o
crescimento gengival observado em pacientes com FGH. COLETTA er al.
(1998) analisaram, através de seis diferentes ensaios de proliferacio celular
(ensaio de crescimento celular, ensaio colorimétrico de MTT, contagem e
medida de NORs, determinac@o de expressio de PCNA e incorporagido 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. Anélise por citometria de fluxo

confirmou estes resultados, demonstrando que embora os fibroblastos de FGH
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e GN sejam dipléides, fibroblastos de FGH mostraram uma major
porcentagem de células nas fases S e G2/M do ciclo celular (COLETTA et al.,
1999a). Estes resultados também demonstraram que fibroblastos de FGH sédo
capazes de sintetizar maiores quantidades de coldgeno comparado com
fibroblastos de GN e, que, o coldgeno tipo I produzido por estas células
apresenta uma relacdo estequiométrica normal, caracterizada pela relacdo
[ol (D] [02(D)] (COLETTA et al., 1999a). Estes resultados sdo consistentes
aos dados da literatura que descreveram os tipos de coldgenos e as relacdes
estequiométricas como 0S mesmos em gengivas normais e hiperplasias
gengivais induzidas por drogas ou de origem genética (BECKER et al., 1967,
JONHSON et al.,1986).

E inferida a producdo local de MEC como causa do aumento gengival
de pacientes com FGH e com hiperplasias gengivais induzidas por drogas.
Contudo, recentes estudos demonstraram igual importincia para 0s
mecanismos que regulam a proliferacdo celular e a degradacdo dos
componentes da MEC. A degradacdo da MEC ¢ principalmente realizada por
enzimas do grupo das metaloproteinases de matriz (MMPs). Vdérias evidéncias
existem para a participagdo das MMPs em processos normais e patologicos,

incluindo embriogénese, reparacio, inflamacédo, cincer e doengas fibréticas. A
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inibicdo das MMPs € realizada por membros da familia dos inibidores
teciduais de MMPs (TIMP). A expressdo génica dessas enzimas € regulada
por uma variedade de agentes, incluindo a citocina TGF-B1. Em resposta a
TGF-B1, fibroblastos de FGH reduzem a produgcdo de MMP-1, enquanto
elevam os niveis de expressdo e producdo de MMP-2 (COLETTA er al.,
19990b).

Recentemente foi demonstrado que as células de FGH e GN, apesar da
diferenca de velocidade de crescimento, proliferam em orientacio paralela
respeitando 0 espaco qﬁe deve normalmente existir entre as membranas
celulares e, em condicoes de confluéncia celular ndo foi observado
empilhamento, desorganizacdo na distribuicio ou morte celular.
Morfologicamente, em condi¢des de subconfluéncia celular, os fibroblastos de
FGH e GN foram similares. Exibiram formato fusiforme com niicleo central e
tipicos prolongamentos citoplasméticos. Entretanto, em condicGes de
confluéncia celular, os fibroblastos de FGH demonstraram tamanho e largura
menores que os fibroblastos de GN. A coloracdo das células pela técnica
convencional de H&E e andlise de microscopia de luz demonstrou que, a
reducdo no volume celular dos fibroblastos de FGH em condi¢es de

confluéncia celular é resultado da reducdo de volume citoplasmatico, ndo do
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volume nuclear (MARTELLI-JUNIOR et al., 2000).

A FGH nao pode ser curada, no entanto pode ser controlada com graus
variados de sucesso. (Quando o aumento gengival € minimo, boa higiene
dental pode ser a tinica medida a ser tomada para a manuten¢do das condi¢oes
fisiolégicas de mastigacdo, degluticdo, fala e para a estética gengival dos
pacientes. Com o aumento na quantidade de tecido gengival e inicio das
alteragdes funcionais, a intervencio cirtirgica € indicada (MARTELLI-
JUNIOR et al., 2000). CUESTAS-CARNERO & BORNANCINI (1988) e
muitos outros autores recomendam a excisdo do excesso de tecido gengival
combinado com a extracdo de todos os dentes em casos cronicos da doenca,
pois esta parece ser a unica forma de tratamento definitivo. Pacientes deste
estudo recebem um protocolo de tratamento mais conservador, isto €,
gengivectomias e gengivoplastias com preservacdo da denti¢do. Esta opgéo €
baseada na obsewa§§0 que apés 30 anos de idade, o aumento gengival e as
recidivas s30 menos intensas. Esta observagio também foi descrita por
FLETCHER (1966). Outros métodos de remoc¢ao de grandes quantidades de
tecido gengival tém sido utilizados tais como laser de didxido de carbono
(BAKAEEN & SCULLY, 1991) e eletrocautério (ZACKIN &

WEISBERGER, 1961). EMERSON (1965) enfatizou a importincia da
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obtencdo de um correto contorno gengival como 0 ponto mais importante para
~a prevengdo de recidivas. Adicionalmente, demonstrou que o grau de

hiperplasia gengival ndo parece associado com a higiene oral ou com a

presenca de calculo dental.
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Tabela 1. Principais sindromes associadas a FGH.

Sindrome Heranca Principais caracteristicas além de
FGH
Murray-Puretic- AutossOmica e Muiltiplos fibromas hialinos
Drescher recessiva  em cabega e pescogo

¢ Infecgdes recorrentes
¢ Ostedlise das falanges terminais

Rutherford AutossOmica e Retardo na erupgéo dental
dominante e Opacidade da cérnea

Zimmermam-Laband  Autossdmica e Displasia de nariz, oreiha e unhas
dominante e Hipoplasia das falanges terminais
¢ Hiperflexibilidade das articulacdes
¢ Hepatoesplenomegalia

Jones AutossOmica e Progressiva perda da audicao
Recessiva
Cross Autossdmica e Hipopigmentacio dérmica

Recessiva o Microftalmia
e Retardo Mental

Cowden Autossdémica e Fibroadenoma gigante de mama
Recessiva e Hipertricose
e Miultiplos hamartomas
Fibromatose Gengival Autossémica e Hipertricose
dominante ou e Epilepsia
recessiva o Retardo Mental

Adaptado de Bakaeen and Scully (1991) e Gortlin et al. (1990).
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5.2. Fator de Crescimento Epidérmico e seu receptor

celular

Os eventos biolégicos s@o, na maioria das vezes, mediados por
moléculas polipeptidicas extracelulares sinalizadoras capazes de estimular a
proliferacdo, diferenciacdo, regeneracdo, inflamacdo e a resposta imunolégica
celular e humoral (ALBERTS et al., 1997). Estas moléculas sinalizadoras sdo
denominadas citocinas e neste grupo incluem os fatores de crescimento, as
interleucinas, os intérferons, os fatores citotéxicos e os fatores estimuladores
de colOnias.

Qs fatores de crescimento foram inicialmente descobertos por suas
habilidades em estimular células quiescentes a iniciarem o processo de divisdo
em um meio nutricional completo na presenca de soro. Esta observacdo
distingue os fatores de crescimento dos elementos essenciais, cofatores e
nutrientes que sdo utilizados em um processo metabdlico, mas que ndo sdo
suficientes para estimular a divisdo de células quiescentes. Os fatores de
crescimento sdo sintetizados e secretados por muitos tipos de células incluindo
plaquetas, células inflamatdrias, fibroblastos, células epiteliais e células
endoteliais, podendo agir sobre a célula produtora por estimulag@o autocrina,

em células adjacentes por estimulac@o pardcrina, ou em células localizadas a
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longas distincias por estimulagfo enddcrina (BENNETT & SHULTZ, 1993).

O EGF foi originalmente isolado do extrato da glidndula submandibular
de ratos adultos. A primeira funcfo associada a este fator de crescimento foi a
capacidade de induzir a abertura precoce das palpebras e a erup¢do dos dentes
incisivos de ratos recém nascidos (COHEN, 1962). EGF ¢ um polipeptideo
multifuncional com 53 aminodcidos (aa) de cadeia pequena dnica com massa
molecular de 6045 Da (CARPENTER & COHEN, 1979). Além da glandula
submandibular, o EGF tem sido detectado em uma variedade de outros tecidos
humanos e de ratos. Dentre estes destacamos, os epitélios de superficie,
incluindo o epitélio da mucosa bucal, e as glandulas de Brunner’s no duodeno
e pdncreas que constituem os principais sitios de EGF no corpo humano
(KONTUREK et al., 1989). O EGF pode ainda ser encontrado em secre¢des
corporais como saliva, leite, liquido aminiético e plasma (SHROFF et al.,
1995; LEV-RAN & HWANG, 1990) ¢ na placenta (WANG et al., 1988). A
familia dos fatores de crescimento epidérmicos € formada por, pelo menos, 4
membros, incluindo o EGF propriamente dito, o fator de crescimento
transformante-o.  (TGFo), anfiregulina e EGF ligado a heparina
(CARPENTER & COHEN, 1990; WELLS, 1999).

O EGF propriamente dito exerce uma variedade de funcdes bioldgicas,
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dentre elas a primeira originalmente conhecida é capacidade de estimulacdo da
proliferacdo de células epiteliais e mesenquimais (COHEN, 1962;
CARPENTER, 1987), incluindo as células do epitélio oral (STEIDLER &
READE, 1980). Em estudos de cultura de células, o EGF mostrou ser um
potente mitdégeno para muitos tipos celulares de origem ectodermal,
mesodermal ¢ endodermal (CARPENTER & COHEN, 1979; SCHOUR &
MASSLER, 1971), influenciando vérias funcGes durante a diferenciacéo
celular (FOX er al., 1982; CARPENTER, 1987). Também estimula a
proliferagdo de células embriondrias em cultura e durante eventos
morfogenéticos (PARTANEN & THESLEFF, 1987; SCHOUR & MASSLER,
1971). Este fator de crescimento atua como importante regulador da
degradacio da MEC uma vez que pode estimular a secrecdo de colagenase,
gelatinase e ativadores de plasminogénio em uma variedade de tipos celulares
(HAMILTON er al, 1984; MAWATARI er al, 1991; LYONS &
BIRKEDAIL-HANSEN, 1993). Além disto, exerce um papel na reabsorcdo
Gssea (HATA et al., 1988; TURLEY er al., 1985), angiogénese, ativacdo do
sistema imune (PIETRZAK et al., 1997) e na cicatrizacdo de feridas
(CARPENTER & COHEN, 1979; LASKIN er al, 1981; KIRISTY et al.,

1993; MODEER et al, 1993). Além de tais fungdes fisiolégicas, tem sido
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relatado que o EGF apresenta capacidade de promover a indug@o de tumores
em uma variedade de modelos experimentais, incluindo tumores de pele ¢
mama de ratos e tumores pancredticos e pulmonares de hamsters (ROSE et al.,
1976, KURACHI, 1985; MALTI et al., 1987). A expressdo aumentada de
EGF é comumente observada em carcinomas da regido de cabeca e pescogo
humano (YAMAMOTO et al., 1986).

Estudos in vitro tém claramente demostrado que a acdo bioldgica do
EGF requer a associacdo com um receptor especifico de superficie celular
(CARPENTER & COHEN, 1979). O receptor de EGF € uma glicoproteina
transmembrénica composta por 1186 aa e massa molecular de 170 kDa
(BENETT & SHULTZ, 1993). O receptor possui trés regides principais: o
dominio extracelular (composto por 621 aa), que tem sitios de ligacéo ao fator
de crescimento; o dominio transmembrinico (composto por 23 aa) que
consiste de aminodcidos hidrofébicos; e o dominio citoplasmético (composto
por 542 aa), que contém um sitio especifico de tirosinoquinase (PARTANEM,
1987).

O processo de traducdo de sinais a partir de EGF inicia-se com a ligacdo
do fator de crescimento ao dominio extracelular do receptor transmembréanico.

Esta ligacdo promove alteracdes conformacionais do receptor e conseqliente
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ativagdo do sitio especifico de tirosinoquinase presente no dominio
citoplasmadtico, que estimula a fosforilagdo de diferentes proteinas com fungéo
de mensageiro citoplasmatico, incluindo a fosfolipase cyl e proteinas
ativadores de GDP. A ativacdo dos mensageiros citoplasmaticos promove a
sintese das enzimas caseinoquinase II, proteinoquinase C e outras,
estimulando a liberac@o de cdlcio do reticulo endoplasmdtico, o aumento no
transporte de glucose e amino4cidos e a transcricdo de genes requeridos na
mitose como 0 c-jun e c-fos. Apds a ativacdo do dominio citoplasmdtico, o
complexo receptor-fator de crescimento € internalizado e degradado nos
lisossomos (CARPENTER & COHEN, 1990; BENETT & SHULTZ, 1993).
Muitos estudos tém sido realizados no intuito de caracterizar a
distribuicdo imunohistoquimica de EGF e de seu receptor. GREEN et al.
(1983) determinaram a localizacdo imunohistoquimica de receptores do EGF
na pele de ratos usando autorradiografias. Estes autores detectaram os
receptores em 4reas com alta capacidade proliferativa, incluindo as células
epiteliais, glandulas sebiceas e regides de foliculo piloso. POULSEN et al.
(1986) compararam através de imunohistoquimica a distribuicdo tecidual do
receptor de EGF em ratos e humanos. Estes autores encontraram marcacio

expressiva em glandulas como as submandibulares, serosas da cavidade nasal,
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as de Brunner’s no duodeno e em células de Paneth no intestino delgado, em
ambos os grupos, sugerindo que o EGF é abundante em células com funcéo
exdcrina. Os primeiros estudos de identificacio do EGF na mucosa bucal
compararam as diferencas em sua expressdo entre os sexos masculino e
feminino. Entretanto, os autores ndo obtiveram diferenga estatisticamente
significantes entre as amostras do estudo.

IRWIN ez al. (1991) analisaram a expressdo de receptores de EGF em
células epiteliais e do estroma de tecido gengival normal e inflamado através
de técnicas de imunohistoquimica. Estes autores demonstraram que o receptor
para EGF nao € expresso em tecidos normais. Em contraste, € encontrado em
grandes quantidades nas células epiteliais e do estroma de tecidos inflamados.
O tecido epitelial inflamado exibiu um padrio varidvel de marcacdo com
intensa positividade nas células das camadas espinhosa, granulosa e cérnea e
pouca expressao na camada basal. Os resultados deste estudo sugerem que a
expressividade de receptores para EGF na superficie celular ocorre durante a
resposta inflamatéria. Entretanto, estudos posteriores obtiveram resultados
diferentes aos encontrados por IRWIN er al. (1991). Estes estudos
demonstraram que o receptor de EGF foi encontrado em todos os tecidos

moles normais da boca. No epitélio gengival foi observada forte distribuicio
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nas células da camada basal com marcacdo de membrana plasmdtica e
citoplasma. Uma redugdo gradativa na marcacdo do receptor de EGF €
observada a partir das células basais tornando-se negativas as células da
camada comea (WHITCOMB er al., 1993). Similarmente NORDLUND er al.
(1991), analisando a distribui¢do dos receptores de EGF em epitélio gengival
de individuos com gengiva normal e com periodontite juvenil, através de
métodos de imunohistoquimica, observaram uma expressiva marcacdo do
receptor nas células da camada basal do epitélio gengival de todos os grupos,

apresentando negatividade na regido de epitélio juncional.
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6. Proposicio

O objetivo deste estudo foi analisar o padrdo histomorfométrico e a
expressdo imunohistoquimica do receptor de EGF ¢ PCNA no epitélio de

tecidos gengivais de pacientes com FGH e GN.
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7. Materiais e Métodos

Para o presente estudo, 20 amostras de tecido gengival pertencentes aos
arquivos do Servigo de Histopatologia da Disciplina de Patologia Bucal da
FOP-UNICAMP foram selecionadas. As amostras foram divididas em dois
grupos com 10 espécimes cada, sendo um de FGH e outro de GN. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as normas relativas a €tica em
pesquisa envolvendo seres humanos - Deliberacio do Comité de Etica em
Pesquisa da FOP-UNICAMP.

Grupo de FGH: este grupo consistiu de espécimes obtidos através de
tratamento cirdrgico de rotina de individuos com FGH, membros de uma
mesma familia. Foram selecionados os tecidos gengivais de pacieﬁtes que
apresentavam aumento gengival sem evidéncias clinicas de inflamacdo, dado
que foi posteriormente confirmado através do exame histolégico das laminas.

Grupo GN: as amostras pertencentes a este grupo foram obtidas através
de bidpsias da papila interdental da regifio de pré-molares superiores de
individuos com rigido controle de placa bacteriana, e sem sinais clinicos de

inflamagdo. Nenhum dos pacientes deste estudo relatou o uso de

medicamentos relacionados a crescimento gengival.

;; UNICAR” }
| BIBLIOTECA CENTRAL]
| SECAO CIRCULANTE §
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Para avaliacdo histoquimica e imunohistoquimica do material
previamente fixado em formol tamponado a 10% e embebido em parafina,
cortes de 3 ou 5 micrometros (um) foram estendidos em ldminas de vidro
previamente tratadas com organosilano (Sigma®). Os cortes de 5 pm foram
corados com a técnica convencional de hematoxilina e eosina (H&E).

Para a andlise histomorfométrica, 3 laminas de cada amostra foram
obtidas através de cortes semi-seriados de 5 pm (1 seccdo a cada 10 seccdes
foi selecionada) e coradas com H&E. A andlise dos cortes de FGH e GN foi
realizada utilizando o sistema de imagem Zeiss (KONTRON 400). Foram
avaliados os seguintes pardmetros histomorfométricos:

a) Area e perfmetro epitelial por centimetro linear de gengiva,

b) Relacio da drea e perimetro do tecido epitelial e tecido conjuntivo

por cm” de gengiva;

¢) Altura das criptas epiteliais.

As reacdes de imunohistoquimica para receptor de EGF e PCNA foram
realizadas utilizando o protocolo baseado no método indireto com sistema de
amplificacdo ABC. Resumidamente, os cortes foram diafanizados em xilol por
30 min em estufa 2 37°C e em temperatura ambiente por mais 30 min e,

posteriormente, foram hidratados em concentracGes decrescentes de etanol. Os
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cortes foram em seguida lavados em dgua destilada e incubados com solugao
aquosa de peréxido de hidrogénio a 3% em 5 trocas de 5 min com a finalidade
de bloquear a peroxidase end6gena.

Para a recuperagdo antigénica, os cortes histolégicos incubados com
anticorpo anti-PCNA foram previamente submetidos a tratamento com 10 mM
acido citrico pH 6,0 e aquecimento no microondas (2 ciclos de 12 min). A
recuperacdo antigénica dos cortes histolégicos que receberam incubag@o com
anticorpo anti-receptor de EGF foi realizada pelo tratamento com solugdo de
0,1% de tripsina (Sigma, Chemical Co, St Louis, MO, USA) em salina
tamponada com fosfato (PBS) por 1 h a 37°C. A seguir, os cortes foram
incubados com o anticorpo primdrio por 18h em solucdo de 1% albumina
sérica bovina em PBS. Os anticorpos utilizados neste estudo foram: anti-
receptor para EGF humano produzido em camundongos (Dako Corp.,
Carpinteria, CA, USA) diluido na concentragéo de 1/25 e anti-PCNA humano
produzido em camundongos (Dako Corp.) na concentragdo de 1/16.000.

Apés a incubacdo com o anticorpo primdrio, os cortes foram lavados
com PBS e incubados com anticorpo secunddrio conjugado a biotina na
diluicdo de 1/500 por 30 min a 37°C. Apds nova lavagem em PBS, os cortes

foram incubados com o complexo estreptavidina-biotina na diluicdo de 1/500
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por 30 min a 37°C (Kit Duet — StrepABC Complex/ HRP, Dako Corp.). A
reacdo foi revelada com soluc@o aquosa de diaminobenzidina tetrahidrocloreto
(Sigma) na concentragdo de 0,6 mg/ml acrescida de 0,01% de perdxido de
hidrogénio ¢ 0,01% dimetil sulféxido (DMSQO). Apés lavagem em dgua
corrente, 0s cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris.
Controles positivos e negativos foram realizados em todas as reacdes.

As reacdes imunohistoquimicas foram avaliadas a0 microscépio de luz
e classificadas quanto a positividade de marcacdo e intensidade de reacio aos
anticorpos, analisando a caracteristica predominante em todo o tecido. O
indice de positividade de marcacio foi expresso como a porcentagem de
células positivas através de contagem de 100 células de cada amostra do grupo
de FGH e GN, como descrito por PFFEIFER (1996) (Tabela 2). A
classifica¢do da intensidade de reacfo aos anticorpos foi realizada segundo os

critérios de WISE et al. (1992) (Tabela 3).
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Tabela 2. Classificacdo utilizada para determinar a positividade de marcagao

dos anticorpos anti-PCNA e anti-receptor de EGF.

Porcentagem de células positivas Graduacéo
0% 0
1-49% 1
50-79% 2
80-100% “ 3

Tabela 3. Classificacdo utilizada para determinar a intensidade de reacdo dos

anticorpos anti-PCNA e anti-receptor de EGF.

Intensidade de Marcag@o Graduacio
Negativo _
Fraco +
Moderado ++
Forte et

Para a andlise estatistica deste estudo utilizou-se o teste t de Student

para a comparacdo das medidas histomorfométicas entre os grupos € o teste
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ndo paramétrico de Wilcoxon para a comparacdo da positividade de marcacéao
e intensidade de reac@o entre os grupos para os anticorpos anti-PCNA e anti-
receptor de EGF. O teste de Mantel e Haenszel foi utilizado para analisar a
correlacdo entre a positividade de marcacéo e intensidade de reacdo para os
anticorpos. Para analisar a correlagio entre a expressdo dos anticorpos e as
medidas histomorfométricas foi utilizado o teste de Sperman. Em todas as
andlises, p<0,05 foi considerado como indicativo de diferenca estatisticamente

significante.
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8. Resultados

8.1. Caracteristicas Histoldgicas:

O tecido gengival removido cirurgicamente dos pacientes com FGH
demonstrou um tecido conjuntivo fibroso denso entremeado por fibroblastos e
vasos sangiifneos (fig. 1). As fibras coldgenas formaram feixes que se
distribufam em direcOes variadas e os fibroblastos apresentaram, com
freqiiéncia, nicleo grande e ovalado (fig. 2). A superficie gengival apresentou-
se recoberta por epitélio pavimentoso estratificado queratinizado. Em algumas
dreas notou-se uma camada uniforme de ortoqueratina e as camadas de células
granulosa, espinhosa e basal foram bem estruturadas (fig. 3). Uma
caracteristica marcante do tecido epitelial foi a presenca de profundas,
delgadas e, muitas vezes, irregulares criptas epiteliais que se projetam em
direcdo ao tecido conjuntivo subjacente. Nas regiGes com criptas epiteliais
profundas, o tecido epitelial mostrou-se delgado.

As amostras de tecido gengival normal mostraram tipicas caracteristicas
histolégicas. A superficie gengival foi recoberta por um epitélio pavimentoso
estratificado paraqueratinizado suportada por um tecido conjuntivo fibroso

com presenca de focos discretos de infiltrado inflamatério mononuclear
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(fig.4). Comparando com as amostras do grupo de FGH, o tecido gengival do
grupo controle mostrou um tecido conjuntivo fibroso menos denso e as criptas

epiteliais foram mais curtas e menos numerosas.

Fig. 1. Aspecto histoldgico do tecido gengival de uma das amostras de FGH
deste estudo. Nota-se um tecido conjuntivo fibroso e denso. O epitélio €

pavimentoso estratificado queratinizado com profundas criptas epiteliais.

(80x)

37



“Andlise histomorfométrica e expressdo do receptor de EGF ¢ PCNA em fibromatose gengival hereditdria”

Fig. 2. Fotomicroscopia do tecido conjuntivo de uma das amostras de FGH.
Observe a grande quantidade de fibras coldgenas dispostas em feixes
distribuidas em dire¢cOes variadas entremeadas por fibroblastos e vasos

sangiifneos. (256x)
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Fig. 3. Fotomicroscopia demostrando em maior detalhe o tecido epitelial de
uma das amostras de FGH. As camadas epiteliais sdo bem estruturadas e

delimitadas. (200x)
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Fig. 4. Aspecto histologico de uma das amostras do grupo de GN. Este tecido
apresentou tipicas caracteristicas como um epitélio pavimentoso estratificado

paraqueratinizado suportado por um tecido conjuntivo fibroso. (80x)
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8.2. Analise Histomorfométrica:

Os resultados da andlise histomorfométrica comparativa do tecido
epitelial entre os grupos de GN e FGH sdo mostrados na tabela 4. Estes}
resultados mostraram que o perimetro epitelial e a profundidade das criptas
epiteliais no grupo de FGH foram significantemente maiores quando
comparados ao grupo de GN (p<0,005). Todas as amostras de FGH mostraram
um perimetro epitelial maior que a média do grupo de GN. O perimetro
epitelial no grupo de FGH variou entre 3108-6564 um/cm linear de gengiva
com uma mediana de 4329,80 pum/cm (média de 4650,23+1289,35), enquanto
que para o grupo controle variou entre 2404-4681 um/cm linear de gengiva
com uma mediana de 2818,34 um/cm (média de 3092,21+671,60). A média
das alturas das criptas epiteliais variou entre 398-526 Lm/cripta com uma
mediana de 473,24 pm/cripta (média 467,60141,80) para o grupo de FGH e
entre 263-439 com uma mediana de 384,34 pm/cripta para o grupo de GN
(média 359,09+64,42). Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos de GN e FGH em relacdo a drea epitelial por
centimetro linear de gengiva e a relacdo entre area e perimetro do tecido

epitelial e do tecido conjuntivo por cm’de gengiva (tabela 4).
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Tabela 4. Andlise morfométrica do tecido epitelial dos grupos de GN e FGH.

Os dados representam a média £ desvio padrdo de 10 amostras para cada

grupo.
Variavel GN (um) FGH (um) P

Perimetro/cm linear 30922 +671,6 4650,3+1289,2 0,005

Area/cm linear 135845 +£22832 144753 +£29521 0,46

Altura das criptas epiteliais 359,1 + 64,42 467,6 £41,79 0,005
Relaciio da 4rea/cm’ 1,66+ 1,30 1,54+0,51 0,78

Relaciio do perimetro/cm’ 0,98 + 0,08 1,01 £0,06 0,44

8.3. Expressao do receptor de EGF

A expressdo do receptor de EGF foi observada nas camadas basal,
espinhosa e granulosa de todas as amostras do grupo controle (fig. 5). Nas
amostras do grupo de FGH, o receptor para EGF foi detectado apenas nas

camadas basal e espinhosa (fig. 6).
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Fig. 5. Expressdo do receptor de EGF em GN. Imunoreatividade para o
receptor de EGF foi observada nas células das camadas basal, espinhosa e
granulosa do tecido epitelial. O receptor de EGF foi distribuido pela

membrana celular e citoplasma. (256x)
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A tabela 5 descreve a positividade de marcacdo para o receptor de EGF
nas camadas epiteliais dos grupos de GN e FGH. Em todas as camadas
analisadas a positividade de marcacdo do receptor de EGF foi
significantemente menor no grupo de FGH em relacdo ao grupo controle. A
intensidade de reacdo para o receptor de EGF foi também significantemente
menor no grupo de FGH (tabela 6). As células da camada basal foram as que
apresentaram maior intensidade de reac@o, com uma diminuicio gradativa na
intensidade nas células da camada espinhosa e camada granulosa (tabela 6).
No grupo controle, 9 (90%) amostras apresentaram uma graduacdo de
intensidade de marcacdo igual a +++ para a camada basal, enquanto que para
o grupo de FGH, apenas uma (10%) amostra apresentou esta graduagcdo. A
camada espinhosa também apresentou uma intensidade de reag@o niaior no
grupo controle, isto é, 90% das amostras do grupo controle apresentaram
graduacdo +++ e nenhuma amostra apresentou esta graduacdo no grupo de
FGH. Para a camada espinhosa, 30% das amostras do grupo de FGH
receberam graduacdo ++ e 10% receberam graduacdo +. Na camada
granulosa, todas as amostras de FGH foram negativas para a presenca do
receptor de EGF. O grupo controle apresentou 6 (60%) amostras positivas e 4

(40%) negativas.
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Tabela S. Positividade de marcacdo para o receptor de EGF e PCNA por

camadas epiteliais nos grupos de GN e FGH.

GN FGH
Positividade Positividade P
o 1 2 3 0 1 2 3

Receptor EGF

Camada basal - - - 10 - - 4 6 0,0005

Camada espinhosa - - - 10 - 7 3 0,0001

Ce\lmada granulosa 4 6 - - 10 - - - 0,005
PCNA

Camada basal - - 10 - - 2 8 0,14

Camada espinhosa - - 10 - 2 3 5 - 0,08

Camada granulosa 5 5 - - 8 2 - - 0,18
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Tabela 6. Intensidade de reagfo para o receptor de EGF e PCNA por camadas
epiteliais nos grupos de GN e FGH.

GN FGH
Intensidade Intensidade P
T s = = T S e o s

Receptor EGF

Camada basal - - 1 9 - 1 8 1 0,0006

Camada espinhosa - - 1 9 - 7 3 - 0,0001

Camada granulosa 4 6 - - 10 - - - 0,005
PCNA

Camada basal - - 6 4 - -9 1 0,14

Camada espinhosa - 4 6 - - 8 2 - 0,08

Camada granulosa 5 5 - - 8 2 - - 0,18

Uma forte e positiva correlagdo entre positividade de marcagio e
intensidade de reagdo para o receptor de EGF foi observada em todas as
camadas epiteliais analisadas (tabela 7). A camada basal apresentou 95%
(n=19) das amostras com intensidade de rea¢io graduada em ++ e +++, sendo
que 80% (n=16) destas apresentaram positividade de marca¢do igual a 3. Na
camada espinhosa, 65% (n=13) das amostras apresentaram um score ++ ou
+++, sendo 65% (n=13) com positividade de marcacdo igual a 3. Setenta por

cento (n=14) das amostras ndo mostraram expressdo para a camada granulosa.

47



“Andlise histomorfométrica e expressdo do receptor de EGF e PCNA em fibromatose gengival hereditdria”

Todas as amostras que apresentaram marcacio positiva na camada granulosa

foram graduadas como positividade 1 e intensidade +.

Tabela 7. Correlacdo entre a positividade de marcacio e intensidade de reacdo

para o receptor de EGF para as camadas basal, espinhosa e granulosa.

Camadas Epiteliais Coeficiente Phi P
Camada basal 065 0,001
Camada espinhosa | 0,80 0,001
Camada granulosa 1,00 0,0001

8.4. Expressao de PCNA:

A marcacdo para PCNA foi observada nas camadas basal, espinhosa e
granulosa das amostras do grupo de GN e FGH (fig. 7-10). No tecido
conjuntivo, a positividade de marcacdo foi evidenciada em fibroblastos de
ambos os grupos. Embora néo tenha ocorrido uma diferenca estatisticamente
significante, a positividade para PCNA e a intensidade de reacdo foi maior na
camada basal com uma reducdo gradativa para as camadas espinhosa e
granulosa, sendo negativa a reacdo para a camada cérnea dos dois grupos

analisados (tabela 5 e 6). Uma correlagdo significante entre o nimero de

48



“Andlise histomorfométrica e expressao do receptor de EGF e PCNA em fibromatose gengival hereditdria”

células positivas e intensidade da reacdo foi observada nas camadas espinhosa
e granulosa (tabela 8). Na camada espinhosa, 75% (n=15) das aimostras
apresentaram uma positividade com score de 2, sendo 40% (n=8) com
intensidade ++ e 60% com intensidade +, enquanto que na camada granulosa
65% (n=13) das amostras foram negativas e o restante (35%, n=7)

apresentaram positividade igual a 1 e intensidade +.

Tabela 8. Correlacao entre a positividade de marcacio e intensidade de reacdo

para PCNA para as camadas basal, espinhosa e granulosa.

Camadas Epiteliais Coeficiente Phi P
Camada basal 0,19 0,4
Camada espinhosa 0,50 0,05
Camada granulosa 1,00 0,0001
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Fig. 7. Express@o imunohistoquimica para PCNA em uma amostra
representativa do grupo de GN. Células com ntcleo amarronzado foram
consideradas positivas. Note a maior intensidade de reacdo nas células da

camada basal. (100x)
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Fig. 8. Expressdo imunohistoquimica de PCNA em uma das amostras do

grupo de GN com maior detalhe do tecido epitelial. (200x)
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Fig. 9. Distribuicdo imunohistoquimica do PCNA em FGH. Células positivas

para PCNA foram encontradas nos tecidos epitelial e conjuntivo. (100x)
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Fig. 10. Distribui¢do imunohistoquimica de PCNA em FGH com destaque
para o tecido epitelial. Observe a positividade de marcac¢do nuclear com graus

variados de intensidade de reac@o. (200x)
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8.5. Correlacio da expressio imunohistoquimica entre o
receptor de EGF e PCNA

A tabela 9 mostra a correlacdo da positividade de marcacdo e da
intensidade de reacdo entre o receptor de EGF e PCNA nas camadas epiteliais.
A grande maioria das amostras (80%) apresentaram para a camada basal uma
positividade de marcacfo igual a 3 tanto para o anticorpo anti-receptor de EGF
quanto para o anticorpo anti-PCNA, indicando uma forte associacéo linear
entre as positividades destes dois anticorpos de aproximadamente 70%
(coeficiente phi=0,66, p<0,01). Na camada basal, 65% (n=13) das amostras
foram negativas para marcacdo de PCNA e 70% (n=14) foram negativas para
marcagdo com o receptor de EGF, demonstrando fortes indicios da existéncia
de associacao linear entre as positividades de marcacéo.

A camada granulosa foi a dnica que revelou a existéncia de uma
associacdo entre as intensidades de reac@o para os dois anticorpos analisados.
Sessenta por cento das amostras (n=12) foram negativas para a expressdo de
PCNA e para o receptor de EGF, indicando uma forte associagdo na ordem de
aproximadamente 70% (coeficiente phi=0,66, p<0,01). Nio foram observadas

nenhuma correlacdo significante entre as medidas morfométricas e a
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positividade ou intensidade de marcacdo para os anticorpos anti-receptor de

EGF e anti-PCNA.

Tabela 9. Correlacdo entre a expressdo imunohistoquimica do receptor de

EGF e PCNA nas camadas basal, espinhosa e granulosa.

Coeficiente Phi |

Positividade

Camada basal 0,66 0,005

Camada espinhosa 0,31 0,55

Camada granulosa 0,66 0,005
Intensidade

Camada basal 0,16 0,52

Camada espinhosa 0,38 0,10

Camada granulosa 0,66 0,005
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9. Discussao

O aumento gengival generalizado pode estar associado a vdrias causas
como o uso de drogas incluindo ciclosporina, fenitoina e nifedipina
(MARSHAL et al., 1998), associado a condi¢des inflamatdrias e tumorais
(REGEZI & SCIUBBA, 1999) ou ainda ser transmitido de forma hereditaria,
podendo ser componente de uma sindrome (GORLIN, 1990). No grupo
estudado, o aumento gengival foi transmitido de forma autossOmica
dominante e nenhum dos individuos apresentou qualquer outra alterac@o
comumente relacionada a FGH.

Estd bem estabelecido na literatura que o aumento gengival observado
em pacientes com FGH € resultado de uma hiperplasia ndo inflamatdria dos
elementos do tecido conjuntivo. Contudo, pouco se conhece a respeito das
caracteristicas do tecido epitelial que reveste este aumento gengival. A grande
maioria das publicacdes sobre FGH descreve o epitélio como pavimentoso
estratificado e queratinizado apresentando hiperplasia e profundas criptas
epiteliais que se projetam em direcdo ao tecido conjuntivo subjacente, e que
por vezes, podem se anastomosar (SINGER er al, 1993; BROWN et al,

1995; YALCIN et al., 1999). Para avaliar as caracteristicas epiteliais do tecido
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gengival de pacientes com FGH, amostras provenientes de membros de uma
mesma familia afetada por FGH (n=10) foram selecionadas e comparadas com
amostras de tecido gengival normal em relacdo ao padrio histomorfométrico e
expressdo imunohistoquimica do receptor de EGF e PCNA.

A andlise histolégica das amostras demonstrou um padrdo morfolégico
muito similar ao previamente descrito. O epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado apresentou profundas, delgadas e irregulares criptas epiteliais
que se projetam em direcdo ao tecido conjuntivo, enquanto que o tecido
conjuntivo apresentou-se denso com numerosos feixes de fibras coldgenas
permeados por fibroblastos e vasos sangiiineos. Nenhuma das amostras
selecionadas para este estudo mostrou infiltrado inflamatério. Com o objetivo
de comparar as caracteristicas epiteliais das amostras de FGH com as amostras
de GN, nés utilizamos a andlise histomorfométrica. Histomorfometria é a
mensuracdo linear de estruturas microscépicas (MANDARIN DE LACERDA,
1991). Este procedimento € relativamente simples e pode ser realizado com
auxilio de programas especificos para informdtica, como nesta dissertacio, ou
de forma mais arcaica com a utilizacdo de réguas milimetradas (FISHER &
KLINGE, 1994; MANDARIN DE LACERDA, 1991).

A andlise histomorfométrica demonstrou que a &rea epitelial por
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centimetro linear de tecido gengival foi maior em FGH comparado a GN,
contudo, esta diferenca ndo foi estatisticamente significante. Entretanto, a
profundidade das criptas epiteliais e o perimetro epitelial foram
significantemente maiores nas amostras de FGH. A auséncia de diferenca na
area epitelial entre as amostras de FGH e GN sugere que a profundidade das
criptas epiteliais no tecido conjuntivo promova a diferenca no perimetro
epitelial entre os grupos de FGH e GN.

O tecido conjuntivo tem influéncia direta na arquitetura e na
citodiferenciacdo epitelial. Estudos realizados através de recombinacio
epitelial mostraram que o tecido conjuntivo subepitelial pode modificar o
fenétipo epitelial (HILL & MACKENZIE, 1984; MACKENZIE & HILL,
1984; BERNIMOULIN & SCHROEDER, 1980). SHARPE & FERGUSON
(1988), estudando a influéncia do mesénquima na diferenciacdo epitelial em
palato de ratos, obtiveram resultados que reforcam a afirmacio acima, onde o
tecido conjuntivo subjacente exerceu um importante papel na regulacdo e
diferenciacdo epitelial. HOLMSTRUP et al. (1985) separaram e
‘recombinaram os tecidos epitelial e conjuntivo da mucosa bucal humana.
Estes autores demonstraram que a recombinacdo do tecido conjuntivo da

regido palato com epitélio da mucosa jugal induziu a citodiferenciacdo do
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epitélio da mucosa jugal, que passou a apresentar uma arquitetura similar a do
palato. Apoiado nestes estudos, nés podemos sugerir que as alteracGes no
tecido conjuntivo gengival podem resultar na estimulacdo e na regulacdo da
estrutura e proliferacdo das células epiteliais.

Outro fator que apoia a hipdtese que o tecido conjuntivo pode
influenciar os tecidos epiteliais estd relacionado com a presenca de resposta
inflamatéria (NASCIMENTO et al., 1985; BOKOR-BRATIC et al., 1998).
Em nosso estudo, em uma amostra de FGH com intenso infiltrado
inflamatério no tecido conjuntivo subjacente notou-se um aumento
significativo na drea e perimetro epitelial quando comparado com as amostras
de GN (dado ndo apresentado). Este dado estd de acordo com resultados
encontrados em trabalhos analisando a influéncia da resposta inflamatéria em
aumentos gengivais por fenitoina (NASCIMENTO er al., 1985). BOKOR-
BRATIC et al. (1998) ao estudarem aumentos gengivais em pacientes que
faziam uso cronico de nifedipina, observaram que as alteracles gengivais
ocorriam em locais onde fatores inflamatérios se faziam presentes. E
importante salientar que um dos critérios utilizados para a selecdo das

amostras do nosso estudo foi a auséncia de infiltrado inflamatério.

Embora este estudo seja o primeiro a descrever as caracteristicas
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epiteliais dos aumentos gengivais de pacientes com FGH, € interessante notar
que andlises similares foram realizadas para estudar as alteracOes epiteliais em
aumentos gengivais induzidos por drogas (SAITO et al., 1996, 1999 e 2000;
SPOLIDORIO, 1996). SAITO et al. realizaram diversos estudos a fim de
compreender melhor a patogénese dos aumentos gengivais induzidos por
drogas como nifedipina e fenitoina através de técnicas de imunohistoquimica,
analisando a expressdo de TGF-J e fator de crescimento fibroblastico (FGF)
(SAITO et al., 1996), de marcadores de proliferacdo como a proteina p53 e
Ki-67 (SAITO et al., 1999) e ainda de produtos de proto-oncogenes como c-
myc e bcl2 (SAITO et al.,, 2000). Nao foi observada nenhuma imunoreacio
significante para TGF-$ e FGF, entretanto foi observada expressdo marcante
aos demais anticorpos no epitélio que foram estudados por estes mesmos
autores.

O EGF € um fator de crescimento com papel importante na inducdo do
crescimento de células epiteliais e mesenquimais (COHEN, 1962;
CARPENTER, 1987; SLAVKIN, 1988), incluindo células do epitélio oral
(STEIDLER & READE, 1980). Contudo o efeito celular de EGF € dependente
da expressdo do receptor especifico localizado na membrana da célula. Os

dados na literatura em relacdo a expressdo de EGF e de seu receptor séo
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controversos. IRWIN ez al. (1991) ndo observaram nenhuma expressio
imunohistoquimica do receptor de EGF em epitélio gengival normal.
Posteriormente, WHITCOMB et al. (1993) e NORDLUND er al. (1991)
demostraram intensa imunomarcac@o para receptor de EGF nas células da
camada basal de GN, com uma diminuicdo progressiva de marcacdo nas
células das camadas espinhosa e granulosa. Nossos resultados de expressao
imunohistoquimica do receptor de EGF foram similares aos publicados por
WHITCOMB et al. (1993) e NORDLUND et al. (1991). A camada basal
apresentou maior positividade de marcacio e intensidade de reacdo que as
células das outras camadas. Uma progressiva diminuicdo na positividade de
marcacdo ¢ intensidade de reacdo foi observada nas células das camadas
espinhosa e granulosa. Estes achados s@o explicados provavelmente pela
participacdo do receptor de EGF na proliferacdo epitelial, que ocorre em
grande intensidade na camada basal. Embora tenha existido diferenca, em
todas as camadas, a positividade de marcagdo e intensidade de reacdo foram
significantemente maiores no grupo de GN que no grupo de FGH, sugerindo
um menor potencial proliferativo para as células de FGH.

Para comparar o potencial proliferativo das células epiteliais das

amostras de GN e FGH, n6s determinamos o indice imunohistoquimico de
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expressao de PCNA. PCNA € uma proteina nuciear ndo histonica de 36 kDa
componente da maquinaria de duplicacdo do DNA, estando também envolvida
na regulacdo do crescimento celular (ALBERTS et al., 1997; AKYOL et al.,
1998). Como uma proteina auxiliar da DNA polimerase delta, PCNA ¢é
absolutamente necessdrio para a duplicac@o do DNA in vivo e in vitro e, pelo
menos, in vitro € também necessario no processo de reparo do DNA (ALVES
et al., 1999). A sintese de PCNA ¢ diferencialmente expressa durante as fases
do ciclo celular. Ao final da fase G1 do ciclo celular, a expressdo de PCNA
aumenta atingindo niveis maximos durante a fase S do ciclo celular, decaindo
a partir da fase G2 e passando a apresentar novamente niveis basais na fase M
e G1 (SHIPPER et al., 1998). A deteccdo imunohistoquimica de PCNA ¢
realizada apenas nas células que se encontram no final da fase G1 e nas fases
S e G2 do ciclo celular (MACCORMICK, 1992; HUANG et al., 1994,
MARTINEZ-LARA et al., 1996). Por estas caracteristicas de identificar
células nas fases de duplicacdo do DNA, o indice imunohistoquimico de
expressio de PCNA tem sido amplamente utilizado como marcador de
proliferacdo (OLIVEIRA et al., 2000; MIGALDI et al., 1998).

Nossos resultados de proliferacdo celular demonstraram uma

positividade de marcac@o e intensidade de reagdo para PCNA similar entre os

62



“Andlise histomorfométrica e expressdo do receptor de EGF ¢ PCNA em fibromatose gengival hereditdria”

grupos analisados. Embora nio teﬁha ocorrido diferenca entre os grupos, a
positividade de marcacdo e intensidade de reacdo foram maiores nas células
da camada basal, enquanto que as células das camadas granulosa e cérnea
foram praticamente negativas. Uma forte e positiva correlacdo foi observada
entre as expressOes do receptor de EGF e PCNA em todas as camadas
celulares. A auséncia de diferenca no potencial proliferativo entre as amostras
de GN e FGH, embora exista uma diferenca na expressdo do receptor de EGF,
sugere que o controle da proliferacdo epitelial em FGH tem a participacio de
outros fatores, além de EGF.

A maior expressividade de PCNA e receptor EGF na camada basal
encontrada neste trabalho sustentam o fato desta camada conter alto potencial
proliferativo da mesma forma que os achados na camada granulosa confirmam
a auséncia de atividade mitogénica das células (CHO et al.,1988; GREEN,
1983). Estudos realizados para detec¢do imunohistoquimica de PCNA em
hiperplasias inflamatdrias demonstraram que nestes tecidos houve uma intensa
marcacido das células epiteliais ao PCNA, indicando um aumento em seu
potencial proliferativo (KAPLAN et al., 1998; HUANG ez al., 1994).

Em resumo, os resultados por nds obtidos demonstraram claramente que

ndo existem diferencas significativas entre os grupos de FGH e GN no que diz
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respeito ao potencial proliferativo das células epiteliais. Associando os relatos
da literatura aos resultados por nés obtidos, podemos sugerir que as alteracdes
na arquitetura epitelial visualizadas nos tecidos de FGH ndo constituem uma
hiperplasia epitelial, possivelmente por estas alteragdes ndo serem uma

conseqiiéncia da proliferacdo destas células.
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10. Conclusoes

A. O tecido epitelial em FGH apresenta o perimetro e a profundidade
das criptas epiteliais significantemente maiores que 0 grupo controle.
Embora a 4rea epitelial seja maior em FGH em relacdo a GN, esta
diferenca nao € estatisticamente significante.

B. A positividade de marcacdo e intensidade de reacdo para o receptor
de EGF foram significantemente maiores no grupo de GN.

C. Nao foi observado diferenca na expressdo de PCNA entre os grupos

de FGH e GN.
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