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RESUMO 



RESUMO 

A fibromatose gengiva! pode ser hereditária ou induzida 

por drogas. O padrão da doença sugere que os fibroblastos gengivais 

podem produzir grandes volumes de substância extraoelular. Um dos 

efeitos colaterais da ciclosporina A (CsA) é a indução de fibromatose 

gengiva!. Os efeitos de 3 diferentes concentrações de CsA sobre a 

morfologia, síntese de colagenase, de fibronectina e atividade 

oolagenolítica, foram estudados "in vitro" em 6 linhagens de 

fibroblastos, 3 de gengivas normais e 3 de fibromatose gengiva! 

hereditária. Os fibroblastos foram cultivados oom meio contendo 

concentrações de 250, 500 e 1.000 nglml de CsA, por 24, 48 e 72 h .. O 

meio foi coletado e submetido a ensaios enzirnográficos e de atividade 

colagenolítica. A síntese de fibronectina foi avaliada através de "dot 

blot" e de proteína total pela análise eletroforética do sobrenadante. As 

diferentes concentrações de CsA não alteraram a viabilidade celular. 

Após 72 h. com 1.000 nglml de CsA, todas as linhagens apresentaram 

alterações morfológicas. A determinação da densidade celular em 

câmara de Neubauer não revelou diferenças significativas na contagem 

celular das linhagens, quando incubadas com diferentes concentrações 

de CsA O zimograma, sem incubação com CsA mostrou padrão 

heterogêneo na secreção de colagenase entre as linhagens, oom maior 

atividade enzimática após 72 h .. As 6 linhagens responderam de forma 

semelhante frente às diferentes concentrações de CsA em relação à 

síntese de colagenase e fibroneotina após 48 h .. Após 72 horas, a 

oolagenase ativada com tripsina digeriu completamente o substrato de 

colágeno I. Os fibroblastos de gengivas normais como os de fibromatose 

gengiva! hereditária comportaram-se de forma semelhante em relação à 



prolifera11ão, síntese de oolagenase, de fibroneotina e atividade 

oolagenolítioa, independentemente da ooncentra11ão da droga. 

Entretanto, houve uma variação no padrão do comportamento celular 

em relação à sintese de proteína total. 

Palavras-chave: fibromatose gengiva!, ciolosporina A, fibroblastos 

gengtvaJS. 
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. INTRODUÇÃO 



INTRODUÇÃO 

A fibromatose gengiva! caracteriza-se por aumento gengiva! 

não inflamatório que interfere com a fala, selamento labial, mastigaqão 

e aparência facial. Pode ser hereditária ou decorrente de efeito colateral 

de drogas como fenítoína, valproato de sódio, primidone, nifedipína e 

ciclosporina A (CsA). 

A síntese e a degradagão de colágeno requerem regulagão 

precisa. Em casos de fibromatoses, este delicado mecanismo de 

regulagão está alterado. A síntese aumentada de colágeno, produção de 

colagenase em quantidade reduzida ou funcionalmente deficiente in 

vitro, e produgão aumentada de inibidor tecidual de metaloproteinase 

(TIMP) podem levar à redugão da atividade colagenolítica, e à densa 

deposigão de colágeno, característica das fibromatoses gengivais 

(Hassell e co1s., 1982; Tipton e co1s., 1991 ). Tem sido sugerido que em 

vários casos de gengivas hiperplásicas, há alteragões funcionais de 

fibrob1astos in vitro envolvendo sua prolíferagão, atividade 

colagenolítíoa e síntese de matriz extracelu1ar (Hou, 1993 ). 

Na maioria dos estudos sobre matriz extracelu1ar gengiva!, o 

interesse principal tem sido concentrado nos componentes colagenosos, 

sendo que pouco se conhece sobre proteínas não colagenosas como a 

fibronectina. Na gengiva, a fibronectína corresponde à principal 

glicoproteína sintetizada pelos fibroblastos, juntamente com o colágeno 

tipo I e ill (Baum e Wright, 1981; Veron e cols, 1990). 

Tem sido sugerido que a CsA possa ter agão direta sobre 

fibroblastos, alterando alguns aspectos funcionais como a proliferagão e 
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a síntese de proteínas, no entanto, esta aínda é uma questão 

controvertida na literatura. 

O objetivo deste trabalho foi analisar in vitro, a síntese de 

oolagenase, de fibroneotína, de proteína total e a atividade 

oolagenolítioa e a morfologia de fibroblastos de portadores de 

fibromatose gengiva! hereditária e de gengivas normais ínoubados oom 

CsA em diferentes concentrações. 
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REVISÃO DA LITERATURA 



RE'\1SÃO DA LITERATURA 

FIBROMATOSE GENGIVAL HEREDITÁRIA 

A fibromatose gengiva! hereditária é uma doença bucal rara, 

caracterizada por crescimento lento e progressivo com aumento não 

inflamatório da gengiva da maxila e mandibula. O aumento tecidual 

sempre envolve completamente a gengiva e interfere marcadamente com 

a fàla, selamento labial, mastigação e aparência fàcial (Shirasuna e 

cols., 1989). 

Histologicamente, os tecidos gengivais afetados são 

compostos principalmente por tecido conjuntivo denso, rico em fibras 

colágenas, porém com poucos fibroblastos. O revestimento epitelial 

usualmente é normal, mas ocasionalmente podem ocorrer áreas 

hiperplásicas (Shirasuna e cols., 1989). 

A etiologia da fibromatose gengiva! ainda não está bem 

determinada. Na grande maioria das familias, demonstra ser herdada 

como caracterlstica autossômica dominante (Emerson, 1965; Witkop, 

1971; Jorgeson e Cocker, 1974; Bozzo e cols., 1994) e, em poucas 

como herança autossômica recessiva (Witkop, 1971 ; Jorgeson e Cocker, 

1974; Singer e cols., 1993). 

A fibromatose gengiva! também pode ocorrer associada a 

outras anormalidades como hipertricose, epilepsia, esplenomegalia, 

oligofrenia e alterações esqueléticas (Laband e cols., 1964; Jorgeson e 

Cocker, 1974). E~te aumento de volume tecidual tem sido associado a 

algumas síndromes, sendo que Kilpinen e cols. (1978) descreveram 



uma família na qual 4 dos 8 filhos expressavam vários graus de 

fibromatose associada a retardo da erupção dos dentes permanentes e 

do crescimento esquelético. Além disso, o crescimento gengiva! estava 

presente nas gerações anteriores por parte materna, tendo sido relatada 

associação com ausência de características sexuais secundárias em 

algumas mulheres da família. 

Estudos endocrinológicos sugerumn que neste caso, a 

associação entre o crescimento esquelético retardado e a fibromatose 

gengiva! era apenas coincidência (Collan e cols., 1982). 

Em 1995, Wynne e cols. descreveram uma nova sindrome 

com padrão de herança autossômica dominante, em que a fibromatose 

gengiva! hereditária ocorre associada à perda de audição, presença de 

dentes suprenumerários e hipertelorismo. 

O mecanismo bioquimico envolvido na fibromatose gengiva! 

hereditária ainda não está bem estabelecido, existindo poucos estudos e 

com resultados conflitantes (Collan e cols., 1982; Johnson e cols., 

1986; Hou, 1993). Entretanto, o padrão clinico e histológico podem 

sugerir que a doença ocorra devido ao desenvolvimento anormal do 

tecido gengiva! contendo fibroblastos afetados que produzam 

anormalmente grandes volumes de substância extracelular (Shirasuna e 

cols., 1989). 

O tecido conjuntivo das gengivas é composto por grupos de 

fibras oolàgenas estrutural e funcionalmente distintas. Estas fibras 

servem para suportar os dentes, prover forma e tonus aos tecidos, 

suportando as forças que incidem sobre os dentes. Gengivas normais 

6 



contém colágeno tipo I e ill em grande quantidade, sendo que os tipos 

N e V apresentam-se em quantidades bem menores (Page e cols., 1974; 

Narayarum e Page, 1983; Narayanan e cols., 1985; McCulloch e 

Bordin, 1991 ). 

O tecido conjuntivo da mucosa bucal é composto de 

colágeno, elastina, proteoglicanas e glicoproteínas. O colágeno 

representa cerca de 60% das proteínas da matriz extracelular da gengiva 

humana saudável, constituindo uma fàmília de proteínas estruturais, 

genética e funcionalmente distintas (Ballard e Butler, 1974; Bomstein 

e Sage, 1980; Chavrier e cols., 1984). O colágeno tipo I em rela9ão do 

tipo m, ocorre na propor9ão de 7:1, e o colágeno tipo IV representa 

menos de 1% do colágeno presente (Nathan e cols., 1979). 

FIBROMATOSE GENGIVAL INDUZIDA POR DROGAS 

A fibromatose gengiva! pode ser uma condi9ão hereditária ou 

pode ocorrer como efeito colateral de várias drogas como fenitoína, 

valproato de sódio, primidone, nifedipina e CsA (Angelopoulos, 1975; 

Sytjanen e Syrjanen, 1979; Rateitschak-P1uss e cols., 1983; Wisocki e 

cols., 1983; Ramon e cols., 1984; Rostock e cols., 1986). 

A fibromatose gengiva! induzida por fenitoína ocorre mais 

comumente na região anterior do que na posterior, sendo que orian9as e 

adolescentes tendem a apresentar altera9ões severas. De acordo com 

Dooley e Vasan (1989) a fibromatose gengiva! ocorre somente quando 

os dentes estão presentes, e nunca em áreas desdentadas, porém em 

situa9ões incomuns ela pode ocorrer em pacientes desdentados (Dallas, 
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1963; Dreyer e Thomas, 1978; Darling e cols., 1986; Poppell e Collins, 

1987; Bredfeldt, 1992). 

Através do estudo da distribuição de fibroneotina em 

gengivas com fibromatose induzida por nifedipina, Romanos e co!s. 

(1993) sugeriram que a fibroneotina desempenha importante papel na 

composição da matriz extracelular em tecidos normais, e seu estudo 

pode revelar alterações metabólicas que resultem em aumento de 

volume gengiva!. 

McKevitt e Irwin (1995) estudando pacientes tratados com 

nifedipina, obtiveram resultados que fundamentaram o conceito de que 

nos aumentos gengivais induzidos por nifidipina, há fibroblastos 

susceptíveis aos efeitos desta droga. Entretanto, em relação ao 

crescimento celular e síntese de matriz extracelular, a nifedipina 

adicionada ao meio de cultura (1.000 nglml) exerceu um efeito inibidor 

sobre os fibroblastos obtidos de gengiva hipetplásica e, por outro lado, 

não exerceu qualquer efeito sobre os fibroblastos de gengiva normal. 

FIBROMATOSE GENGIVAL E PROTEÍNAS DE MATRIZ 

EXTRA CELULAR 

A síntese aumentada de colágeno, a produção reduzida de 

colagenase ou a produção aumentada de inibidor tecidual de 

metaloproteinase (TIMP) podem levar à diminui9ão da atividade 

colagenolítica, e todos estes mecanismos podem contribuir para a densa 

deposi9ão de oolágeno, oaraoterístioa dos aumentos gengivais 

fibromatosos (Tipton e ools., 1991 ). 
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Em vários estudos sobre fibromatoses, as evidências sugerem 

que há alteração da função dos fibroblastos in vitro incluindo a 

proliferação, colagenólise e síntese de matriz extracelular. A síntese e 

deposição excessivas de colágeno são características das fibroses, 

porém, o decréscimo da atividade colagenolítica pode também estar 

envolvido por defeitos na síntese de colagenase (Uitto e co!s., 1981; 

Hassell, J 982). 

Foi demonstrado em 1976, por Hassell e cols., que 

fibroblastos derivados de fibromatoses gengivais de indivíduos tratados 

com fenitoína sintetizam níveis elevados de proteínas, mas raramente 

alta porcentagem de colágeno. Em 1982, Hassell demonstrou que 

fibroblastos de indivíduos com fibromatose causada por fenitoína 

produziam grande quantidade de colagenase, no entanto, esta enzima 

era pouco eficiente para degradar oo1ágeno in vitro, tendo observado 

variação substancial entre as linhagens em relação ao volume de 

oolagenase sintetizada e seoretada. Neste mesmo estudo, pode ser 

observado que a produção de oolagenase pelos fibroblastos de gengivas 

normais e oom fibromatose diminuiu á medida em que a monooamada 

se tomou mais densamente confluente. 

Os próprios fibroblastos que sintetizam a colagenase podem 

sintetizar inibidores da atividade oolagenolítioa (Bauer e cols., 1975), e 

portanto, é possível que fibroblastos originários de fibromatose 

gengiva!, além de oolagenase, possam sintetizar níveis elevados de 

inibidores por serem células altamente ativas (Bauer e ools., 1975; 

Hassell, 1982). 
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De acordo com Tipton e co!s. (1991) a observação de que 

nem todos os pacientes tratados com CsA desenvolvem fibromatose 

gengiva!, sugere que há uma heterogeneidade interindividual na 

resposta direta dos fibroblastos à CsA. Em 1988, HASSEL e cols. 

mostraram que linhagens de fibroblastos de diferentes indivíduos 

exibiram vllfÍa9ão na síntese de proteínas em resposta à CsA 

Zebrowski e cols. (1988) relataram que a CsA nas 

concentrações de 250 a 500 ~1/ml não exerce efeito sobre a atividade 

colagenolítica de fibroblastos gengivais humanos normais; e 

sugerem que a atividade colagenolítica não desempenha um papel 

significativo nos aumentos gengivais índuzidos por drogas. De acordo 

com Tipton e cols. (1991) o efeito da CsA sobre a atividade 

colagenolítica aparentemente depende do doador da amostra, da 

presença de subpopulações celulares susceptíveis e da concentração da 

droga. 

CICLOSPORINAS 

A CsA é um metabólito isolado de duas espécies füngicas, o 

Trichoderma polysparum e o Cylindrocarpon lucidum descrito 

inicialmente em 1976, com acentuada propriedade imunossupressora, 

tanto experimentalmente como clínicamente (Borel e cols., 1976). A 

CsA tem mais de 700 análogos, mas poucos têm atividade 

imunossupressora significativa. A ciclosporina G (CsG) ou Nva-2, é um 

análogo natural da CsA com forte atividade imunossupressora 

(MoKenna e cols., 1989; Jeffery, 1991; Masri, 1992). Embora a 
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ciclosporina apresente muitos análogos, sem dúvida a CsA é a maiS 

utilizada para promover a imtmossupressão, principalmente em 

pacientes que receberam transplante de órgãos. Em alguns modelos 
" " aruma!S, um curto tempo de administração da droga permite a 

sobrevivência prolongada ou indefinida do órgão transplantado 

vascularizado (Green e Allison, 1978; 1980; Reitz e cols., 1981; 

Morris, 1984). Além disso, desde 1978 tem sido usada em muitos 

pacientes que receberem transplantes, com melhores resultados quando 

comparada com a imtmossupressão convencional. Para os transplantes 

de rim, a sobrevida pode ser aumentada em 25%, sendo que os 

transplantes de figado podem ter a sobrevida duplicada (Starzl e cols., 

1983). São relatados bons resultados para o transplante de coração 

associado a pulmão, no entanto, a CsA é menos efetiva para os 

transplantes de pâncreas e medula óssea (Oyer e co1s., 1983; 

Sutherland e cols., 1983). Há evidências de que a imtmossupressão por 

CsA não proporciona melhora significativa na sobrevivência de enxertos 

de pele (Towpik e cols., 1985). 

A CsA também tem sido usada em outras áreas, 

particularmente no tratamento de psoriase, lupus, líquen plano, 

dermatites e artrite reumatóide. Mais recentemente, tem sido utilizada 

também na terapia da asma crônica, mieloma múltiplo, colite u1cerntiva, 

doença de Crown, enteropatia autoimtme e doença hepática (Gupta e 

cols., 1989; Alexander e cols., 1989; Sonneveld e cols., 1992; Gajardo, 

1993; Fry, 1994; Amerio e ools., 1994; Bos, 1994; Brechtel e cols., 

1994; Kemény e ools., 1994; Treem e Hyam, 1994). 
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Mecanismo de açilo 

A CsA é um pequeno peptídeo, com peso molecular de 1203 

d que atua seletivamente sobre as fases iniciais da estimula9ão linfóíde. 

A resposta imunológica a um órgão transplantado depende dos 

linfócitos T iniciarem e manterem a imunidade mediada por células e 

anticorpos. Este composto afeta os processos onde estão envolvidas a 

imunidade humoral e celular. Experimentos in vitro e in vivo em várias 

espécies animais revelaram que a CsA atua sobre os linfócitos T 

imunocompetentes. Esta droga exibe a9ão altamente específica sobre 

células T sem causar mielossupressão (Borel e cols., 1977; Lillehoj e 

cols., 1984; Helin e cols., 1984; Bennett e Norman, 1986). 

Na intera9ão de células imunocompetentes e seus produtos, 

os macrófagos ativados por antígenos produzem uma monocina, a 

interleucina 1, que por sua vez estimula os linfócitos T auxiliadores na 

sintese e libera9ão de uma linfocina, a interleucina 2, que promove a 

prolifera9ão de linfócitos T cítotóxicos sensibilizados, assrm como a 

produ9ão de"( interferon (Towpik e cols., 1985). 

A CsA atua bloqueando a produ9ão e a resposta à 

interleucina 2 (Líllehoj e cols., 1984; Elliot e cols., 1984). As 

linfocinas, fatores solúveis secretados pelos linfócitos e monócitos para 

estimular outras células, regulam a resposta imune ao órgão 

transplantado. A interleucina 2 promove expansão de clones de 

linfócitos efetores ativados por antígenos transplantados. Embora a CsA 

possa bloquear a produ9ão de interleucina 2 por linfócitos T ativados, 

não afeta sua resposta à interleucina 2, portanto, a droga atua 
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precocemente na sequência de ativação imunológica (Kaufrnan e ools., 

1984). 

Muitas pesquisas têm mostrado que a CsA interage com 

múltiplas fucetas da resposta imunológica, inibindo seletivamente 

funções específicas dos linfócitos por restrição da expansão clonal e/ou 

ativação funcional de linhagens celulares imunocompetentes individuais 

(Leoni e cols., 1978). Embora a CsA afete tanto a resposta humoral 

como a resposta celular, sua principal ação é sobre a imunidade celular 

(Borel, 1976). A droga atua preferentemente sobre linfócitos T, 

podendo alterar o processo de reconhecimento antigênico e modular 

estágios iniciais de diferenciação destas células (White e cols., 1979). A 

CsA interfere especificamente com a indução de linfócitos T 

auxiliadores e com a geração de linfócitos T citotóxicos, impedindo 

tanto a liberação de interleucína 1 como a 2. A CsA tem efeito 

modulador específico sobre o sistema imunológico, inibindo a 

produção e liberação de interleucína 2, sendo que para produzir o 

mesmo efeito sobre a interleucina 1 é necessária maior concentração de 

CsA (Powles e cols., 1980; Bunjes e cols., 1981; Palacios e Moller, 

1981; Borel e Lafferty, 1983; Thamson e cols., 1983). 

A CsA inibe indiretamente a função dos monócitos por 

supressão da produção de y interferon (linfooína de células T), de fator 

inibidor de maorófugos e de fator quimiotátioo para maorófugos. Além 

disso, a produção de interleuoina 1, que é um co fator para a ativação de 

linfócitos T auxiliadores, é inibida em monóoitos (Helin e ools., 1984; 

Granelli-Pipemo e ools., 1984). A CsA bloqueia a produção de 
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interleucina 1, 2, fàtor de necrose tumoral (TNF), y interferon; diminui 

a atividade das células de Langerhans, inibe a fosfolipase A2 e somente 

in vitro em doses muito elevadas, causa decréscimo da taxa de mitose 

em queratinócitos. As células alvo para a CsA são portanto os linfócitos 

T, os monócitos e as células de Langerhans (Finz~ 1994). A CsA entra 

nas células, se liga a proteínas citoplasmáticas e nucleares, e interfere 

com a codificação de ácidos nucleicos envolvida na sintese de 

linfocinas (Elliot e cols., 1984; Granelli-Piperno e cols., 1984). Ela 

tembém impede a secreção de y interferon, um efeito ligado à inibição 

de células NK induzida por drogas, sem no entanto afetar a sintese de a 

e p interferon, que são produzidos por leucócitos e fibroblastos 

respectivamente (Kalrnan e Klimpel, 1983). Embora a droga impeça a 

diferenciação de células T citotóxicas precursoras em linfócitos T 

maduros; ela não inibe a atividade dos linf6:>itos T citotóxicos que já 

foram gerados. A CsA interfere em estágios muito precoces do ciclo 

celular, afetando a proliferação linfóide somente no início do estágio 

mitogênico, e não afeta o linfócito desde que a atividade mitogênica já 

tenha sido desencadeada (Burckhardt e Guggenheim, 1979; Hess e 

cols., 1983). 

Têm aumentado as evidências do envolvimento de linfócitos 

T supressores mediando a fàlta de resposta aos transplantes. A CsA 

estimula a produção de linfócitos T supressores (Dos Reis e Shevach, 

1982; Hutching e cols., 1983; Hess e cols., 1983; Kupieck-Weglinski e 

cols., 1984). 
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Recentemente, a CsA tem sido empregada no tratamento de 

portadores de psoriase com bons resultados, sua ação terapêutica 

provavelmente se deve à inibição de receptores para interleuoina 8 nos 

queratinócitos (Schuls e cols., 1993; Kemény e cols., I 994) 

Administraçiio e efeitos colaterais 

A CsA é um peptídeo lipofilico cíolico inoompletamente e 

irregularmente absorvido no trato gastrointestinal. Isto origina uma 

variabilidade interindividual nas concentrações plasmáticas. O 

estabelecimento da dosagem é baseado no peso cmporal. Além disso, a 

biodisponibilidade pode ser melhorada com o decorrrer da terapia. A 

droga tem alta propensão a se ligar às proteínas do plasma, hemácias e 

lipoproteinas, sendo que a CsA livre é inversamente proporcional ao 

hematóorito. Um aumento de 1 0% no hematóorito pode reduzir a 

concentração plasmática em 1 O a 14% (Guercki e ools., 1985). 

A CsA é metabolizada no figado pelo citooromo P 450 e 

oxidases de função mista em 12 metabólitos fmais oom propriedades 

imunossupressoras mínimas (Maurer e cols., 1984). A maioria dos 

metabólitos são excretados com a bile através das fezes, e apenas I 0% é 

excretado através dos rins, além disso a meia vida da CsA varia de 7,9 a 

10,2 horas (Kahan, 1989; Brinskov e cols., 1992). Compostos e drogas 

que induzem o metabolismo de enzimas hepáticas como a rifampicina, 

fenobarbital e fenitoína podem reduzir a concentração plasmátioa de 

CsA e provocar a rejeição (Keown e cols., 1984; Freeman e cols., 

1984; Modry e cols., 1985). Por outro lado, o oetoconazol que inibe o 
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metabolisrr o hepático eleva as concentrações, e isto resulta en. 

nefrotoxicidade, a menos que a dosagem seJa ajustada. 

Experimentalmente, algumas enzimas indutoras reduzem a 

nefrotoxioidade sem afetar a imunossupressão (Ferguson e ools., 1982; 

Cunningham e ools., 1983). A disfunção hepática pode predispor à 

nefroto:xicídade devido à diminuição do metabolismo da CsA (Y ee e 

cols., 1984). 

A administraç>ão da CsA pode ser feita por via oral, 

intramuscular e endovenosa, e a dosagem deve ser individualmente 

ajustada, seguindo o padrão geral estabelecido por vários centros com 

experiência em transplantes (Stiller, 1983; Kahan e cols., 1983). A 

dose inicial é de aproximadamente 15 mg!Kgldia com ajuste gradativo 

durante o primeiro mês para uma dose de manutenç>ão de 5 a 

20 mg!Kgldia, que equivale a concentraç>ões sorológicas entre 100 

e 400 nglml. As doses endovenosas equivalem a 1/3 da dose oral. A 

monitoraç>ão dos níveis séricos de CsA no sangue por meio de 

radioimunoensaio ou oromatografia líquida de alta pressão pode ser útil 

para estabelecer a dose imunossupressora mais efetiva para cada 

indivíduo, com uma toxicidade relativamente baixa, embora existam 

diferentes pontos de vista sobre o assunto. 

Infelizmente, efeitos colaterais importantes como a 

nefroto:xicidade e a hipertensão impedem seu uso mais generalizado. 

Manifestações crônicas de sua toxicidade são dependentes 

principalmente da dose e do tempo de tratamento. Há várias 
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complicações possíveis do tratamento com CsA, entre elas a 

fibromatose gengiva!. 

F1BROMATOSE GENGIVAL INDUZIDA POR CsA 

A associação entre a terapia com CsA e a fibromatose 

gengiva! foi relatada no início da década de 80 (Starzl e cols., 1980; 

Calne e ools., 1981 ). Experimentos subsequentes com animais 

confirmaram este efeito indesejável. Tanto cães como gatos com doses 

de 15 a 45 mgiKg e 45 a 95 mg1Kg respectivamente, desenvolveram 

aumentos gengivais, sendo as alterações reversíveis oom a interrupção 

do uso da droga (Ryffel e cols., 1983). 

Os primeiros casos de fibromatose gengiva! induzida por CsA 

foram relatados especificamente na literatura odontológica em 1983 

(Rateitschak-Pluss e cols., 1983). A fibromatose induzida por CsA se 

inicia oom um aumento papilar mais pronunciado na região vestibular 

da gengiva do que na palatina. O aumento papilar progride e as papilas 

adjacentes coalescem, deixando o tecido gengiva! oom uma aparência 

lobulada. O aumento gengiva! é restrito à largura da gengiva aderida e 

pode se estender em direção à coroa e interferir com a oclusão, 

mastigação e fala (Tyldesley e Rotter, 1984). 

Através de biópsias de pacientes com fibromatose gengiva! 

induzida por CsA, têm-se observado aumento de fibras colágenas no 

tecido conjuntivo, áreas de substãncia basofilica, inflama9ão, 

hiperplasia epilelial, paraqueratose, acantose e edema (Wysocki e cols., 

1982; Rateitsohak-Pluss e cols., 1983; Tyldesley e Rotter, 1984). 
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O desenvolvimento da fibromatose gengiva] geralmente 

ocorre após três meses de tratamento com CsA. Entretanto, têm sido 

relatados casos em que a fibromatose surgiu um mês após o início da 

terapia (Tyldesley e Rotter, 1984; Seymour e co!s., 1987). 

A incidência de fibromatose gengiva! varia de 24 a 81% em 

adultos que sofreram transplante renal (Friskopp e Klintmalm, 1986; 

Phllips e cols., 1988), e estas diferenças podem estar relacionadas com 

a dose da droga, concentração plasmática de CsA, duração da terapia, 

método de avaliação gengiva! e estado periodontal subjacente. Não se 

conhece a concentração minima de CsA necessária para estimular a 

fibromatose gengiva!. Muitos estudos mostram que esta alteração está 

relacionada com altas doses, e tem sido mostrado correlações 

significantes entre concentrações plasmática e salivar da droga com a 

severidade da fibromatose gengiva! (Rostock e cols., 1986; McGaw e 

cols., 1987; Seymour e cols., 1987). 

A fibromatose gengiva! induzida por CsA está associada com 

o acúmulo de placa, mas a patogênese é incerta (Daley e cols., 1986; 

Masuda e cols., 1989). O efeito local da CsA deve-se particularmente 

ao futo de que a placa dental pode ser considerada reservatório local de 

droga (McGaw e cols., 1987). Por outro lado, foi demonstrado 

recentemente que um rigoroso controle de placa e remo9ão de irritantes 

gengivais não inibem o desenvolvimento da fibromatose gengiva! 

induzida por CsA (Seymour e Smith, 1991 ). 

Resultados de estudos clínicos sugerem que a incidência e 

severidade da fibromatose gengiva! em pacientes tratados com CsA 
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dependem da interação entre vários futores. Estes inoluem controle de 

placa, grau de inflamação gengiva! e extensão da destruição 

periodontal, dosagem e duração da terapia oom CsA, concentrações 

teoiduais e plasmáticas da droga e seus metabólitos, idade do paciente e 

talvez um comprometimento sistêmico subjacente (Seymour e Jacobs, 

1992). Tem sido sugerida uma possível interação entre a CsA, 

hormônios sexuais e fibroblastos gengivais; ou então que fibroblastos 

de pacientes jovens podem ser mais susceptíveis à droga (Daley e cols., 

1986; Sooriyamoorthy e cols., 1990) 

Na fibromatose gengiva! o aumento de volume é devido 

basicamente ao acúmulo de teoido conjuntivo fibroso (Deliliers e ools., 

1986; Y amasaki e cols., 1987). A atividade anormal dos fibroblastos 

pode resultar da ação direta da CsA sobre as células. Estudos 

explorando a ação da CsA sobre a proliferação de fibroblastos, síntese 

de proteínas e atividade colagenolítica tem produzido resultados 

conflitantes (Zebrowski e cols., 1986; Típton e Dabbous, 1986). 

Shincaglía e cols. (1992) estudou os efeitos da CsA em 

culturas de 5 linhagens de fibroblastos gengivais. Após 24 horas de 

incubação, observou-se aumento de 3 vezes na quantidade de cadeias 

de procolágeno, aumento no nível de procolágeno I e aumento no RNA 

mensageiro para colágeno tipo I; indicando estimulação direta da CsA 

sobre a síntese de colágeno, mas não sobre a síntese de DNA de 

fibroblastos gengivais. Ou seja, além de atuar sobre células T, a CsA in 

vivo, pode atuar diretamente sobre fibroblastos gengivais aumentando a 

produção de colágeno. 
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De acordo com os achados de Shincaglia e cols. (1992), 

houve diferenças morfológicas consideráveis entre as células tratadas 

oom CsA nas concentrações de 100, 500 e 1.000 Iljy'ml, sendo que 

estas concentrações não alteraram a viabilidade celular, que foi medida 

por coloração com azul de Trypan. 

COLAGENASE 

Sabe-se que os fibroblastos liberam colagenase e degradam 

colágeno extraoelular, porém outras células também podem 

desempenhar este papel, particularmente em estados patológicos. 

Certamente há uma variedade de células como os maorófugos e 

neutrófilos capazes de fugocitar, assim como de liberar proteases 

inclusive colagenase ou agentes capazes de estimular a degradação 

mediada por fibroblastos (Geofrey, 1987). 

Perda de colágeno tem sido demonstrada na involução do 

tecido uterino após parto e no músculo esquelético durante a regressão 

após um período inicial de hipertrofia (Koob e Jeffrey, 1974; Sparrow, 

1982). 

Aumento na deposição de colágeno tem sido relatado na 

fibrose pulmonar, cirrose hepática, e ateroesclerose. A perda de 

componentes do tecido conjuntivo tem sido relatada na artrite 

reumatóide e enfisema. Em alterações que apresentam degeneração do 

colágeno, os níveis de colagenase parecem estar aumentados (Okasaki e 

Maruyama, 1974; Kuhn e cols., 1976; Diegelmann e cols., 1980; Eyre 
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e cols., 1980; Takahashi e cols., 1980; Líndbland e Fuller, 1983; 

Stookley, 1983; Harris e cols., 1984). 

Em alterações oom deposição excessiva ou degradação de 

colágeno assim como em crescimentos e atrofias, há evidências tanto 

de degradação como de síntese de colágeno, independentemente se os 

níveis de colágeno aumentam ou diminuem (Geofrey, 1987). 

O crescimento adaptativo de um tecido após cirurgia ou 

atrofia é maior se os fibroblastos estão normalmente presentes, não 

como células inertes, mas como células que continuamente sintetizam e 

degradam colágeno. 

A importância da degradação na regulação da massa de 

co!ágeno tem sido estudada, e há evidências de que desempenha um 

importante papel na homeostase do colágeno (Hassell, 1982; Geofrey, 

1987). 

O colágeno, a principal proteína estrutural do tecido 

conjuntivo, é sintetizado pelos fibroblastos, e sua produção e 

degradação em estados fisiológicos e patológicos requerem uma 

regulação precisa. Além disso, fibroblastos gengivais humanos, como os 

de outros tecidos sintetizam várias metaloproteínases de matriz 

extracelular, inclusive colagenase e um ínibidor tecidual de 

metaloproteínase (TIMP). Em condições fibrosas como quelóides e 

fibromatose gengiva!, o delicado mecanismo de equilíbrio entre a 

síntese e a degradação pode estar alterado, podendo resultar no 

acúmulo excessivo de colágeno na matriz extracelular. A densa 

deposição de colágeno pode ocorrer por aumento da síntese de 
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colágeno, por produção reduzida de colagenase ou por aumento da 

produção de inibidor teoidual de metaloproteinase (Fullmer e ools., 

1969; Bírkedal-Hansen, 1976; Golub e co!s., 1976; Heath e cols., 

1982; Tipton e cols., 1991 ). 

Bauer (1977) realizando experimentos com cultura contendo 

um inibidor de síntese proteica, a cicloexamidina, verificou que pode 

ser detectada pouca colagenase no meio extracelular porque os 

fibroblastos praticamente armazenam pequenas quantidades de 

colagenase intracelular para posterior liberação. 

De acordo com as observações de Bauer (1977), a atividade 

específica da colagenase no meio aumentou 8-1 O vezes após a 

confluência das células em cultura, sendo que o volume da enzima 

aumentou somente 2 a 3 vezes. A atividade específica da colagenase 

aumenta 6 a I O vezes rapidamente após a cultura atingir a confluência, 

entretanto em culturas pós-confluentes o volume de pró-enzima 

produzida decresce com o aumento da densidade celular. 

A colagenase tem sido envolvida na fisiopatologia de 

doenças genéticas e adquiridas, portanto, o estudo da expressão da 

colagenase in vitro é importante para a interpretação de estudos em que 

esta enzima esteja associada à etiopatogenia (Eisen, 1970; Harris e 

Kmne, 1974). 

Geralmente, embora haja variação, parece ocorrer correlação 

inversa entre a atividade colagenolítica e a síntese de inibidor tecidual 

de metaloproteínase (Tipton e cols., 1991 ), ou seja, a atividade da 

colagenase e portanto, a degradação do oolágeno depende do equilíbrio 
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local entre a concentração da enzima e seus inibidores (Dean e cols., 

1989). 

Tem sido sugerido que a colagenase desempenha um 

importante papel na metamorfose de anfíbios, na cura de feridas 

cirúrgicas e na patogênese de certas doenças, entretanto, o mecanismo 

que regula a sua síntese, liberação e atividade é desconheoido em 

grande parte (Eisen e Gross, 1965; Grillo e Gross, 1967; Lazarus e 

ools., 1968; Evason e cols., 1968; Eisen, 1969) 

A oolagenase da gengiva de babuínos apresenta forte reação 

oruzada oom antioorpos anti-oolagenase humana, mas a curva padrão de 

inibição, obtida a partir de diluições seriadas desta enzima não foi 

semelhante ou paralela à ourva obtida para colagenases humanas, 

indioando que a reatividade oruzada não representa propriamente uma 

identidade imunológioa completa. Por outro lado, a curva padrão de 

inibição obtida por várias diluições de quatro tipos de colagenases 

humanas: pele, membrana sinovial, gengiva e polimorfonucleares, 

mostraram-se paralelas, o que fundamenta o conceito de que estas 

enzimas são intimamente relacionadas, sendo que colagenases de 

espécies illogeneticamente distantes, apresentam reação cruzada menos 

intensa, indicando que as enzimas destas espécies tem pouca 

semalhança estrutural com as colagenases humanas (Bauer e ools., 

1972). 
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Produção e mecanismos de ação 

A colagenase da gengiva é encontrada principalmente na 

forma latente, e isto pode ser explicado por 3 hipóteses; na primeira a 

enzima é sintetizada como zirnogênio ou pró-enzima contendo regiões 

que quando clivadas expõem o sítio ativo da enzima (Harper e cols., 

1971; Vaes, 1912a); na segunda, a colagenase sintetizada é seoretada 

na forma ativa, no entanto inibidores se ligam à molécula 

transformando-a numa forma inativa (Sellers e cols., 1977). De aoordo 

oom Strioklin e ools. (1978) e Uitto e cols. (1980), há uma terceira 

possibilidade, em que a oolagenase seria ativada através de uma 

modifioa9âü conformaoional da molécula, o que suporta a teoria da 

autoativação, ainda pouco conhecida (Piez e Reddi, 1981 ). 

De acordo com os resultados de Birkedal-Hansen e cols. 

(1978), os fibroblastos de gengiva bovina em cultura mantiveram a 

capacidade de produzir colagenase em meio sem soro por 5 a 8 dias, 

sendo que durante este período a produção diária de colagenase 

decresceu progressivamente. Além disso, a enzima ativada por 

incubação com tripsina hidrolizou colágeno de maneira semelhante às 

colagenases de mamíferos. 

O trabalho de Birkedal-Hansen e cols. (1978) indica que os 

fibroblastos em cultura sintetizam colágeno e colagenase ao mesmo 

tempo, e também indica que o mecanismo de regulação que protege o 

colágeno recém-sintetizado da hidrólise imediata, fundamenta-se no 

futo de que a enzima é liberada como um zimogênio. 
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Estudos mostram que a oolagenase latente coletada in vitro 

ou in vivo é um zimogênio ou um complexo extreoelular formado pela 

ligação da enzima com um inibidor ( Eisen e cols., 1971; Vaes, 1972b; 

Kruze e Wojtecka, 1972; Harper e Gross, 1972; Oronski e cols., 1973; 

Abe e Nagai, 1973). 

A colagenase é uma enzima de importância crucial para a 

função dos orgãos e sistemas dos mamíferos, atuando numa única 

região da molécula de colágeno, sendo específica e índispensável para a 

iniciação da degradação do oolágeno (Bauer e ools., 1 975). 

Tem sido demonstrado que os fibroblastos, além de 

procolágeno, liberam também oolagenase, que oliva especificamente a 

molécula de colágeno, o que sugere que os fibroblastos também 

desempenham um papel ativo no oatabolismo de colágeno. Fibroblastos 

de diferentes origens síntetizam e liberam colagenase em cultura (Werb 

e Burleigh, 1974; Bauer e cols., 1975;). 

A colagenase dos fibroblastos, como outras colagenases de 
++ 

mamíferos exige Ca , sendo que a atividade máxima ocorre em pH 

neutro ou ligeiramente alcalino. A hidrólise do colágeno nativo resulta 

em clivagem das três cadeias a num local a 3/4 de distância do radical 

NHrtermínal da molécula. Esta clivagem leva à rápida degrada9ão a 

temperaturas fisiológicas e os produtos da degrada9ão sofrem a9ão 

posterior de outras enzimas proteo!íticas (Harris e Krane, 197 4; Bauer e 

ools., 1975). 

Análises do oolágeno após olivagem inicial por oolagenase 

gengiva! têm revelado fragmentos de 3/4 e 1/4 derivados da molécula de 



colágeno, o que é característico da ação das colagenases de vertebrados 

(Fullmer e cols., 1969; Uitto e Raeste, 1978; Uitto e cols., 1978). 

Ativaçilo 

De acordo com Hassell e cols. (1976) e Strickilin 

e cols. (1977) a oolagenase é sintetizada e seoretada como uma pró­

enzima, que necessita da ação de outra enzima para ser ativada, sem o 

que não há atividade oolagenolítioa. 

O soro é um potente inibidor de colagenase humana e, para 

que a atividade da oolagenase seja detectada o soro fetal precisa ser 

removido do meio de cultura (Eisen e cols, 1970 e 1971 ). Além disso, 

de acordo com Bauer (1975), a enzima é seoretada em meio de cultura 

sem soro, na forma inativa, podendo ser ativada por pré-incubação com 

tripsina, porém os fatores que regulam a ativação da colagenase não 

estão bem definidos. 

A oolagenase obtida de flbroblastos gengivais existe 

principalmente na forma latente, podendo ser experimentalmente 

ativada com tratamento por tripsina ou compostos que reagem com 

grupos sulfld.cila das proteínas (Birkedal-Hansen e cols., 1976; Uitto e 

Raeste, 1978; Uitto e ools., 1981 ). Birkedal-Hansen e cols. (1976) 

verificaram em culturas de flbroblastos de gengiva bovina que o peso 

molecular da colagenase latente e ativa foi de 78 e 60 kD 

respectivamente. 
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A colagenase de gengiva humana pode ser ativada pelo 

acetato p-aminofenilmercúrico (APMA) proporcionando aumento 

significante da degradação de colágeno (Uitto e cols., 1984). 

Através de síntese de metaloproteinases os macrófagos são 

capazes de ativar colagenase produzida por eles próprios. A catepsina 

G, uma proteinase neutra de neutróftlos, é capaz de ativar a colagenase 

produzida por estas mesmas células (Horowitz e ools., 1976; Maoarlney 

e Tschesohe, 1980). Além disso, a oalicreina e a plasmina são capazes 

de produzir ativação de oolagenase (Werb e cols., 1977; Nagase e cols., 

1982;). 

Inibiçlio 

Parece claro que os inibidores têm um papel ativo na 

regulação da atividade da oolagenase, e provavelmente, são sintetizados 

por todos os tecidos que sintetizam colagenase. Além disso, há inibores 

no plasma, especialmente a a.:z-macrog!obulina e !31-anticolagenase que 

se ligam irreversivelmente à colagenase ativa, transformando-a em forma 

inativa (Eisen e cols., 1971; Werb e cols., 1974; Wooley e cols., 1976). 

Certas proteínas presentes no soro humano são responsáveis 

pela inibição parcial da atividade da colagenase humana, sendo que 

estes inibidores atuam tanto sobre a colagenase da pele humana como 

sobre as colagenases de girino, porque estas duas enzimas degradam a 

molécula de colágeno de maneira semelhante (Eisen e cols., 1968). 

Eisen e cols. (1970a) demonstraram que tanto a cx.1-

antitripsina como a a.:zM globulina presentes no soro humano, inibem 



parcialmente a atividade da colagenase humana e de girino, e que a 

associação das duas anti-proteases tem um efeito aditivo. 

Segundo Eisen e cols. (1970b) nem todas as colagenases 

respondem da mesma maneira. Por exemplo, a colagenase de 

polimorfonucleares humanos e do Clostridium histolyticum não são 

afetadas pelas concentrações de soro humano que inibem a colagenase 

da pele e de girinos. 

Tem sido sugerido que a dificuldade em detectar atividade 

enzimática em cultura de células pode ser em parte, devida à presença 

de antiproteinases conhecidas como inibidoras de colagenase (Eisen e 

cols., 1971 ). Além disso, há evidências de que a colagenase de girinos e 

de osso de camundongos sejam produzidas como pró-enzimas ou seja, 

como zimogênio. Embora para a colagenase humana isto não tenha sido 

efetivamente demonstrado, esta possibilidade não pode ser excluída 

(Harper e cols., 1971; Vaes, 1972; Bauer e co!s., 1972). 

Adachi e Nohara (1989) mostraram que para a colagenase da 

gengiva bovina há três ínibidores, a concavalina A ligada e outros dois 

não ligados. A concavalina A é um dos dois ínibídores específicos para 

colagenase de mamíferos, sendo que o terceiro ínibidor é inespecífico e 

também ínibe a tripsina e a termolisina. Mizuno e cols. (1993) 

denominaram os ínibidores não ligados (específico e não específico) de 

concavalina A não ligada e, verificou que pelo peso molecular e pela 

sequênoia de 12 aminoácidos serem idênticos, estes ínibídores podem 

ser do tipo TI!vlP-2, semelhante ao encontrado na cartilagem bovina, no 
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endotélio da aorta bovina e no melanoma humano (Stetler-Stevenson e 

cols., 1989). 

O inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP) é uma 

proteba de 28 kD cujo mecanismo de regulação é o mesmo da 

procolagenase após tratamento com interleucina-1, ou seja, a 

interleucina-1 é capaz de induzir a sintese de ambos ( Clark e ools., 

1985; Murphy e cols., 1985; Postlethwaite e cols., 1988). 

O inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP) tem sido 

identificado nos meios de cultura de algumas células do tecido 

conjuntivo, no soro, no fluído amniótico, no líquido sinovial e na saliva 

(Docherty e Murphy, 1990; Overall e cols., 1991). O TlMP foi 

recentemente classificado em TIMP-1 e TIMP-2 (Docherty e cols., 

1985; Carmichael e cols., 1986; Goldberg e cols., 1989; Stetler­

Stevenson e cols., 1989; Boone e cols., 1990). Admite-se portanto, que 

o TIMP-1 e 2 participem fisiologicamente da regeneração e da 

renovação do tecido conjuntivo por inibição da atividade colagenolítica 

de várias proteases (Nomura e cols., 1993). 

A detecção do TIMP in vivo, apresenta várias dificuldades 

técnicas, porque a proteína pode ser inativada por elastase de 

neutrófilos e agentes oxidantes (Okada e cols., 1988). Estas 

dificuldades só puderam ser contornadas oom o surgimento de técnicas 

avançadas em biologia molecular como a reação de polimerização em 

cadeia por transcrição reversa (RT-PCR), que permite a detecção de 

RNA mensageiro para TIMPs que são sintetizados em quantidades 

muito reduzidas (Nomura e cols., 1993). 
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FlBRONECTINA 

Estudos imunohlstoquímicos demonstrando componentes da 

matriz extracelular gengival têm sido feitos, entretanto, o interesse 

principal está concentrado nos componentes colagenosos, sendo que 

pouco se conhece sobre proteínas não colagenosas, especialmente a 

fibronectina (Narayanan e Page, 1983; Chavrier e cols., 1984; Becker e 

ools., 1986; Cho e cols., 1987; Romanos e cols., 1993). Nos 

fibroblastos gengivais a fibronectina oorresponde à principal 

glicoproteina sintetizada, juntamente com colágeno tipo I e m (Baum e 

Wright, 1980; Veron e cols., 1990). Não hà dúvidas de que a 

fibroneotina interage fortemente com outros constituintes da matriz e 

participa da organização estrutural dos tecidos. Suas funções são de 

grande importância, visto que estimula a locomoção celular, além de 

mediar também a adesão das células à matriz extracelular (Grinnell, 

1984; Robert e Labat-Robert, 1991 ). 

Hiperplàsias teciduais produzidas por difenilhidantoina 

apresentam colágeno em índices normais. Por outro lado, a deposição 

de proteínas não colagenosas está 3 vezes aumentada em relação aos 

tecidos gengivais normais (Ballard e Butler, 1974). 

AB fibronectínas são glicoproteinas sintetizadas por uma 

ampla variedade de células in vitro, sendo os fibroblastos e células 

endoteliais as maiores produtoras. Entretanto, outras células como as 

epiteliais também sintetizam, porém em menores níveis. AB 

fibronectinas têm sido relacionadas com uma ampla variedade de 

propriedades celulares, particularmente aquelas que envolvem as 
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interações das células com a matriz extracelular. Estas propriedades 

incluem adesão celular, morfologia e organização do citoesqueleto, 

migração, diferenciação, transformação onoogênica, fagocitose e 

hemostasia (Hynes e Yamada, 1982). 

In vivo as fibronectinas são encontradas nos fluidos 

corporais (300 ~ml no plasma, e menores volumes em outros tecidos), 

matriz de tecido conjuntivo e maioria das membranas basais. Há dois 

tipos básicos de fibronectina, a celular e a do plasma, no entanto, 

existem múltiplas formas de fibronectina celular. Estudos com 

antícmpos monoclonais fornecem evidências de que as duas formas são 

distintas, visto que os anticorpos se ligam, de preferência, à fibroneotina 

celular (Atherton e Hyne, 1981; Nooman e cols., 1981 ). Embora as 

fibronectinas do plasma e das células possam ser distinguíveis, ambas 

são muito semelhantes quanto às propriedades e funções. 

A molécula de fibronectina é assimétrica e consiste de duas 

subunídades semelhantes com peso molecular em torno de 220 kD, 

unidas por pontes dissulfeto e com terminal carboxila. Medidas 

biofisicas indicam que a molécula é flexível contendo domlnios 

globulares compactos (Alexander e cols., 1978; Alexander, 1979). 

Uma importante característica das fibronectinas é a 

capacidade de interação específica com uma variedade de outras 

macromoléculas como gelatina, colágeno desnaturado, colágenos tipo I 

e V, fibrina e fibrinogênio. 

Em microscopia eletrônica de transmissão, a fibronectina é 

usualmente visualizada como uma molécula alongada com regiões de 
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flexibilidade aparentemente aumentada, podendo contudo, parecer 

globular sob certas condil;ões (Engel e cols., 1981; Erickson e 

cols., 1981; Koteliansky e cols., 1981 ). 

Experimentos in vitro têm demonstrado que a fibronectina 

poderia promover a migração celular em cultura e estimular a 

químíotaxia (Ali e Hynes, 1 978; Yamada e cols., 1978; Greenberg e 

cols., 1981 ). A habilidade da fibronectina promover migração de 

fibroblastos tem sido atribuída a uma única região de ligação celular da 

maoromolécula (Postlethwait e cols., 1981; Seppã e cols., 1 981 ). 
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. PROPOSIÇÃO 



PROPOSIÇÃO 

O objetivo deste trabalho foi analisar in vitro, a síntese de 

colagenase, de fibronectina, de proteína total, a atividade colagenolítica 

e a morfologia de fibroblastos de fibromatose gengiva] hereditária e de 

gengivas normais incubados com CsA em diferentes concentrações. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

INCUBAÇÃO DE F1BROBLASTOS COM (CsA) E OBTENÇÃO DO 

SOBRENADANTE 

Foram utilizadas 3 linhagens de fibroblastos gengivais 

normais (A, B e C) e 3 de fibromatose gengiva! hereditária (D, E e F) 

provenientes de culturas primárias. Para isto, foram usados fragmentos 

de tecido obtidos de gengivectomias realizadas em pacientes 

acompanhados pelo Prof. Lourenço Bozzo na Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba-UNICAMP. As culturas primárias foram 

estabelecidas no Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer pela Dra. 

Luiza L. Villa e Kátia B.L. Vieira. A suspensão celular foi 

descongelada e semeada para cultivo em frascos plásticos de 7,5 cm
2 

com meio de cultura D:MEM (Dulbecco's Minimum Essential Medium) 

contendo soro fetal bovino (10%) e gentamicina (40 J.tg/ml). Células em 

fase logarítmica de crescimento, ainda em subconíluência, foram 

tripsinizadas e semeadas em duplicata na densidade de 25.000 células 

por poço (125.000 cél./ml) em placa de 96 poços. Após 4 h., o meio 

foi removido e os poços lavados 3 vezes com PBS-EDTA lmM pH 7.3 

e, meio de cultura sem soro fetal foi adicionado. Após 15 h. o meio foi 

removido, sendo adicionado 200 ~-tl de meio novo contendo CsA nas 

concentrações de 250, 500 e 1.000 nglml. Como controle foram 

utilizadas células das 6 linhagens estudadas, sem adição de CsA. 

Decorridas 24, 48 e 72 h., o meio foi coletado e submetido aos ensaios. 
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CONTAGEM, TESTE DE VIABiliDADE E AVAUAÇÃO DA 

MORFOLOGIA CELULAR APÓS INCUBAÇÃO COM CsA 

Decorrido o período experimental de 48 h., as amostras de 

sobrenadante foram coletadas e feita a contagem celular após incubação 

com CsA (250, 500 e 1.000 nglml). Os poços da placa foram 

preenchidos com 25 f!l de trípsina 0,25% em PBS-EDTA lmM 

esterilizado e após a verificação do destacamento celular da parede do 

poço com ajuda de microscópio invertido de contraste de fase, a 

suspensão celular foi aspirada e colocada em tubo de centrífuga de 

1 ,5 ml. O procedimento acima descrito foi repetido por mais 3 min .. Ao 

final obteve-se 50 f!l de suspensão celular, sendo que 1 O f!l desta 

amostra foram colocados em câmara de Neubauer para contagem da 

densidade celular, obtendo-se assim o número de células por ml de 

suspensão. Para a comparação entre as médias, foi utilizado o teste t. 

Para o teste de viabilidade celular, decorridos os períodos de 24, 48 e 

72 h., o sobrenadante foi coletado e adicionou-se a cada poço, 20 f!l de 

PBS e 20 f!l de azul de Trypan 0,4% por 2 min. Após isto, os poços 

foram lavados 3 vezes com PBS e as células observadas em microscópio 

invertido de contraste de fase. De acordo com a literatura, uma 

linhagem celular é considerada inviável quando mais que 1 0% de suas 

células se coram, visto que apenas células mortas se coram pelo azul de 

Trypan. O procedimento empregado para o teste de viabilidade celular 

permitiu também a observação da morfologia das 6 linhagens de 

fibroblastos incubados com CsA (250, 500 e 1.000 nglml). 
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ELETROFORESE DO SOBRENADANrE 

AB proteínas dos sobrenadantes coletados das culturas em 

duplicata incubadas com 250, 500 e 1.000 nglml de CsA foram 

precipitadas em 10 volumes de etano! absoluto a -20 °C. Para cada 

amostra foram usados 350 !11 de sobrenadante (175 !11 de cada poço) e 

3,5 ml de etano! absoluto. Após 16 h., as amostras foram centrifugadas 

por 1 O min. a 15.000 tpm, o sobrenadante descartado e os tubos para 

centrífuga contendo o precipitado foram deixados secando à 

temperatura ambiente. Em seguida o precipitado foi ressuspenso em 

50 j.tl de tampão de amostra redutor para a realização de eletroforese 

em gel de poliaorilamida-SDS (sodium dodecyl sulphate, Sigma) 

gradiente ( 3 a 15% ). Para a comparação do peso molecular foi 

utilizado como padrão o complexo laminina/nidogênio 400 kD (220 

kD, 150 kD), albumina bovina (BSA) (66 kD) e albumina de ovo (43 

kD) em tampão de amostra redutor. Terminada a eletroforese, o gel foi 

fixado por 1 h. em 1 00 ml de solução aquosa de metano! 50%, ácido 

acético 12% adicionada de 50 j.tl de formaldeído; lavado por 20 min. 3 

vezes em etano! 50% sofrendo pré-tratamento com solução de 

tiossulfuto de sódio 0,04% e lavado em água destilada. Após isto, o gel 

foi tratado com 1 00 ml de solução aquosa de nitrato de prata 0,2% 

adicionada de 75 )ll de formaldeído durante 20 min. sob agitação, 

lavado rapidamente com água destilada, revelado em 1 00 ml de solução 

aquosa de carbonato de sódio 6% adicionada de 50 )ll de formaldeído e 

2 ml de tiossulfuto de sódio 0,04%; lavado novamente 2 vezes por 

2 min. e imerso em solução aquosa de metano! 50% e ácido acético 
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12% por 2 h. e depois colocado em água para posterior documentação 

fotográfica e desidratação em metano! (65%) e glicerol (0,5%). 

COLAGENASE 

Para os estudos enzimográficos, 20 J.!l do sobrenadante 

foram incubados em tampão de amostra não redutor e submetidos a 

eletroforese em gel (1 0%) de poliaorilamida contendo gelatina 

(2,11 rnglml). Para a compara9ão do peso molecular, foi utilizada 

BSA (66 kD) e albumina de ovo (43 kD) como padrão. Após a 

eletroforese, o gel foi submetido a 2 lavagens de 30 min. em solu9ão 

de Tríton X-1 00 a 2% e, incubado em tampão Tris 1 OmM, CaCh 5mM, 

pH 8.0 por 16 h. a 37 •c sob agitação. A seguir o gel foi removido do 

tampão e corado com azul de Coomassie 0,05% por 4 h., e desidratado 

em metano! (65%) e glicerol (0,5%). 

' ATIVIDADE COLAGENOUTICA 

A ativa9ão da colagenase foi feita a 37 •c durante 60 min. 

colocando-se 45 J.!l de sobrenadante referente a 48 h. de cultura e 

tripsina (5mg/ml) na concentra9ão final de 100 ).lgfml, 33,3 J.lgfml, 

11,1 ).lgfml e 3, 7 ).lgfml. Decorrido este período, foi acrescentado a oada 

amostra 5 J.!l de PMSF (200 mM) (feni1-meti1-sulfoni1 fluoreto) para 

bloquear a a9ão da tripsina. F oram adicionados 15 J.!l de colágeno tipo I 

(2mglml) (extraído de cauda de ratos) diluído em ácido aoético 0,5%. 

Amostras do sobrenadante foram coletadas após 15, 30, 60, 120 e 180 

min .. Como controle foi utilizada amostra de 15 J.!l de colágeno tipo I 
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(2 mg!ml) em ácido acético 0,5% adicionadas de 45 !Jl de tampão Tris 

50 mM, CaCJ2 1 O mM, pH 7,5 e com adição de tripsina e PMSF 

conforme descrito acima. Também como controle foi utilizada amostra 

de colágeno e meio de cultura contendo colagenase não ativada, ou 

seja, sem pré-incubação com tripsina. A análise foi feita através de 

eletroforese oom gel gradiente (5 a 15%) de poliaorilamida. Às amostras 

foi adicionado tampão não redutor concentrado 2 vezes. O gel foi 

corado com azul de Coomassie 0,05% por aproximadamente 2 h. e 

descorado com solução de metano! 50% e ácido acético 1 0% por cerca 

de 5 h.. As amostras de sobrenadante foram comparadas visualmente 

com amostras de colágeno não degradado. 

Extraçlio e purificaçlio de colágeno tipo I 

Para a extração do colágeno I, foram utilizadas 4 caudas de 

ratos Wistar com peso corporal médio de 200 g. A cauda foi seccionada 

na raiz e o pele removida através de incisão longitudinal com auxílio de 

lâmina de bisturi n~ 15. Os tendões foram retirados com pinça dente de 

rato e colocados em becker imerso em cubos de gelo. Os tendões foram 

colocados em cadinho, cortados em pequenos fragmentos e macerados. 

Foram então colocados em 100 m1 de NaCI 0,45 M e centrifugados por 

5 min. a 3.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o 
o 

precipitado ressuspenso em 100 m1 de NaCl 0,45 M a 4 C, 

homogeneizado por 3 min. e recentrifugado por 5 min. a 3.000 rpm. 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 00 m1 

de NaCl 2 M a 4 °C, homogeneizado por 3 min. e centrifugado por 5 
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min. a 3.000 rpm; este procedimento foi feito 2 vezes. A seguir o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado submetido a extração em 

300 m1 de ácido acético 0,5 M a 4 •c, homogeneizado por 3 min. e 

armazenado a 4 •c por 15 h .. O sobrenadante (colágeno solúvel em 

ácido acétíco) foi coletado e novamente centrifugado a 15.000 rpm 

durante 15 min.. Terminada a centrifugação o sobrenadante foi 

extensivamente dializado (3 trocas de 3 litros cada uma) contra água 

deionizada a 4 •c, e em seguida o colágeno foi lioftlizado para 

estocagem. 

FIBRONECTINA 

Para o estudo da secreção de fibronectina no meto 

extraoelular, foi utilizada a téonica do "dot Blot". Foi gotejado 15 !ll do 

sobrenadante sobre uma fita de membrana de nitrocelulose, 

posteriormente submetida à reação com anticorpo anti-fibronectina. 

Inicialmente as fitas de nitrocelulose foram incubadas com 

BSA 3% durante lh. em câmara úmida, a seguir lavadas com PBS, 

incubadas por mais lh. com anticorpo primário anti-fibronectina (5 

mg!ml) diluído na proporção de 11500 em BSA 0,3%, lavadas em PBS, 

incubados com anticorpo secundário conjugado com peroxídase diluído 

na proporção de 1/1.000 em BSA 0,3%. As fitas foram a seguir lavadas 

com PBS e reveladas em solução composta por 4 m1 de PBS, 2,5 mg 

de DAB (diaminobenzidina) e 4 m1 de H20 2 30%. Como controle 

positivo utilizou-se a proteína fibronectina e como controle negativo 

utilizou-se soro de coelho ao invés do anticorpo primário. 
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INATIVAÇÃO DE METALOPROTEINA.SE 

Inicialmente foi feito ensaio enzimográfico convencional 

com substrato de gelatina conforme descrito anteriormente. Terminada 

a eletroforese o gel foi lavado 2 vezes em solução de Triton X-1 00 2%, 

cortado em tiras, cada uma oorrespondendo a uma canaleta do gel, as 

quais foram incubadas durante 16 h. com 20 ml de fenantrolina, PMSF 

e EDTA diluídas em tampão convencional para zimograma (Trís lO 

m.M, CaC!2 5 mM, pH 8.0). 
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RESULTADOS 



RESULTADOS 

CONTAGEM E TESTE DE VIABILIDADE CELULAR APÓS 

INCUBAÇÃO COM CsA 

Não houve diferenças significantes no número de células 

após 48 h. de incubação com diferente~ concentmçõe~ de CaA 

como mostrado nas flgUr!IS de 1 a 6. A figura 7 mostras as médias 

do número de cél.iml entre as duplicatas das 6 linhagens controle, 

em que se observa diferenças estatisticamente significante para as 

linhagens E e F (fibromatose gengiva!). 

Em todos os períodos e concentrações de CsA usadas 

(250, 500 e 1.000 nglml), as células se mostraram com menos de 

1 0% das células coradas pelo azul de Trypan. 

MORFOLOGIA CELULAR APÓS INCUBAÇÃO COM CsA 

Decorridas 24, 48 e 72 h. de incubação das 6 linhagens 

de fibroblastos com 250 e 500 ng!ml de CsA, não observou-se 

modificações morfológicas. Os fibroblastos apresentaram em média 

três prolongamentos citoplasmáticos longos, dando à célula um 

aspecto estrelado, com os núcleos discretamente alongados. Este 

aspecto foi considerado compatível com a normalidade. 

Após 72 h. de incubação com CsA na concentração 

de 1.000 nglml, ocorreram alterações morfológicas em todas as 

linhagens. As células apresentaram-se arredondadas, com aparente 
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retração dos prolongamentos citoplasmáticos e diminuição do 

volume do citoplasma, além da presen9a de vacúolos e 

granulações. Os núcleos estavam arredondados, mais volumosos e 

proeminentes. Não foi observada qualquer alteração nas células 

incubadas pelo mesmo período cem as outras concentrações de 

CsA 

ELETROFORESE DO SOBRENADANTE 

Os ensaios de precipitação de proteínas para as 

linhagens de fibroblastos de gengiva normal (A, B e C) mostraram 

aumento crescente da intensidade das bandas para a linhagem A 

correlacionado com o aumento da concentração de CsA Para a 

linhagem B observou-se bandas com intensidade semelhante, com 

excessão na concentra9ão de 1. 000 ng/ml de CsA, em que a 

intensidade das bandas apareceu reduzida (fig. 8). Para a linhagem 

C observou-se bandas com mesma intensidade de coloração, 

independentemente da concentração de CsA 

Para as linhagens E e F verificou-se que as células 

incubadas com CsA na concentra9ão de 250 ng/ml apresentaram 

bandas mais intensamente coradas em relação às células incubadas 

com 500 e 1.000 nglml de CsA (fig. 9). Para a linhagem D, as 

bandas apresentaram-se coradas com a mesma intensidade. 
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COLAGENASE 

A anáíise enzimográfica mostrou padrão heterogêneo na 

secreção de colagenase entre as linhagens celulares. Após 24 h. em 

cultura, os fibroblastos controles das 6 linhagens secretaram 

metaloproteinase em quantidade reduzida. Nas linhagens B, C e D 

não detectou-se a produção de enzima (fig.l O, canaletas B, C e D). 

A atividade enzimática foi maior no periodo de 72 h., 

quando todas as linhagens celulares secretaram metaloproteinase. 

Além da banda principal, migrando com peso molecular 

aproximado de 57 kD, observou-se a presença de outras bandas 

mais fracas com menor peso molecular e que, poderiam representar 

formas clivadas da mesma metaloproteinase, ou mesmo outras 

enzimas (fig. 1 0). 

Quando os fibroblastos foram incubados com CsA nas 

concentrações de 250, 500 e 1 000 nglml, não se observou 

alterações na quantidade de enzima produzida pelas células da 

mesma linhagem, e todas as linhagens responderam de forma 

semelhante à incubação com diferentes concentrações de CsA 

(figs. 11, 12 e 13). 

' ATIVIDADE COIAGL'NOLITICA 

A colagenase do sobrenadante após 72 h. de cultura 

com 500 nglml de CsA, quando ativada digeriu completamente o 

substrato de colágeno tipo I após 15 min. (fig. 14, coluna 7). 
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FIBRONEC11NA 

Todas as linhagens de fibrob las tos estudadas secretaram 

fibronectina no meio extracelular, de fonna que a CsA nas 

diferentes concentra9ões não influenciou a secreção (f1g. 15). 

INA11VAÇÃO DE METALOPROTEINASE 

Neste ensaio com sobrenadante de 72 h. de cultura, após 

a realização do zimograma convencional anteriormente descrito, a 

fita controle que foi incubada com tampão para zimograma exibiu 

uma banda de maior peso molecular compatível com o peso da 

metaloproteinase obtida nos zimogramas anteriores, sugestiva de 

pró-colagenase. Além disso, observou-se claramente a presença de 

uma segunda banda de menor peso molecular compatível com 

colagenase na forma clivada. As fitas que foram incubadas com 

PMSF 0,5 mM exibiram padrão eletroforético idêntico à fita 

controle, enquanto que a fenantrolina 0,5 mM inibiu totalmente a 

atividade gelatinolítica. O EDTA na concentra9ão de 0,5 mM não 

inibiu a atividade enzimática ( fig. 16). 
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Figura 1. Densidade celular da linhagem A (gengiva normal) incubada durante 48 horas 
com CsA (250, 500, 1.000 ng/ml). Inicialmente foram incubadas 12,5 x 104 cel./ml. Os 
valores abaixo multiplicados por 104 correspondem às médias entre as duplicatas que 
representam o número absoluto de cel./ml de suspensão. Os valores expressos entre 
parênteses correspondem ao desvio padrão. 
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A diferença entre as médias não foi estatisticamente significante a nível de 5%. 
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Figura 2. Densidade celular da linhagem B (gengiva normal) incubada durante 48 horas 
com CsA (250, 500, 1.000 nglml). Inicialmente foram incubadas 12,5 x 104 cel./ml. Os 
valores abaixo multiplicados por 104 correspondem às médias entre as duplicatas que 
representam o número absoluto de cel./ml de suspensão. Os valores expressos entre 
parênteses correspondem ao desvio padrão. 
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A diferença entre as médias não foi estatisticamente significante a nível de 5%. 
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Figura 3. Densidade celular da linhagem C (gengiva normal) incubada durante 48 horas 
com CsA (250, 500, 1.000 ng/ml). Inicialmente foram incubadas 12,5 x 104 cel./ml. Os 
valores abaixo multiplicados por 104 correspondem às médias entre as duplicatas que 
representam o número absoluto de cel./ml de suspensão. Os valores expressos entre 
parênteses correspondem ao desvio padrão. 
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A diferença entre as médias não foi estatisticamente significante a nível de 5%. 
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Figura 4. Densidade celular da linhagem D (fibromatose gengival) incubada durante 48 
horas com CsA (250, 500, 1.000 nglml). Inicialmente foram incubadas 12,5 x 10" cel./ml. 
Os valores abaixo multiplicados por 104 correspondem às médias entre as duplicatas que 
representam o número absoluto de cel./ml de suspensão. Os valores expressos entre 
parênteses correspondem ao desvio padrão. 
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A diferença entre as médias não foi estatisticamente significante a nível de 5%. 
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Figura 5. Densidade celular da linhagem E (fibromatose gengival) incubada durante 48 
horas com CsA (250, 500, 1.000 nglml). Inicialmente foram incubadas 12,5 x 104 cel./ml. 
Os valores abaixo multiplicados por 104 correspondem às médias entre as duplicatas que 
representam o número absoluto de cel./ml de suspensão. Os valores expressos entre 
parênteses correspondem ao desvio padrão. 
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A diferença entre as médias não foi estatisticamente significante a nível de 5%. 
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Figura 6. Densidade celular da linhagem F (fibromatose gengival) incubada durante 48 
horas com CsA (250, 500, 1.000 ng/ml). Inicialmente foram incubadas 12,5 x 104 cel.lml. 
Os valores abaixo multiplicados por 104 correspondem às médias entre as duplicatas que 
representam o número absoluto de cel.lml de suspensão. Os valores expressos entre 
parênteses correspondem ao desvio padrão. 
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A diferença entre as médias não foi estatisticamente significante a nível de 5%. 
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Figura 7. Densidade celular da linhagens controle (A a F) após 48 horas sem CsA. 
Inicialmente foram incubadas 12,5 x 104 cel./ml. Os valores abaixo multiplicados por 104 

correspondem às médias entre as duplicatas que representam o número absoluto de 
céls./ml de suspensão. Os valores expressos entre parênteses correspondem ao desvio 
padrão. 
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"' A diferença entre as médias foi estatisticamente significante para as linhagens E e F a 
nível de 5%. 
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o 250 500 1.000 o 2SO 500 1.000 

Figura 8. Eletroforese das linhagens A (1 a 4) e B (5 a 8) após 
48 h. em cultura. Fibroblastos controle (sem CsA - 1 e 5), CsA 
250 nglml (2 e 6), CsA 500 nglml (3 e 7), CsA 1 . 000 ng/ml ( 4 e 8). 
PM (padrão de peso molecular). 
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Figura 9. Eletroforese das linhagens E (1 a 4) e F (5 a 8) após 48 h. 
em cultura. Fibroblastos controle (sem CsA - 1 e 5), CsA 
250 nglml (2 e 6), CsA 500 nglml (3 e 7), CsA 1 . 000 nglml ( 4 e 8). 
PM (padrão de peso molecular). 
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__ 24h. __ _ _ 72h. __ 

kD A B C O E F A B C O E F 

~7 

Figura IO.Zimograma das 6 linhagens de fibroblastos controles A a F 
(sem CsA) após 24 h. (1 a 6 ) e após 72 h . ( 7 a 12). Não 
detectou-se gelatinase nas linhagens B, C e D após 24 h . 
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_B __ E __ C_ 

2 3 ~ 5 6 7 8 9 10 11 12 

Figura 11. Zimograma das linhagens B (1 a 4), E (5 a 8) e C (9 a 12) 
mostrando secreção de gelatinase após 48 h. em cultura. 
Fibroblastos controles (sem CsA - 1, 5 e 9), CsA 250 nglml (2, 6 
e 1 0), CsA 500 nglml (3, 7 e 11) e CsA 1.000 nglml ( 4, 8 e 12). 
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Figura 12. Zimograma das linhagens A (1 a 4), F (5 a 8) e D (9 a 12) 
mostrando seore9ão de gelatinase após 48 h. em cultura. 
Fibroblastos controles (sem CsA- 1, 5 e 9), CsA 250 nglrnl (2, 6 
e 1 0), CsA 500 nglml (3, 7 e 11) e CsA 1.000 ng/ml ( 4, 8 e 12). 
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_A_ _B_ __c __ 

2 3 4 5 6 I 8 9 10 'f1 12 

Figura 13. Zimograma das linhagens A (1 a 4), B (5 a 8) e C (9 a12) 
mostrando secreção de gelatinase após 48 h. em cultura. 
Fibroblastos controles (sem CsA- 1, 5 e 9), CsA 250 nglml (2, 6 
e 1 0), CsA 500 ng/ml (3, 7 e 11 ), CsA 1.000 nglml ( 4, 8 e 12). Nas 
canaletas 3 e 11 ocorreu extravasamento das amostras de 
sobrenadante. 
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Figura 14. Eletroforese em gel gradiente (5 a 15%) de 
poliaorilamida para ensaio de ativação de colagenase do 
sobrenadante de fibroblastos da linhagem F (fibromatose) 
incubados com CsA (500 nglml) durante 72 h . . Substrato de 
oolágeno tipo I em PBS (1 ); substrato de colágeno em PBS com 
tripsina 100 Jlgl'ml (2); 33,3 Jlg/ml (3); 11,1 J.!glml ( 4) e 3, 7 ~ml 
(5). S · renadante oom substrato de oolágeno tipo I sem tripsina 
( 6); sourenadante oom substrato de colágeno tipo I e tripsina 1 00 
Jlg/ml (7); 33,3 Jlgl'ml (8); 11,1 Jlg/rnl (9) e 3, 7 Jlglrnl (1 0). PM1 

(laminina/nidogênio ), PM2 (BSA e albumina de ovo). 
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Figura 15. "Dot blot" anti-fibronectina de sobrenadante (5 J!Vdot e 
1 O J!Vdot) de fibroblastos das linhagens E (1 a 4), B (5 a 8) 
e A (9 a 12). Fibroblastos controle (sem CsA - 1, 5 e 9), CsA 
250 nglml (2, 6 e 1 0), CsA 500 nglml (3, 7 e 11) e 
CsA 1.000 nglml ( 4, 8 e 12). 
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Figura 16. Zimograma para ensaio de inativa9ão de 
metaloproteinase em sobrenadante de cultura de fibroblastos da 
linhagem F (fibromatose) após 72 h. de inouba9ão oom CsA 500 
nglml. (1) tampão convencional para zimograma; (2) EDT A 
0,5 mM; (3) PMSF 0,5 mM; ( 4) fenantrolina 0,5 mM. 
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DISCUSSÃO 

A CsA causa fibromatose gengiva!, mas seu mecanismo 

de ação ainda não é muito bem conhecido, podendo atuar direta ou 

indiretamente sobre os fibroblastos. 

Os fibroblastos collf!tituem uma população celular 

funcionalmente heterogênea, e a composição dos tecidos 

conjuntivos resulta de uma mistura de subpopulações. Tem sido 

sugerido que doenças do tecido conjuntivo resultem de uma 

seleção de subpopulações específicas de fibroblastos caracterizados 

por aspectos funcionais que levam a modificações da matriz 

extracelular, que podem ser refletidas pelas manifestações clinicas 

da doença (Hassell, 1981; McCulloch e Bordin, 1991; McKevitt e 

Irwin, 1995). 

Em indivíduos susceptíveis, estímulos ambientais, 

incluindo drogas como a CsA, podem selecionar subpopulações de 

fibroblastos funcionalmente distintas com índice proliferativo 

aumentado e produção anormalmente elevada de proteínas de 

matriz extracelular (Tipton e cols., 1991 ). 

Os fibroblastos residentes regulam a renovação da matriz 

extraoelular do tecido conjuntivo e desempenham papel central na 

patogênese da fibromatose gengiva!. A nifedipina concentra-se nos 
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tecidos gengivais e a fibromatose pode resultar de um efeito direto 

da droga sobre os fibroblastos residentes, talvez pela capacidade 

das células se ligarem à droga ou metabolizarem a mesma; o que 

eventualmente não ocorre com a CsA (MoKevitt e Irwin, 1995). 

Contagem, teste de viabilidade, morfologia celular e proteínas 

de matriz extracelular 

No presente estudo, verificou-se que a CsA, nas 

conoentra9ões de 250, 500 e 1.000 ng!ml, não foi oitotóxica após 

72 h. em cultura. O número de fibroblastos por ml de sobrenadante 

após 48 h. em cultura não apresentou diferen9as estatisticamente 

significantes para todas as concentra9ões de CsA. Isto ocorreu nas 

seis linhagens estudadas. Embora o número de células semeado em 

cada po9o tenha sido o mesmo (2,5 X 1 O\ observou-se entre as 

linhagens controle após 48 h. em cultura, uma varia9ão em rela9ão 

ao número de células/ml, que foi estatisticamente significante para 

as linhagens E e F (fibromatose gengiva!) como é mostrado na 

figura 7. Esta variabilidade na recupera9ão das células após 

tripsiniza(jlão e contagem em câmara de Neubauer pode ser 

explicada pelo futo de que parte das células permaneceu aderida à 

parede dos po9os. Além disso, pode ter ocorrido diferen9as no grau 

de destacamento celular entre as linhagens. AP. diferen9as 

observadas entre o número de células recuperadas após 48 h. em 

cultura não devem ser consideradas quando se analisa as figuras 8, 
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9, 1 O, 1 J, 12, 13 e 15, porque nestes ensaios, o sobrenadante não 

foi proveniente do mesmo experimento feito para a contagem 

celular. Realizando estudos in vitro, Schincaglia e cols. (1992) 

analisaram os efeitos da CsA nas concentrações de 1 00, 500 e 

1.000 nglml na incorporação de timidina, produção de colágeno e 

níveis de RNA mensagéiro, sendo que os resultados indicaram 

estimulação direta da CsA sobre a síntese de colágeno em 

fibroblastos gengivais. De acordo com os resultados destes mesmos 

autores, quando os fibroblastos foram observados em microscópio 

de contraste de fase, houve diferenças morfológicas consideráveis 

entre as células tratadas com CsA nas concentrações de 1 00, 500 e 

1 .000 nglml. As alterações morfológicas acima referidas não foram 

descritas pelos autores. Como no presente estudo, as concentrações 

de CsA usadas por Schincaglia e cols. (1992), não alteraram a 

viabilidade celular, que foi avaliada por coloração com azul de 

Trypan. 

A observação de que nem todos os pacientes tratados 

com CsA desenvolvem fibromatose gengiva! sugere que há uma 

variação interindividual na resposta direta dos fibroblastos à CsA 

(Tipton e cols., 1991). Em 1988, Hassell e cols. mostraram que 

linhagens de fibroblastos de diferentes indivíduos exibiram variação 

na síntese de proteínas em resposta à CsA Observou-se no 

presente trabalho, que em relação à síntese de proteína total houve 

padrão heterogêneo de resposta em função da variação na 
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concentração de CsA, tanto para os fibroblastos de gengiva normal 

quanto para os fibroblastos de fibromatose gengiva! hereditária. 

Willhershausen-Zõnnchen e cols. (1992) realizaram 

estudo incubando fibroblastos gengivais com CsA na concentração 

de 1.000 nglml, e verificaram que após 72 h. não houve alteração 

significante no número de células. Entretanto, após o período 

experimental de 6 semanas, a CsA estimulou significativamente a 

proliferação celular e a síntese de glicosaminoglicanos. Os autores 

consideram estes resultados como evidência da estimulação direta 

da CsA sobre a proliferação de fibroblastos gengivais, o que 

explicaria em parte, o desenvolvimento das fibromatoses gengivais 

induzidas por esta droga. 

No estudo comparativo de McKevitt e Irwin (1995) 

houve diferenças fenotípicas entre dois tipos linhagens celulares, 

sendo que as células provenientes de linhagens de tecido gengiva! 

fibromatoso induzido por nifedipina mostraram maior potencial 

proliferatívo e produção de níveis aumentados de proteínas quando 

comparadas com as linhagens de gengiva não aumentada. A 

adição de nifedipina em cultura (1.000 ng/ml) não produziu efeito 

sobre as células da gengiva normal, mas induziu resposta inibidora 

significante na proliferação das células da gengiva hiperplásica. 

Estes achados fundamentam o conceito de que, nos aumentos 

gengivais induzidos por nifedipina, assim como nos casos de 

fibromatose gengiva! induzida por CsA, há fibroblastos sensíveis 
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aos efeitos desta droga, mas surpreendentemente a nifedipina in 

vitro (1.000 nglml) teve efeito inibidor sobre os fibroblastos de 

gengiva hiperplásica em relação à proliferação celular e síntese de 

proteínas de matriz extrncelular. 

James e co!s. (1995) estudaram os efeitos da CsA in 

vitro (I a 10.000 nglml) sobre 6 linhagens de fibroblastos 

gengivais, usando concentrações que variaram de 1 a 1 O. 000 nglml, 

e avaliaram a proliferação e a síntese de proteínas da matriz 

extrncelular. Estes autores verificaram que a CsA não teve nenhum 

efeito sígníficativo sobre a proliferação das células e sobre a síntese 

de proteínas da matriz extrnoelular. Sugerem portanto, que talvez 

in vivo, a droga não influencie diretamente o metabolismo dos 

fibroblastos, mas atue através de vias indiretas associadas à 

liberação local de mediadores da inflamação ou produtos 

bacteríanos. Isto reforça observações sobre o futo de que a 

fibromatose gengiva! induzida por CsA ocorra com ma10r 

frequência, ou se desenvolva mais fucilmente em locais onde há 

maior acúmulo de placa baoteríana, e consequentemente, maior 

grau de resposta inflamatória. 
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Atividade colagenolitica 

Para a conflillliiÇão de que estas metaloproteinases 

neutras obtidas em cultura representaram realmente colagenase 

liberada no meio extracelular, foram feitos ensaios de atividade 

colagenolítica. O substrato específico foi o colágeno tipo I extraído 

do tendão da cauda de retos. 

Os zimogramas mostrarem que as linhagens celulares 

secretaram metaloproteinases com atividade gelatinolítica, sendo 

que as bandas mais fracas e de menor peso molecular 

possivelmente representavam formas ativadas da mesma 

metaloproteinase, provavelmente colagenase, que mtgrou com 

maior peso molecular (aproxintadamente 57 kD), ou então 

representavam outras enzimas também capazes de digerir gelatina. 

A possível presença de outras enzintas além da colagenase, pode 

ser fundamentada pelo estudo da atividade colagenolítica das 

metaloproteinases, visto que as moléculas íntegras de colágeno 

tipo I foram printeiro c!ivadas por uma colagenase ativada pela 

tripsina e a digestão do substrato colagenoso foi completa, não se 

visualizando bandas correspondentes aos fragmentos Y. e V., devido 

à suposta presença de outras enzimas no meio extracelular com 

habilidade para degredar moléculas de colágeno já clivadas em 

polipeptídeos menores pela colagenase humana que atua clívando a 

molécula íntegra em um único ponto, originando como produto 
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dois fragmentos de pesos moleculares diferentes, correspondentes a 

y, e % do peso molecular das cadeias a do colágeno. 

A tripsina digeriu apenas pequena quantidade de 

colágeno tipo I (fig. 13, colunas 2, 3, 4 e 5), pois este estava 

bastante purificado em nosso experimento, ou seja, era composto 

predominantemente por moléculas íntegras, pois se estivessem 

desnaturadas sofreriam ação de outras enzimas antes da ativayão da 

colagenase. As moléculas íntegras de colágeno têm sua digestão 

iniciada exclusivamente pela ayão específica da colagenase atuando 

num único ponto da cadeia a, local que apresenta uma fragilidade 

na estrutura da tripla hélice (Piez e Reddi, 1984). 

Os sobrenadantes aos quais foi adicionado tripsina nas 

concentrayões finais de 33,3, 11,1 e 3, 7 p.glml mostraram discreta 

atividade colagenolítica, o que sugere que nestas concentrayões, a 

tripsina ativa apenas pequena quantidade de colagenase, resultando 

na digestão parcial do substrato de colágeno tipo L 

Entre as linhagens celulares estudadas não incubadas 

com CsA, observou-se variabilidade em relação á seore9ão de 

colagenase no meio extracelular. Tipton e cols. (1991) investigou a 

susceptibilidade de 14 linhagens à CsA, em relayão ao seu 

comportamento colagenolítico e constatou padrão heterogêneo na 

resposta colagenolítica entre as linhagens, observando também 

variações significativas entre subpopulações da mesma linhagem. 
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Além disso, nossos resultados não mostraram variação na secreção 

de oolagenase na presença de diferentes concentrações de CsA, 

sendo que Zebrowski e cols. (1988), relataram que a CsA nas 

concentrações de 250 nglml e 500 nglml não exerce efeito sobre a 

atividade colagenolítica de fibroblastos gengivais humanos normais, 

e sugere que a atividade oolagenolítioa não desempenha. papel 

significativo nos aumentos gengivais induzidos por drogas. De 

acordo com Tipton e ools. (J 991 ), o efeito da CsA sobre a 

atividade oolagenolítica aparentemente depende do doador da 

amostra, da presença de subpopulações celulares susceptíveis e da 

concentra9ão da droga. Sendo assim, pode-se considerar que as 

linhagens analisadas neste trabalho não foram susceptíveis à a9ão 

da CsA em rela9ão à síntese de colagenase e de fibronectina. 

Colagenase 

Além de atuar sobre as células T, a CsA in vitro pode 

atuar sobre fibroblastos gengivais aumentando a produ9ão de 

colagenase (Schincaglia e cols., 1992). Hà evidências de que a 

degradação, assim como a sintese desempenham papel fundamental 

na homeostase do colágeno (Hassell, 1982; Geofrey, 1987). 

A colagenase é uma enzima de importância crucial para 

a função dos órgãos e sistemas dos mamíferos, sendo específica e 

indispensável para a iniciação da sua degradação (Bauer e cols., 

1975). 
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A colagenase tem sido envolvida na fisiopatologia de 

doenças genéticas e adquiridas, portanto, o estudo da expressão da 

colagenase in vitro é importante para a interpretação de estudos 

sobre doenças em que esta enzima esteja associada à etiopatogenia; 

\lomo é sugerido para os casos das condições fibrosas como as 

fibromatoses gengivais em que poderia haver deficiência na 

produção da enzima ou na função da mesma. 

Em todas as linhagens celulares analisadas neste estudo, 

detectou-se a presença de uma gelatinase com peso molecular entre 

43 e 66 kD, cujo peso molecular provável é 57 kD, e que deve 

corresponder à colagenase de fibrob!astos gengivaís. Esta 

colagenase deve ser uma pró-enzima (MU!phy e cols., 1987). 

Observou-se também, uma banda fraca bastante próxima da 

anterior que pode corresponder a uma forma ativada da pró-enzima 

citada, cujo peso molecular pode ser de 53 kD de acordo com Chin 

e cols. (1985). 

Os resultados de McKevitt e Irwin (1995), mostraram 

que a nifedipina também não exerceu qualquer efeito sobre as 

células da gengiva normal após quatro dias em cultura, semelhante 

ao que ocorreu neste trabalho em relação à síntese de colagenase 

quando as linhagens foram incubadas com CsA em diferentes 

concentrações. 
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Geralmente, embora haja variação, parece ocorrer 

correlação entre a atividade colagenolítioa e a síntese de inibidor 

tecidual de metaloproteinase, ou seja, a atividade da colagenase e 

portanto, a degradação do oolágeno depende do equilíbrio local 

entre a concentração da enzima e seus inibidores (Dean e ools., 

1989; Ito e ools., 1990; Tipton e ools., 1991). 

Os fibroblastos gengivais humanos, como os de outros 

tecidos, sintetizam oolágeno e várias metaloproteinases como a 

colagenase e também um inibidor de metaloproteinase teoidual 

denominado TIMP ( Vaes, 1971; Heath e cols., 1982; Fan e Scott, 

1989). Alguns estudos indicam que o mecanismo de regulação que 

protege o colágeno recém-sintetizado da hidrólise imediata, está 

relacionado ao fato da enzima ser liberada como zimogênio É 

possível que esta enzima na forma de zimogênio possa ser na 

realidade um complexo extraoe!ular formado pela ligação da 

enzima com um inibidor tecidual (Eisen e cols., 1970; Hmper e 

Gross, 1972; Oronski e cols., 1973). 

Tipton e cols. (1991) observaram padrão heterogêneo 

entre atividade colagenolítica de subpopulações da mesma 

linhagem, principalmente em razão do aumento do inibidor 

tecidual de metaloproteinase do que propriamente da diminuição 

ds produção de colagenase. 

No presente trabalho não foi realizada análise do TIMP. 

As dificuldades técnicas para se trabalhar com esta proteína só 
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puderam ser contornadas recentemente com o surgimento de 

técnicas avan9adas de biologia molecular como a rea9ão de 

polimeriza9ão em cadeia por transcri9ão reversa (RT-PCR) que 

permite a detec9ão de RNA mensageiro para TIJ\,1Ps que são 

sintetizados em quantidades muito reduzidas (Nomura e cols., 

1993). 

No presente estudo, a colagenase foi ativada por 

tripsina, visto que provavelmente esta é a forma mais eficiente e 

também mais empregada para promover a ativa9ão da colagenase, 

que é liberada no meio estracelular na forma de pró-enzima (Vaes, 

1971; Murphy e cols. 1987). De acordo com Vaes (1971) quando 

ocorre a ativa9ão da colagenase pela tripsina, o peso molecular da 

colagenase latente em tecido ósseo de 1 05 kD é reduzido por 

clivagem para 84 kD. De acordo com o mesmo autor, a latência da 

colagenase provavelmente não se deve à forma9ão de um complexo 

enzima-inibidor, visto que o inibidor possui peso molecular de 

aproximadamente 120 kD, que é incompatível com a diferen9a de 

peso molecular entre a forma latente e a forma ativa. 

A interleucina·l tem elevada capacidade para induzir 

células do tecido conjuntivo em cultura de órgãos a reabsorver 

matriz extracelular (Saklatvala e cols., 1984; Bunning e cols., 

1986). Tem sido confirmado que a interleucina-1, particularmente 
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a forma ~, e o meto condicionado por células mononucleares 

fugocitárias tratadas com endotoxina bacteriana são capazes de 

estimular fibroblastos gengivais a produzir enzimas colagenolítícas 

e prostaglandirta ~ (PG~) (Heath e cols., 1982; Heath e cols., 

1987; Richards e Rutherford, 1988; Dirlarello, 1988; Richards e 

Rutherford, 1990; Alvares e cols., 1995), sendo que o pico de 

estimulação ocorre no período de 48 h. e decresce no período de 

96 h., onde o nível de mRNA é menor (Richards e Rutherford, 

1990). Por outro lado, sabe-se que a CsA pode inibir a síntese de 

interleucina 1, portanto, se os efeitos da interleucina 1 in vitro 

ocorressem in vivo, poderia-se sugerir que um dos mecarlismos de 

indução da fibromatose gengiva! por CsA fosse a inibição da 

produção da interleucina-1 e redução do estímulo para o aumento 

da síntese de enzimas colagenolíticas e conversão da pro­

colagenase em colagenase. 

Os dados destes autores sugerem que a possível 

destruição das fibras do tecido periodontal podem resultar in vivo 

da ação da inter!eucina-1 sobre os fibroblastos gengivais, visto que 

recentemente foi detectada a presença de interleucina-1 no fluido 

do sulco gengiva! e na gengiva humarta (Charon e cols., 1982; 

Tracey e cols., 1988; Jandinsky e cols., 1988). 

Há hípóteses de que a perda de adesão do tecido 

conjuntivo gengiva! é mediada por metaloproteinases como a 
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colagenase e estromelisina, liberadas pelas próprias células do 

periodonto, a destruí(jlão de tecido períodontal pode ser induzida 

pela ínterleucína-1 secretada por várias células que compõem o 

periodonto. Tem sido relatado que a ínterleucína-1 estimula muito 

mais a atividade colagenolítica dos fibroblastos gengivais do que a 

dos fibroblastos do ligamento periodontal (Meikle e ools., 1986; 

Richards e Rutherford, 1988; Dínarello, 1988). 

Fibronectina 

Romanos e cols. (1993) sugerem a partir de seus 

estudos, que a fibronectína desempenha importante papel na 

composi(jlão da matriz extracelular de tecidos normais, podendo 

revelar altera(jlões metabólicas presentes no aumento de volume 

gengiva!. Entretanto, no presente trabalho não foram encontradas 

diferenças na síntese de fibronectína no meio extracelular entre 

linhagens de gengiva normal e de fibromatose gengiva! hereditária, 

e não foi observada varia(jlão na sintese desta proteína quando as 

células foram incubadas oom CsA nas oonoetra9ões de 250, 500 e 

1.000 nglml. Portanto, oom base nestas informa9Ões, talvez fosse 

interessante a realização de estudos com o objetivo de avaliar a 

presen9a de interleucina-1 presente na gengiva de portadores de 

fibromatose induzida por CsA. 
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lnativação de metaloproteínase 

A colagenase é urna metaloproteinase, visto que para 

degradar o substrato necessita da presença de zn++ e Ca++. Os 

ensaios de inativação de metaloproteinase confirmaram a natureza 

das enzimas detectadas nos zimogramas, pois a fenantrolina, um 

agente quelante de Zn ++, inibiu a atividade enzimática. A 

fenantrolina 0,5 mM foi suficiente para inibir completamente a 

atividade da colagenase. Isto provavelmente se deve ao futo da 

fenantrolina ser quelante específico de zinco enquanto que o 

EDTA quela íons divalentes. Sabe-se que a molécula de colagenase 

t . . da . z ++ c ++ • • fim -es a assoem a wns n e a necessanos para a sua çao. 

Assim, maior quantidade de EDTA seria requerida para quelar todo 

o zn++ e Ca++ do que de fenantrolina que quelaria apenas zn++. 

A incubação com CsA in vitro não modificou a 

proliferação célular, nem a síntese de proteínas de matriz 

extracelular como a fibronectina e a colagenase. Entretanto, 

resultados de estudos clínicos sugerem que in vivo a incidência e 

severidade da fibromatose gengiva! em pacientes tratados com CsA 

dependem da interação entre vários futores como controle de placa, 

grau de inflamação e extensão da destruição periodontal, dosagem 

e duração da terapia com CsA, concentrações teciduais e 

plasmáticas da droga e seus metabólitos, idade do paciente e talvez 

algum comprometimento sistêmico subjacente (Seymour e Jacobs, 

1992). 

74 



CONCLUSÕES 



CONCLUSÕES 

1. Quando incubadas com diferentes concentrações de 
CsA, as linhagens de fibromatose gengiva! hereditária e de gengivas 

normais comportaram-se em cultura, de forma semelhante em relação à 
contagem de células, síntese de colagenase e de fibronectina. 

2. A CsA não alterou a viabilidade celular, mas provocou 
modificações morfológicas nas linhagens incubadas com CsA na 
concentração de 1.000 ngiml, após 72 h. 

3. Tanto as linhagens de fibroblastos de gengiva normal 
como de fibromatose gengiva! hereditária apresentaram comportamento 
variável em relação à síntese de proteína total na presença de diferentes 
concentrações de CsA. 

4. A colagenase detectada nos zimograrnas apresentou 

57 kD e capacidade para digerir colágeno tipo I após 60 rnin. de 

ativação por tripsina. 
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SUMMARY 

Gingival fibromatosis may be hereditary or drug-induoed. 

The disease features suggests that gingíval fibroblasts produoe high 

leveis o f extracellular matrix. The activity o f the fibroblasts o f gingíval 

fibromatosis cyolosporin A-induoed may be influenoed by díreot aotion 

o f the drug on oell funotion. The effeots o f 3 different oyolosporin A 

(CsA) oonoentrations on morphology, oollagenase and fibroneotin 

synthesis and oollagenolytio activity were studied in vitro using 6 

fibroblasts strains, 3 of normal gingíva and 3 of hereditary gingíval 

fibromatosis. Cell were cultured with medium oontaining CsA (250, 

500 and 1.000 nglml) during 24, 48 and 72 h.. The medium was 

oolleoted and submitted to enzymographio and oollagenolytio aotivity 

assays. The fibroneotin synthesis was studied by dot blot analysis. Total 

protein synthesis was studied through eleotrophoretio analysis. Cellular 

viability was not ohanged by the different oonoentrations of CsA. After 

72 h. with 1.000 nglml of CsA, all strains showed morphologíc 

ohanges. Cellular density was determined by Neubauer ohamber and no 

signifioative differenoes on proliferation were found between the strains 

when inoubated with different oonoentration of CsA. The 

enzymographio assay of sample without inoubation with CsA showed 

heterogeneity on oollagenase secretion. The higher amount of enzime 

was deteoted after 72 h. No differenoe was observed in the feature of 

collagenase and fibroneotin secretion when comparing normal and 

hereditary gingival fibromatosis cells treated with different 
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conoentrations o f CsA after 48 h .. Collagen I substrate was oompletely 

digested by activated collagenase present in supematant collected after 

72 h. of CsA incubation. The normal gingival fibroblasts and the 

hereditary gingival fibroblasts showed similar response in regard to 

proliferntíon, collagenase and fibronectin synthesis and collagenolytic 

activity. On the other hand, the cellular behaviour showed a variation in 

regard to total protein synthesis. 

Key words: gingival fibromatosis, cyclosporin A, gingival fibroblasts. 
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