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RESUMO

Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH) € uma doenca genética rara,
caracterizada por um crescimento lento e progressivo do tecido gengival. Sua
causa ndo € conhecida até o momento, entretanto, evidéncias indicam que uma
elevada sintese de proteinas da matriz extracelular, associada a reducao da sua
degradacao e a uma maior proliferacdo dos fibroblastos gengivais sdao importantes
na patogenia. A Acido Graxo Sintetase (FAS) é a enzima anabdlica responsavel
pela producado de acidos graxos, sendo expressa em grandes quantidades em
células com alto potencial proliferativo, como as células endometriais durante a
fase proliferativa do ciclo menstrual e as células de diversas neoplasias malignas.
A inibicao da atividade desta enzima em células tumorais leva a um bloqueio do
ciclo celular que culmina com a morte por apoptose. Com o objetivo de verificar se
0 aumento do crescimento celular observado nas células de FGH esta associado
com a expressao ou atividade de FAS, oito linhagens de fibroblastos de FGH e
oito de Gengiva Normal (GN) foram utilizadas neste estudo. Algumas linhagens de
FGH apresentaram um potencial proliferativo significantemente maior do que os
fibroblastos de GN, o que foi demonstrado através de curvas de proliferacéo e dos
indices de positividade para as proteinas nucleares Ki-67 e PCNA. Através de
experimentos de western blot, estas mesmas linhagens exibiram grandes
quantidades da enzima FAS e de receptor de andrégeno (RA). A inibicdo da
atividade de FAS, com o bloqueador natural cerulenina, provocou uma reducao da
proliferacdo tanto dos fibroblastos de FGH como dos de GN. Além disso, o
tratamento destas células com DHT resultou em um aumento na expressao do RA
e de FAS em linhagens de FGH e GN. Estes resultados mostram que a enzima
FAS € sintetizada por fibroblastos normais e de FGH e é essencial para a
proliferacdo destas células. Além do mais, a producao de FAS nestas linhagens

pode ser regulada por andrégenos.



ABSTRACT

Hereditary Gingival Fibromatosis (HGF) is a rare genetic condition
clinically manifested by a slow and progressive growth of the gingival tissue. The
exact biochemical and genetic mechanisms underlying this disease are not known.
However, HGF is characterized by an abnormal accumulation of collagen and
other extracellular matrix molecules associated with a decrease in the activity of
matrix metalloproteases. Moreover, enhanced proliferation of gingival fibroblasts
has also been described as important for the HGF pathogenesis. Fatty Acid
Synthase (FAS) is the major anabolic enzyme involved in the endogenous
production of saturated fatty acids. It is expressed in large amounts in highly
proliferative cells such as in the endometrium during its proliferative phase and
cancer cells. The specific inhibition of FAS in tumor cells leads to an inhibition of
the cell cycle progression and apoptosis. In order to verify if the increased
proliferation of the HGF cells is associated with the expression and activity of FAS,
eight primary cultures of HGF fibroblasts and seven of fibroblasts from clinically
normal gingiva (NG) were analyzed in this study. Proliferation curves and
immunocytochemistry for Ki-67 and PCNA demonstrated that some HGF cell lines
have a significantly higher proliferation than the NG fibroblasts. By using protein
lysates and western blot experiments, high amounts of FAS and androgen receptor
(AR) were detected in the HGF cell lines with the highest proliferative potential.
The inhibition of FAS activity with cerulenin promoted a strong reduction in the
proliferation of both HGF and NG fibroblasts. In addition, the treatment of HGF and
NG cells with DHT enhanced AR and FAS protein levels. Taken together, these
results show that FAS is synthesized by normal and HGF fibroblasts under an
androgen-dependent control and is important for the proliferation of these cells.



1 — INTRODUCAO

A Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH) é uma alteragédo genética
rara caracterizada por um crescimento lento, indolor, ndo hemorragico e fibroso do
tecido gengival (Jorgenson et al., 1974; Redman et al., 1985; Danesh-meyer et al.,
1993), que pode se apresentar na forma isolada ou como uma das manifestacdes
de uma sindrome (Singer et al., 1993; Danesh-Meyer et al., 1993). O tecido
gengival hiperplasico apresenta coloragdo rosea normal, com consisténcia firme e
pontilhado superficial caracteristicos da gengiva inserida. Os dentes podem estar
total ou parcialmente recobertos pelo tecido gengival, mas o processo de erupgao
parece nao ser afetado (Emerson, 1965; Bozzo et al.,, 1994; Hart et al., 1998).
Microscopicamente a FGH é caracterizada por um tecido conjuntivo relativamente
avascular, composto por espessos feixes de fibras colagenas e poucos
fibroblastos jovens, revestido por um epitélio que varia de normal a acantético,
geralmente hiperqueratinizado e com cristas epiteliais proeminentes que se
estendem profundamente em direcdo ao conjuntivo subjacente (Jorgenson et al.,
1974; Johnson et al., 1986; Kratz et al., 1988).

Estudos de ligacdo genética mostraram relagcdo do cromossomo 2p21-
p22 com a FGH em uma familia brasileira e em quatro familias chinesas (Hart et
al., 1998; Xiao et al., 2000). Entretanto, esta relacdo nao foi confirmada na familia
que deu origem as células FGH utilizadas neste trabalho (Hart et al., 2000), € um
segundo locus alterado no cromossomo 5q13-g22 foi encontrado por Xiao et al.
(2001). Embora seja clara a origem genética da FGH, o mecanismo que leva ao
crescimento excessivo do tecido gengival ainda é controverso. Alteracbes no
indice de proliferacdo dos fibroblastos gengivais e no delicado equilibrio entre
sintese e degradacdo da matriz extracelular do conjuntivo gengival tém sido
relatados na FGH (Tipton et al., 1997; Coletta et al., 1998; Coletta et al.,, 1999;
Andrade et al., 2001; Coletta et al., 2002; Martelli-dJunior et al., 2003).

A Acido Graxo Sintetase (FAS) é a principal enzima anabdlica envolvida

na producdo dos acidos graxos palmitato, estearato e miristato a partir dos



substratos acetil-CoA e malonil-CoA, na dependéncia de NADPH (Chirala et al.,
2003). E altamente expressa nos tecidos lipogénicos como o figado, o tecido
adiposo, a mama durante a lactacdo (Kuhajda et al, 2000), nos pulmdes em
desenvolvimento (Lu et al.,, 2001) e no endométrio durante a fase proliferativa do
ciclo menstrual (Pizer et al., 1998a). Nos demais tecidos ha uma baixa expressao
de FAS, pois a maior parte dos acidos graxos provém da dieta (Kuhajda, 2000).
No entanto, diversos trabalhos tém descrito que ha uma alta expressdo de FAS
em diversas neoplasias malignas, como o cancer de mama (Kuhajda et al., 1994;
Pizer et al., 1996b; Milgraum et al., 1997), préstata (Swinnen et al., 1997a; Myers
et al., 2001), colon (Li et al., 2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), ovério (Alo et
al., 2000), tiredide (Sekiguchi et al, 2001), pulmao (Piyathilake et al., 2000;
Gabrielson et al., 2001), boca (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004), eséfago
(Nemoto et al.,, 2001), melanoma (Innocenzi et al., 2003), sarcomas de tecidos
moles (Takahiro et al., 2003), retinoblastoma (Camassei et al, 2003a),
neuroblastoma (Slade et al, 2003), nefroblastoma (Camassei et al., 2003b) e
leucemia (Pizer et al., 1996a). Trabalhos experimentais mostram que o bloqueio
da atividade de FAS causa inibicdo da sintese de DNA e conseglientemente da
proliferacao celular, provocando apoptose em células tumorais em cultura (Pizer et
al., 1996a, 1996b, 1996¢c; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998a, 1998b; Kuhajda
et al., 2000; Li et al., 2001). Estes e outros trabalhos recentes apontam FAS como
um alvo para o desenvolvimento de novas terapias contra o cancer. Nao ha, no
entanto, estudos sobre a atividade e expressado de FAS em doencas proliferativas
de carater nao neoplasico, como por exemplo a FGH.

O presente trabalho descreve a producao de FAS em culturas primarias
de fibroblastos de FGH e de gengiva normal (GN), correlacionando-a com o
potencial proliferativo destas células. A producao de receptor de andrégenos, de c-
erb-B2 e de EGFR, moléculas envolvidas na regulagdo da expressado do gene que
codifica FAS, também sdo avaliadas neste estudo. Por fim, sdao abordados os

efeitos de inibidores especificos de FAS sobre a proliferacdo dos fibroblastos de



FGH e de GN, bem como a acao da testosterona sobre a produgédo de FAS nestas
células.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - FIBROMATOSE GENGIVAL HEREDITARIA

A Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH), também referida na
literatura como elefantiase gengival hereditaria, hiperplasia fibrosa idiopatica ou
hiperplasia gengival familiar (Redman et al., 1985; Kratz et al., 1987) € uma
alteracdo benigna caracterizada por um crescimento lento, indolor, nao
hemorragico e fibroso do tecido gengival (Jorgenson et al., 1974; Redman et al.,
1985; Danesh-Meyer et al., 1993). O primeiro relato de um caso de FGH foi feito
em 1856 por Gross (Gross, 1856 citado por Jorgenson et al., 1974), sendo que
desde entao outros trabalhos tém sido publicados.

Esta é uma condicdo genética rara, cuja incidéncia €& de
aproximadamente 1:750.000 (Fletcher, 1966), podendo se apresentar na forma
isolada ou, mais raramente, como uma das manifestacbes de uma sindrome
(Singer et al., 1993; Danesh-Meyer et al., 1993). Nao ha aparentemente uma
predilegdo por sexo (Singer et al.,, 1993; Hart et al., 1998), sendo freqientemente
observada em associagdo com hipertricose e, eventualmente, epilepsia e retardo
mental (Gorlin et al., 1990; Singer et al., 1993). A FGH tem sido descrita como
uma das caracteristicas das sindromes de Zimmerman-Laband (displasia de nariz,
orelnas e unhas, hipoplasia das falanges terminais, hiperflexibilidade das
articulagbes e hepatoesplenomegalia), de Murray-Puretic-Drescher (multiplos
fibromas hialinos em cabeca e pescoco, infeccbes recorrentes e ostedlise das
falanges terminais), de Byars-Jurkiewicz (fiboroadenoma gigante de mama, cifose
secundaria e hipertricose), de Rutherford (retardo na erupgédo dental e opacidade
da cérnea), de Jones (perda progressiva da audicao bilateral), de Cross
(hipopigmentagdo dérmica, microftalmia e retardo mental) e de Ramon
(hipertricose, querubismo, retardo mental e somatico e epilepsia) (Redman et al,
1985; Gorlin et al., 1990; Goldblatt et al., 1992). As andlises genealégicas de
familias portadoras de FGH, na sua forma isolada, s&o consistentes com um



padrédo de transmissdo mendeliano, onde a maioria dos casos tem herancga
autossdémica dominante (Gorlin et al., 1990; Bozzo et al., 1994), com penetrancia
variavel (Gorlin et al., 1990). Entretanto, a FGH pode também exibir um padrédo de
heranca autossbmica recessiva (Jorgenson et al., 1974; Goldblatt et al., 1992;
Singer et al., 1993).

2.1.1 - Caracteristicas Clinicas

O tecido gengival hiperplasico apresenta normalmente uma coloracao
rosea normal, com consisténcia firme e pontilhado superficial caracteristicos da
gengiva inserida (Fig. l). A gengiva pode ser afetada tanto do lado vestibular como
lingual, na maxila e/ou mandibula, sendo que o grau de aumento gengival é
bastante variavel mesmo entre individuos de uma mesma familia (Fletcher, 1966;
Jorgenson et al.,, 1974; Singer et al., 1993). Estas diferencas no aspecto clinico da
FGH entre individuos pertencentes a uma mesma familia sugerem um defeito
genético com expressividade variavel (Singer et al., 1993; Brown et al., 1995). O
aumento gengival pode ainda ser generalizado, envolvendo toda a gengiva da
maxila e da mandibula, ou parcial, afetando somente algumas por¢des da
gengiva. Este tipo de envolvimento localizado € mais comum na regido palatina da
tuberosidade da maxila e na porcao lingual da gengiva mandibular (Jorgenson et
al., 1974; Danesh-Meyer et al., 1993). A FGH manifesta-se tipicamente durante a
infancia, quando coincide com a erupg¢éo dos dentes deciduos ou permanentes
(Danesh-Meyer et al, 1993), estando raramente presente ao nascimento
(Emerson, 1965; Kharbanda et al., 1993; Brown et al., 1995). Os dentes podem
estar total ou parcialmente recobertos pelo tecido gengival, mas o processo de
erupgao parece nao ser afetado (Emerson, 1965; Bozzo et al., 1994; Hart et al.,
1998). Algumas vezes o crescimento gengival € tdo acentuado que os dentes
ficam completamente recobertos, o que impede o vedamento labial. O tecido
hiperplasico pode se estender para o palato ou sobre a lingua, causando
dificuldades de fonacdo. Além do mais, a mastigagdo pode se tornar dificil e



dolorosa quando a oclusal dos dentes € recoberta pelo tecido gengival (Emerson,
1965; Cuestas-Carnero et al., 1988; Brown et al., 1995).

Atualmente, o tratamento indicado para a FGH é a remocéao cirurgica,
sendo a gengivectomia realizada repetidas vezes no caso de recorréncias
(Emerson, 1965; Brown et al., 1995; Ramer et al., 1996).

2.1.2 - Caracteristicas Microscopicas

A principal caracteristica microscopica da FGH é a presenca de um
tecido conjuntivo relativamente avascular, composto por espessos feixes de fibras
colagenas e poucos fibroblastos jovens (Fig. Il). Nas regides mais profundas as
fibras coladgenas podem estar arranjadas em espirais e um infiltrado inflamatério
cronico rico em plasmécitos pode ser encontrado na area adjacente ao sulco
gengival (Becker et al., 1967; Jorgenson et al., 1974; Johnson et al., 1986). Alguns
mastdcitos podem estar presentes entre as fibras colagenas e ao redor dos vasos
sanglineos, nas regides mais profundas do tecido conjuntivo (Singer et al., 1993).
Gunhan et al. (1995) descreveram a ocorréncia de calcificagdes, depdsitos de
material amildide e a presenca de ilhas de epitélio odontogénico em amostras
provenientes de trés irmaos com FGH.

O tecido gengival mostra-se revestido por um epitélio que varia de
normal a acantético, geralmente hiperqueratinizado e com cristas epiteliais que
penetram profundamente em direcdo ao conjuntivo subjacente (Jorgenson et al.,
1974; Johnson et al, 1986; Kratz et al, 1988), podendo algumas vezes se
anastomosar (Ramon et al., 1967; Singer et al., 1993). Segundo Araujo et al.
(2003), ha alta expressdo de EGF e de EGFR nestas projecoes do epitélio da
gengiva de FGH, a qual se correlaciona com o potencial proliferativo destas
células, verificado através da marcagao nuclear para PCNA.

Através de estudos de microscopia eletrénica, Collan et al. (1982)
observaram dois tipos de fibroblastos no tecido conjuntivo de FGH. Nas areas

compostas por densas fibras de colageno, os fibroblastos tém pouco citoplasma

10



ao redor do nucleo, além de pouco reticulo endoplasmatico liso e pequena
quantidade de mitocdndrias. Os fibroblastos das areas com menor densidade de
colageno sao mais arredondados e contém grandes quantidades de cisternas de
reticulo endoplasmatico liso e rugoso no citoplasma, complexo de Golgi bem
desenvolvido, grande numero de mitocdndrias e numerosos microfilamentos finos
no citoplasma. Células com morfologia intermediaria também foram observadas
por estes autores. Além disso, Barros et al. (2001) relataram altera¢des estruturais
na matriz extracelular sintetizada por fibroblastos de FGH, dentre as quais se
destaca um maior numero de fibras oxitalanicas e fibras colagenas com

anormalidade estruturais e variacao no diametro.

2.1.3 - Etiologia da FGH

Loci genéticos para formas autossémicas dominantes de FGH tém sido
localizados nos cromossomos 2p21-p22 (FGH1) (Hart et al.,, 1998; Xiao et al.,
2000) e 5913-g22 (FGH2) (Xiao et al., 2001). Hart et al. (1998) estudaram 32
individuos de uma familia brasileira, da qual 12 apresentavam FGH, e sugeriram
que alteragdes no cromossomo 2p21-p22 estariam relacionadas com a etiologia
desta doenca. Xiao et al. (2000) também estudaram a regido 2p21-p22 de quatro
familias chinesas com FGH e encontraram coincidéncia parcial com os resultados
publicados por Hart et al. (1998). Contudo, num estudo em colaboracdo com a
Disciplina de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP, utilizando DNA extraido da
familia a partir da qual foram isolados os fibroblastos utilizados no presente
trabalho, a qual apresenta um padrao de heranca autossémico dominante, Hart et
al. (2000) nao confirmaram estes achados e sugeriram que loci geneticamente
distintos seriam responsaveis pela FGH autossémica dominante. Em estudos
posteriores, Xiao et al. (2001) localizaram também alteragdes no cromossomo
5g13-g22 em uma familia que ndo apresentava alteragcdes no cromossomo 2p21-
p22, caracterizando um segundo tipo de FGH (FGH2). Estudos genéticos mais
detalhados realizados por Hart et al. (2002) identificaram uma mutagdo no gene

11



“Son of sevenless-1” (SOS1) em individuos afetados. Este gene localiza-se no
cromossomo 2p21-p22 e a mutacao encontrada foi uma insergcéo de citosina entre
0s nucleotideos 3248 e 3249 do cDNA de SOS1. Esta alteracdo muda a fase de
leitura e cria um “stop codon” prematuro, gerando uma proteina truncada e
provavelmente com atividade aumentada, pois a regidao C-terminal inibe a sua
interacdo com Ras.

Embora seja clara a origem genética da FGH, o mecanismo exato que
leva ao crescimento excessivo do tecido gengival ainda é desconhecido. Diversos
estudos tém sido realizados para se determinar a causa desta doenca, no entanto,
os dados disponiveis na literatura ainda ndo sédo conclusivos. Fletcher (1966) ja
aventava a hip6tese de que alteragdes nos processos de sintese e degradacao de
coladgeno poderiam estar associados ao aumento da quantidade de matriz
extracelular no tecido conjuntivo gengival. De fato, outros trabalhos como os de
Wilhelm et al. (1984), Meickle et al. (1986) e Shirasuna et al. (1989) reforcaram
esta hipétese, enfatizando o papel das enzimas da familia das metaloproteinases
no catabolismo dos constituintes do tecido conjuntivo. Tipton et al. (1997),
demonstraram que ha um aumento na producao de fibronectina e de colageno por
fibroblastos de FGH. A estimulacao autdcrina pelas citocinas TGF-B1 e IL-6 em
fibroblastos de FGH promove a diminuicdo da expressao de MMP-1 e MMP-2
(Coletta et al,, 1999; Martelli-dunior et al., 2003) e 0 aumento da expressao e
producdo de colageno tipo | e da proteina de choque térmico Hsp47 (Martelli-
Junior et al., 2003). Além disso, Andrade et al. (2001) demonstraram que TGF-31
endogeno produzido em grandes quantidades por fibroblastos de FGH é um
estimulador autécrino da proliferacao destas células.

Ha evidéncias na literatura de que os fibroblastos de FGH séao
fenotipicamente distintos dos fibroblastos de gengiva normal. Collan et al. (1982)
identificaram, através de microscopia eletrénica, dois tipos de fibroblastos
morfologicamente distintos na gengiva de FGH. Os resultados provenientes de
estudos com cultura celular sdo, entretanto, controversos. Por exemplo, Johnson

et al. (1986) mostraram que fibroblastos de FGH tém um crescimento semelhante
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aos de GN, ao passo que Shirasuna et al. (1989) relataram que eles crescem
menos que os de GN. Em contrapartida, Tipton et al. (1997) e Coletta et al. (1998)
demonstraram um maior indice de proliferacdo dos fibroblastos de FGH, quando
comparados com os de gengiva normal. Estas diferencas talvez possam ser
explicadas pela existéncia de sub-populacdes heterogéneas de fibroblastos no
tecido conjuntivo gengival, as quais foram relatadas por Hassell et al. (1983) e
Phipps et al. (1997).

Coletta et al. (2002) verificaram que tanto fibroblastos de FGH como de
GN expressam RNAs mensageiros para o receptor de andréogeno e que o
tratamento destas células com o metabdlito ativo da testosterona, a 5a-
dihidrotestosterona (DHT), resultou em aumento na proliferagéo, o qual foi inibido
por drogas anti-andrégenos. Além disso, na presenca de DHT, as células de GN e
FGH produziram menos IL-6, citocina que quando adicionada ao meio de cultura
resultou em diminuicdo progressiva na proliferacao.

Apesar do crescente aumento no conhecimento sobre a patogenia da
FGH, mais estudos devem ser realizados no intuito de esclarecer os mecanismos
biol6gicos que culminam com o achado clinico de aumento gengival. Estes
conhecimentos serdo importantes para o estabelecimento de uma terapia para a
doencga, assim como serdo uteis para o entendimento de outros tipos de aumentos
gengivais, como aqueles induzidos por drogas como a ciclosporina, a fenitoina, a
nifedipina.
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Fig. | — Aspecto clinico de um paciente de 8 anos com FGH. Note o aumento gengival
generalizado, o qual apresenta coloracao e textura superficial semelhantes as da gengiva normal.

Fig. Il — Fotomicrografia do tecido gengival obtido apds gengivectomia/gengivoplastia do
paciente da figura I. O epitélio apresenta projecbes longas em direcdo ao conjuntivo fibroso
subjacente, o qual apresenta um aumento na quantidade de fibras colagenas (aumento original:
50X).
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2.2 — ACIDO GRAXO SINTETASE (FAS)

A FAS (EC 2.3.1.85) é a enzima responsavel pela producédo de acidos
graxos de cadeia longa como palmitato, estearato e miristato a partir dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA, na dependéncia de NADPH (Chirala et al.,
2003). FAS é uma proteina multifuncional formada por duas cadeias polipeptidicas
de 250 a 270 kDa (Myers et al., 2001; Brink et al., 2002), cada uma com sete sitios
cataliticos distintos e um grupo prostético 4°- fosfopentateina, o qual é uma
proteina carregadora de acil (ACP) (Kuhajda, 2000; Brink et al., 2002; Chirala et
al., 2003). Estes sete dominios cataliticos estdo agrupados em subdominios, que
estdo dispostos a partir da extremidade N-terminal da seguinte forma: dominio |,
que é formado pela sintetase B-cetoacil, transacilase acetil-CoA, transacilase
malonil-CoA e desidratase B-hidroxiacil; dominio Il, formado pela enoil redutase,
redutase p-cetoacil e proteina carregadora de acil (ACP); e dominio Ill, contendo a
tioesterase (Wakil, 1989; Smith, 1994). As duas cadeias polipeptidicas estao
dispostas de forma anti-paralela e se mantém unidas por um polipeptideo de 640
aminodcidos, designado de interdominio. O centro ativo da sintese do palmitato é
formado pela associacao do dominio | de uma cadeia com os dominios Il e Ill da
cadeia anti-paralela (Smith, 1994) (Fig Ill). O dominio | é o sitio de entrada dos
substratos acetil-CoA e malonil-CoA para a subseqliente reacdo de condensacao
catalisada pela sintetase B-cetoacil. O dominio Il € o responsavel pela reducao do
produto formado pela elongagdo da cadeia e no dominio lll, na regiao carboxi-
terminal, a enzima tioesterase promove a hidrélise do acido graxo formado (Wakil,
1989).
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N-terminal ]|

ACP

C-terminal

Fig. lll — Representacao esquematica da estrutura de FAS, baseada na descricdo de Smith (1994).
Dominio I: 1 — Sintetase B-cetoacil, 2 — Transacilase acetil-CoA/malonil-CoA, 3 — Desidratase -
hidroxiacil. Dominio II: 4 — Enoil redutase, 5 — Redutase B-cetoacil, ACP —Proteina Carregadora de
Acil. Dominio Ill: 6 — Tioesterase. ID — Interdominio.

FAS é altamente expressa em tecidos lipogénicos como o figado, o
tecido adiposo, a mama durante a lactagdo (Kuhajda et al., 2000) e nos pulmdes
em desenvolvimento (Lu et al, 2001), além do endométrio durante a fase
proliferativa do ciclo menstrual (Pizer et al., 1998a). Nos outros tecidos ha uma
baixa sintese de &cidos graxos enddgenos, pois a grande maioria dos &cidos
graxos utilizados pelas células provém da dieta. A sintese endogena de acidos
graxos tem trés funcdes primarias: 1) estocar o excesso de energia ingerida sob a
forma de gordura, 2) sintetizar gordura a partir de carboidratos e proteinas, se a
dieta for pobre em gorduras, e 3) sintetizar os lipidios necessarios para a lactacao
(Kuhajda, 2000).
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2.2.1 - Regulacao da expressao de FAS

A expressao de FAS em pulmdes de fetos, nos quais sua atividade esta
relacionada com a producdo da substancia surfactante, é estimulada por
glicocorticéides e inibida por hormdnio tireoideano (T3) e por TGF-B1 (Lu et al.,
2001). Em contrapartida, Teruel et al. (1995) demonstraram que TGF-B1 é capaz
de aumentar a expressdao dos genes envolvidos na diferenciacdo de adipécitos,
dentre os quais 0 que codifica a FAS, e Hsu et al. (1993) verificaram que a
expressao dos RNAs mensageiros de FAS é rapida e transitoriamente aumentada
apds tratamento de fibroblastos NIH-3T3 com FGF-1. No endométrio durante a
fase de proliferacao e nas glandulas mamarias durante a lactacao, a expressao de
FAS parece ser modulada positivamente tanto por estrégeno quanto por
progesterona (Pizer et al., 1997; Kuhajda, 2000).

Swinnen et al. (1997a) mostraram que andrégenos estimulam a
expressao e atividade de FAS em células derivadas de cancer de préstata
(LNCaP). O tratamento destas células com testosterona resulta em grande
acumulo de lipidios no citoplasma e a adicao de um anti-andrégeno (Casodex® -
bicalutamida) no meio de cultura leva a uma inibicdo da atividade de FAS
(Swinnen et al., 1997a) Em um trabalho subseqliente, os mesmos autores
(Swinnen et al., 2000) descreveram que o fator de crescimento EGF é capaz de
estimular a transcricdo de RNAs mensageiros de FAS em células LNCaP, através
do aumento da transcricao do gene que codifica a proteina ligadora do elemento
regulatério de esterdide (“Steroid Regulatory Element Binding Protein” - SREBP).
As SREBPs sao fatores de transcricdo precursores ligados a membrana, que,
quando ativados, sofrem clivagem proteolitica e liberam seu dominio N-terminal, o
qual entra no nucleo e se liga aos elementos regulatérios de esterdides (“Steroid
Regulatory Element” - SREs) de multiplos genes lipogénicos (Brown e Goldstein,
1997; Xiong et al., 2003). E importante salientar que o gene FASN, que codifica a
proteina FAS, apresenta no seu promotor dois SREs independentes, os quais

permitem o controle de sua expressao pelas proteinas SREBPs (Hsu et al., 1996).
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As SREBPs parecem participar da regulacédo da transcricdo de FAS também em
outras neoplasias malignas, como as coloretais (Li et al., 2000) e de mama (Yang
et al., 2003).

O receptor c-erb-B2, da familia erbB, quando expresso em grandes
quantidades em células epiteliais de mama (HI6N2) estimula a transcricao do gene
que codifica FAS (Kumar-Sinha et al, 2003). Segundo este trabalho, este aumento
€ mediado pelas vias PIBK e MAP-quinase, as quais sdo capazes de elevar os
niveis de SREBPs. De fato, ja havia sido comprovado por Yang et al. (2002) que
as SREBPs sao capazes de estimular a transcricdo de FAS em células mamarias
e um mecanismo semelhante, mediado por EGF, ocorre nas células LNCaP
(Swinnen et al., 2000). Estudos recentes realizados com linhagens celulares
estabelecidas a partir de carcinomas espinocelulares bucais mostraram que estas
produzem FAS, EGFR e c-erb-B2 em grandes quantidades e muito pouco RA,
sugerindo a participagdo dos receptores de superficie da familia erbB na
regulacao da expressao de FAS em carcinomas bucais (Agostini et al., 2004).

2.2.2 - Expressao de FAS em neoplasias malignas humanas

Uma alta expressdo de FAS é caracteristica de varias neoplasias
malignas. Depois da observacdo de que a expressao de FAS esta elevada em
amostras de cancer de mama (Kuhajda et al.,, 1994), uma alta expressao desta
proteina tem sido relatada em céncer de préstata, célon, endométrio, ovario,
tiredide, pulm&o, boca, es6fago, melanoma, sarcomas de tecidos moles,
retinoblastoma, neuroblastoma, nefroblastoma e leucemia (Pizer et al., 1996a;
Pizer et al., 1998a; Krontiras et al, 1999; Alo et al, 2000; Li et al., 2000;
Piyathilake et al., 2000; Sekiguchi et al., 2001; Myers et al., 2001; Nemoto et al.,
2001; Innocenzi et al., 2003; Slade et al., 2003; Takahiro et al., 2003; Camassei et
al., 2003a; Camassei et al, 2003b). Em algumas destas neoplasias, a alta
producdo de FAS tem sido correlacionada com um pior prognéstico, como por

exemplo céancer de mama, prostata, ovario, sarcomas de tecidos moles,
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retinoblastoma, nefroblastoma e melanoma (Jensen et al., 1995; Alo et al., 1996;
Alo et al.,, 2000; Takahiro et al., 2003; Camassei et al., 2003a; Camassei et al.,
2003b; Innocenzi et al., 2003). Rossi et al. (2003) sugeriram que a alta expressao
de FAS esta associada tanto com a iniciacdo como com a progressao de tumores
de préstata, sendo sua expressdo mais alta nas metastases ésseas. Em
carcinomas de pulmao, eséfago e célon esta correlagdo progndstica parece nao
ocorrer (Rashid et al., 1997; Piyathilake et al., 2000), enquanto que em carcinomas
de boca uma relacdo entre a expressao de FAS e o grau de diferenciacao
histolégica do tumor tem sido observada (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004).
FAS, em carcinomas espinocelulares bucais, é produzida em maior quantidade
nas lesbées bem diferenciadas e possivelmente associada com um melhor
prognostico (Silva et al., 2004).

Em estudo comparativo entre a expressdo de FAS e o potencial
proliferativo de tumores mamarios através da deteccdo do antigeno Ki-67,
observou-se um risco aumentado em nove vezes associado ao fenétipo com alta
expressao de FAS e de Ki-67 (Jensen et al., 1995). Resultados semelhantes foram
observados em carcinomas endometriais (Pizer et al., 1998a). J& nos carcinomas
espinocelulares de boca a expressdo de FAS nao esta associada a positividade
para Ki-67 (Silva et al., 2004).

Além da expressao de FAS em tumores malignos, alguns carcinomas in
situ e lesbes pré-malignas também apresentam uma expressao elevada desta
enzima. Por exemplo, alta expressdo de FAS foi detectada no epitélio displasico
bucal e do es6fago (Krontiras et al., 1998; Nemoto et al., 2001) e em lesbes pré-
neoplasicas de pulmao e colon (Rashid et al., 1997; Piyathilake et al., 2000). Estes
achados sugerem que alteracdes no metabolismo de lipidios possa ser uma
caracteristica precoce do fenétipo maligno (Kuhajda, 2000).
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2.2.3 - O papel da atividade de FAS na proliferacao celular

Dentre todas as enzimas lipogénicas, a atividade de FAS esta restrita a
sintese de acidos graxos e é encontrada principalmente em tecidos lipogénicos e
células tumorais, o que a torna um alvo terapéutico em potencial para neoplasias
malignas (Kuhajda, 2000; Kuhajda et al., 2000). A construgdo de camundongos
“knockout” para o gene que codifica FAS mostrou que esta enzima € essencial
para a proliferacao celular durante a embriogénese. Camundongos homozigotos
nulos para FAS (FAS - /-) morreram antes da implantacdo no uUtero e os embrides
FAS + / - morreram em varios estagios do desenvolvimento embrionario, mesmo
na presenca de uma dieta rica em acidos graxos saturados (Chirala et al. 2003).

A cerulenina ([2R, 3S9] -2,3 epoxi-4-0xo-7, 10-trans,
transdodecadienamida) € um produto natural do fungo “Cephalosporium cerulens”,
capaz de inibir a atividade de FAS através de sua ligagdo covalente ao sitio ativo
da sintetase B-cetoacil, responsavel pela condensacao de acetil-CoA e malonil-
CoA (Kuhajda, 2000). A cerulenina tem acao inibitéria sobre o crescimento de
varias linhagens celulares neoplasicas (Pizer et al., 1996a, 1996¢, 1998a), porém
€ instavel. O C75 é um composto sintético mais estavel e com efeitos inibitérios
semelhantes aos da cerulenina (Kuhajda et al., 2000). Existe ainda uma terceira
substancia capaz de inibir FAS, a epigalocatequina-3-galato (EGCG), um dos
principais componentes polifendlicos dos chas verdes (Brusselmans et al., 2003).
Estes mesmos autores mostraram que esta substancia € capaz de inibir FAS em
células de carcinoma de prostata (LNCaP), através de ligagao covalente ao sitio
da redutase B-cetoacil (Wang et al., 2003) resultando em inibicdo da proliferagao
celular e apoptose.

A inibicdo da proliferacdo celular causada pela cerulenina e pelo C75
culmina com a morte celular por apoptose (Pizer et al., 1996a, 1996b, 1996c;
Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998a, 1998b; Kuhajda et al., 2000). Pizer et al.
(2000) sugerem que o acumulo de malonil-CoA possa mediar a citotoxicidade
provocada pelo C75, pois o bloqueio da sintese de malonil-CoA também inibe a

20



producdo de acidos graxos, porém, sem causar apoptose. Zhou et al. (2003)
verificaram que o C75 aumenta a oxidagao e inibe a sintese dos fosfolipidios de
membrana, o que desencadeia a apoptose juntamente com o acumulo de malonil-
CoA.

Estudos com fibroblastos NIH-3T3, células endometriais humanas,
células de carcinoma endometrial e células de leucemia humana tém demonstrado
uma ligagcéao entre a proliferacéo celular e a biossintese de acidos graxos (Kuhajda
et al., 2000). Por exemplo, o tratamento de células HL-60, uma linhagem celular
derivada de leucemia promielocitica humana, com inibidores de FAS promove um
acumulo de células em Gj. Além do mais, a diferenciagcdo destas mesmas células
em macrofagos, induzida por ésteres de forbol, foi acompanhada por uma abrupta
reducdo da proliferagdo celular, reducdo da sintese de &acidos graxos e
concomitante resisténcia aos efeitos citotéxicos dos inibidores de FAS (Pizer et al.,
1996a). Uma profunda inibicdo da replicagcdo do DNA, impedindo a proliferacao
celular, foi descrita em linhagens celulares derivadas de carcinoma de mama
(MCF-7, ZR-75-1, SKBR3 e MDA435) e de cancer coloretal (HTC116 e RKO),
quando incubadas com inibidores de FAS (Pizer et al., 1996b; Pizer et al., 1998b).
O tratamento de tumores xenograficos de ovario com inibidores de FAS causou
uma marcante reducdo da sintese de acidos graxos pelas células tumorais e
regressao das lesdes, aumentando significativamente a sobrevida dos animais
(Pizer et al., 1996¢).

O bloqueio da atividade de FAS é capaz também de diminuir o apetite,
através da inibicao da expressao de neuropeptidios sinalizadores hipotalamicos, e
provocar perda significativa de peso (Loftus et al., 2000; Kumar et al., 2002). O
tratamento de camundongos obesos com C75 resultou em diminuicao de 90% da
quantidade de alimento ingerido por camundongos e conseqlente perda de peso
(Kumar et al,, 2002). Estes resultados sugerem que FAS seja também uma
alternativa terapéutica para o controle da obesidade (Loftus et al., 2000).
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2.3 - ANDROGENOS E RECEPTOR DE ANDROGENO (RA)

Andrégenos  (testosterona e seu principal metabdlito  5a-
dihidrotestosterona) sdao hormoénios esterdides importantes na expressdo do
fen6tipo masculino (George e Wilson, 1994; Brinkmann, 2001). Estes horménios
também modulam a funcao fisiolégica de outros 6rgaos, como o hipotalamo, as
glandulas adrenais, tiredide, hipofise, rins, figado, glandulas salivares
submandibulares, glandulas lacrimais e coragdo (Dorfman e Shipley, 1956), além
de serem importantes para o metabolismo ésseo, muscular e do sistema nervoso
central (Kleinrok et al., 1994; Estrada et al, 2003; Kawano et al, 2003). Em
mulheres, os andrégenos influenciam a funcdo fisiolégica dos ovarios, utero,
vagina, ovidutos, clitéris e glandulas mamarias, além de serem precursores da
sintese de estrogenos (Traish et al., 2002). Nos homens, andrégenos sao
produzidos pelos testiculos, sendo as glandulas supra-renais responsaveis pela
producdo de grande parte dos seus precursores androgénicos, 0s quais sao
transformados em testosterona nos tecidos periféricos. Nas mulheres, as
glandulas supra-renais suprem em torno de 50 a 60% da demanda (Berne e Levy,
1998).

O RA é membro da familia dos receptores de horménios esterodides e
responsavel por mediar os efeitos da testosterona, através da ligagdo do complexo
testosterona/RA a seqliéncias especificas de DNA dos promotores dos genes que
respondem a andrégenos (Gelmann, 2002). O gene que codifica o RA esta
localizado no cromossomo Xql1-12 (Brinkmann, 2001), sendo a proteina
traduzida a partir do seu RNA mensageiro composta por 918 aminoacidos, com
massa molecular aparente de 110 kDa (Brinkmann, 2001; Traish et al., 2002). O
RA possui um sitio de ligagdo ao DNA, dois dominios “zinc fingers” e um sitio de
ligacdo a testosterona (Hirawat et al.,, 2003). A DHT se liga mais avidamente ao
RA do que a testosterona, além de se dissociar mais lentamente, induzindo uma
resposta biolégica mais potente (Traish et al., 2002).
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Estudos laboratoriais tém mostrado que andrdégenos, estrégenos e
progesterona sdo ativamente metabolizados pelo tecido gengival humano,
atividade que estd aumentada na presenca de reacao inflamatéria (Tilakaratne et
al.,, 1999). De fato, a conversao da testosterona em DHT é maior em células
derivadas de tecido gengival inflamado (Vittek et al., 1979; Soory et al., 1990) e de
aumentos gengivais induzidos por drogas (Soory et al., 1990). Forabosco et al.
(1992) e Ojanotko-Harri et al. (1992) demonstraram, através de reacgdes de
imunohistoquimica, a presenca de RA em fibroblastos dos tecidos gengival e
periodontal, enquanto que Parkar et al. (1996) e Coletta et al. (2002) amplificaram

seus RNAs mensageiros a partir de fibroblastos gengivais em cultura.

2.4 - RECEPTORES DA FAMILIA ERB-B

A familia dos receptores erb-B é formada por quatro receptores
transmembranicos do tipo tirosina-quinase que atuam regulando o crescimento e a
diferenciacao celular: receptor do fator de crescimento epidérmico (c-erb-B1 ou
EGFR), c-erb-B2 ou HER-2/neu, c-erb-B3 ou HER-3 e o c-erb-B4 ou HER-4. A
ativacao destes receptores pelos seus respectivos ligantes resulta em dimerizagéo
e fosforilacdo de residuos especificos de tirosina do dominio citoplasmatico, os
quais levam ao recrutamento de diversas proteinas que estimulam multiplas vias
de sinalizacao intracelular (O-Charoenrat et al., 2002; Kumar-Sinha et al., 2003).
Os ligantes da familia erb-B sdo produtos de genes distintos e consistem em mais
de 30 membros, incluindo o fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento transformante alfa (TGF-a), anfiregulina (AR), fator de crescimento
semelhante a EGF - ligante de heparina (HB-EGF), betacelulina (BTC),
epiregulina (ER), além de diversas variantes de heregulinas (HRGs), também
conhecidas como neuregulinas (NRGs) (O-Charoenrat et al., 2002). O Unico
receptor que aparentemente ndo possui ligante especifico € o c-erb-B2, o qual age
de forma sinérgica com os demais receptores através de heterodimerizacao (O-
Charoenrat et al., 2002).
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EGFR e c-erb-B2, cujas massas moleculares sao de 170 kDa e 185
kDa, respectivamente, sdo expressos em altos niveis em diversas neoplasias
malignas, favorecendo o crescimento e a progressdao destes tumores (O-
Charoenrat et al., 2002). Como citado anteriormente neste capitulo, a expressao
forcada de grandes quantidades de c-erb-B2 em células epiteliais de mama
estimula a transcricdo do gene que codifica FAS através das vias PI3K e MAP-
quinase, as quais sao capazes de elevar os niveis de SREBPs (Kumar-Sinha et
al., 2003). O receptor c-erb-B2 também tem sido implicado na ativacdo da
proliferacdo de carcinomas de prostata com crescimento independente de
testosterona, através da ativagdo da mesma via usada por RA (Lin et al., em fase
de elaboracao).

O receptor c-erb-B2 parece ser importante também para ativar a
proliferacdo, a sintese de DNA e a sintese de colageno em crescimentos
gengivais induzidos por drogas, como a nifedipina e a fenitoina (Modeer e
Anderson, 1990; Huang et al., 1997; Matsumoto et al., 2001). Segundo Matsumoto
et al. (2001) e Modeer et al. (1990) o tratamento de fibroblastos gengivais em
cultura com as drogas nifedipina ou fenitoina resulta num aumento da expressao
de c-erb-B2, sugerindo que este possa contribuir para a patogenia do efeito
colateral destas drogas.

2.5 - PROTEINAS Ki-67 E PCNA

A proteina Ki-67 foi originalmente identificada por Gerdes et al. (1983),
através da imunizacdo de camundongos com células de Linfoma de Hodgkin, e
seu cDNA clonado dez anos depois por Schluter et al. (1993). Duas isoformas de
RNAs mensageiros foram descritas com tamanho de 8688 e 9768 pares de base,
codificando proteinas com massas moleculares de 320 kDa e 359 kDa,
respectivamente (Scholzen et al., 2000). Embora algumas das caracteristicas

sugeridas pela analise de sua seqliéncia de aminoacidos tenham sido verificadas
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experimentalmente, como por exemplo, fosforilagao e transporte nuclear, a fungdo
biolégica da proteina Ki-67 ainda permanece incerta (Scholzen et al., 2000).

A producdo de anticorpos contra a proteina Ki-67 mostrou reacao
positiva com nucleos de células em proliferacédo (Gerdes et al., 1984; Kill, 1996;
Starborg et al., 1996). Gerdes et al. (1984) demonstraram que Ki-67 esta presente
no nucleo de células a partir do final da fase Gy e durante todas as fases S e Godo
ciclo celular, bem como durante a mitose. Devido ao fato do antigeno Ki-67 ser
expresso em todas as células proliferantes, sejam estas normais ou neoplasicas,
este passou a ser amplamente utilizado como marcador biolégico para determinar
a fragdo em crescimento de uma dada populacao celular (Scholzen et al., 2000).

O PCNA é uma proteina encontrada em todas as células eucaribticas
em proliferacdo, que desempenha um papel na replicacdo e no reparo do DNA. E
uma proteina com 36 kDa que forma homotrimeros que envolvem a fita de DNA,
deslizando sobre ela tanto no sentido 3- 5" como no sentido 5°- 3" (Kelman et al.,
1998). Enzimas com atividades bem estabelecidas, as quais sado importantes para
o metabolismo de &cidos nucléicos, incluindo replicagdo e reparo do DNA,
interagem com a proteina PCNA. Neste grupo estdo as DNA polimerases, os
fatores de replicacdo C (RFC), a DNase IV, DNAligase |, as quais participam da
sintese de DNA, e proteinas envolvidas no reparo do DNA, como “MutL homolog
17 (MLH1) e “MutS homolog 2” (MSH2), proteina do xeroderma pigmentoso G
(XPG) e uracil DNA glicosilase (UDG). Um outro grupo de proteinas que interage
com o PCNA consiste nos reguladores do ciclo celular, como os inibidores de
quinase dependentes de ciclina p21 e p57, ciclina D e proteina de resposta
primaria a diferenciacao mieldide (Kelman et al., 1998; Tsurimoto, 1998). O PCNA
€ expresso principalmente no final da fase G1 do ciclo celular e tem sua
quantidade aumentada durante a fase S, a qual é reduzida quando a célula entra
nas fases G2 e M (Cox, 1997; Tsurimoto, 1998; Sittel et al., 1999).

A expressao de Ki-67 e PCNA tem sido freqlientemente utilizada como
indicadora do potencial proliferativo de diversas neoplasias, tanto benignas como
malignas, e lesdes pré-neoplésicas. Por exemplo, Sandra et al. (2001) avaliaram a
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expressao de Ki-67 e de PCNA em ameloblastomas e mostraram que os tumores
tipo sdlido, os quais geralmente apresentam um comportamento clinico mais
agressivo, tém um maior indice de positividade para Ki-67 e PCNA. Comparando-
se mucosa bucal normal e mucosa bucal com lesées leucoplasicas contendo
variados graus de displasia epitelial, observou-se uma maior intensidade de
marcagao para Ki-67 na ultima, o que pode indicar a progressdo destas lesdes
para carcinomas (Macluskey et al.,, 1999; Liu et al, 2000). Um alto indice de
marcagao para Ki-67 geralmente estd associado a um menor grau de
diferenciacao histolégica e uma maior agressividade de alguns tumores malignos.
Em carcinomas endometriais uma maior expressao de Ki-67 foi associada a um
fendtipo mais agressivo (Cherchi et al., 2001; Semczuk et al., 2001). Além disso, a
expressao destes marcadores também tem sido implicada como fator prognéstico
em neoplasias da cavidade oral, orofaringe, tiredide, tumores hipofisarios,
carcinoma de proéstata, bexiga, neuroblastomas e adenocarcinomas renais (Xie et
al., 1999; Sittel et al., 1999; Bozlu et al., 2002; Tejido et al., 2002; Tissel et al.,
2003; Bantis et al., 2004; Mejia et al., 2004; ). Segundo Sittel et al. (1999), uma
maior positividade para o antigeno Ki-67 reflete um prognéstico desfavoravel em
carcinomas de boca e de orofaringe.
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3 - OBJETIVOS

1 - Analisar a producao de FAS, RA, c-erb-B2 e EGFR em fibroblastos de FGH e
GN.

2 - Verificar se ha alguma correlacdo entre a quantidade da proteina FAS e os

indices de proliferagdo de fibroblastos de FGH e GN.

3 — Estudar o efeito da inibicao de FAS sobre a proliferacdo de fibroblastos de
FGH e GN.

4 — Estudar o efeito da dihidrotestosterona (DHT) sobre a producado de FAS em
fibroblastos de FGH e GN.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 - CULTURA DE CELULAS

As linhagens de fibroblastos utilizadas neste estudo foram obtidas do
banco de células da Disciplina de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP, as quais
foram estabelecidas a partir de biépsias gengivais de individuos de uma mesma
familia portadora de FGH ou de voluntarios com tecido gengival clinicamente
normal. Em seus aproximadamente dez anos de existéncia, estas células foram
utilizadas em varios estudos dentro desta linha de pesquisa na FOP-UNICAMP
(Coletta et al., 1998; Coletta et al.,, 1999; Andrade et al., 2001; Coletta et al., 2002;
Martelli-dunior et al. 2003).

Dentre as linhagens selecionadas para a realizacao deste estudo estao
asFGH 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 e 10, além dos fibroblastos de gengiva normal GN 1, 2, 3,
5, 6,7, 8 e 9. Todos os experimentos aqui descritos foram realizados utilizando
células entre a 22 e 102 passagens. Além do mais, para controlar as condicdes
experimentais, foi utilizado somente FBS adquirido de um unico lote (Gibco, BRL,
Canada; lote 1095407).

As células foram cultivadas em frascos plasticos de 25 ou 75 cm?
(Nunc, Dinamarca) em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Gibco, BRL, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Gibco, BRL,
Canada), 48ug/ml de Garamicina® (Sulfato de Gentamicina 120 mg - Schering-
Plough, Brasil) e 100ug/ml de Sulfato de Kanamicina (Gibco BRL, EUA), em estufa
a 37°C com ambiente umido e 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado em
intervalos de 48 horas e todos os cuidados para a manutengao da esterilidade das
culturas foram observados. Para os subcultivos, as células foram removidas dos
frascos através de tripsinizacdo, sendo para isto previamente lavadas com solucao
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 a 37°C e incubadas com solugao de
tripsina a 2% contendo 0,02% de EDTA por 3 minutos, também a 37°C. A seguir, a
tripsina foi inativada com DMEM contendo 10% de FBS, as suspensoes celulares
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centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos em centrifuga clinica e os “pellets” de
células ressuspendidos em novo DMEM com 10% de FBS. Antes do inicio dos
experimentos, todas as linhagens celulares foram recongeladas visando manter o
estoque de células e para que células em passagens semelhantes pudessem ser
comparadas durante todo o estudo. Para tanto, as células foram tripsinizadas,
ressuspendidas em partes iguais de DMEM contendo 50% de FBS e DMEM com
20% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, EUA), acondicionadas em criotubos
(Nunc, Dinamarca) e mantidas em nitrogénio liquido. Para descongelar as
linhagens, os criotubos eram colocados em banho-maria a 37°C, as suspensoes
celulares diluidas em 10 ml de DMEM com 10% de FBS, centrifugadas e
ressuspendidas em novo DMEM com 10% de FBS para plagueamento nos
frascos, placas ou laminas para cultura celular, de acordo com o tipo de

experimento realizado.

4.2 — ESTIMATIVA DO POTENCIAL PROLIFERATIVO DAS CELULAS DE FGH
E GN

4.2.1 — Curvas de proliferacao celular

Para comparar o crescimento celular através de curvas de proliferagao,
fibroblastos de FGH ou GN foram cultivados em frascos de 25cm? (Nunc,
Dinamarca) até que atingissem uma confluéncia de cerca de 90%, observada em
microscopio de contraste de fase. As células foram entdo tripsinizadas, sendo
100ul de cada suspensdo coletados, misturados em 10ml de tampéao Isoton
(Coulter Balanced Electrolyte Solution, Beckman, EUA) e as células contadas em
contador automatico de particulas (Coulter Counter Z-1, Beckman, EUA). Foram
entdo plaqueadas 2 x 10* células contidas em 1ml de DMEM com 10% de FBS em
cada poco de placas de 24 pocos (Nunc, Dinamarca), as quais foram mantidas a
37°C por 24 horas. A seguir, as células foram incubadas em meio DMEM contendo

0,1% de FBS por um periodo de 48 horas, para que houvesse uma sincronizacao
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dos ciclos celulares (Tobey et al., 1988; Starborg et al., 1996; lyer et al., 1999).
Transcorrido este periodo, as células foram novamente tratadas com DMEM
contendo 10% de FBS e tripsinizadas nos periodos de 24, 48, 96, 192 horas.
Todas as contagens foram realizadas em triplicatas no contador automatico de
particulas. Os resultados foram obtidos através do calculo da média das
contagens e expressos em graficos de linha, com o auxilio do programa EXCEL
(Microsoft, EUA).

4.2.2 — Reacoes imunocitoquimicas para deteccao de PCNA e de Ki-67

Fibroblastos de FGH foram plaqueados em laminas para cultura de
células de 8 pocos (Lab Tek Nunc, EUA) (3 x 10* células/poco em 400ul de DMEM
com 10% de FBS) e mantidos a 37°C por um periodo de 48 horas. As células
foram entdo fixadas com etanol a 70% por 15 minutos, lavadas com PBS e
incubadas com anticorpos primarios monoclonais anti-PCNA (clone PC10 - Dako,
Dinamarca), diluidos a 1:24.000 em PBS por 16 horas em ambiente umido a 4°C.
Apés este periodo, realizou-se a incubagdo com 0s anticorpos secundarios
biotinilados (Dako) na diluicdo de 1:500, também em PBS e ambiente Umido a
37°C por 30 minutos. A revelagéo foi realizada com o complexo estreptoavidina-
biotina (StreptABComplex / HRP Duet, mouse/rabbit, Dako) na diluicdo de 1:500
da solucéo A e 1:500 da solugcao B em PBS por 30 minutos a 37°C e 1,2mg/ml de
3°3 diaminobenzidina (DAB - Sigma) diluida em PBS contendo 1% de peréxido de
hidrogénio e 1% de dimetilsulféxido (DMSO - Sigma) por 5 minutos a 37°C. Depois
da contra-coloragdo das laminas com Hematoxilina de Carazzi (Nuclear, Brasil)
por 2 minutos, a porcentagem de células positivas foi obtida através da contagem
em duplicata de 1500 células por linhagem, em microscépio de luz com objetiva de
40X e intensidade de luz padronizada.

As reacgdes para deteccdo do antigeno Ki-67 foram realizadas como
descrito acima, com anticorpos primarios monoclonais anti-Ki-67 (clone MIB-1,
Dako) na diluigdo de 1:50 em PBS por 16 horas em ambiente umido a 4°C. Apés
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este periodo, realizou-se a incubagdo dos anticorpos secundarios biotinilados
(Dako) na diluicdo de 1:200 em PBS, sendo a revelagdo, a contra-coloracao e a
andlise da positividade realizadas como descrito para PCNA.

Reacdes imunocitoquimicas para deteccdo do antigeno Ki-67 também
foram realizadas em fibroblastos de FGH e de GN sincronizados com DMEM
suplementado por 0,1% de FBS por um periodo de 48 horas (3 x 10* células/poco
em 400yl de DMEM com 10% de FBS) e fixados, 14 horas apo6s o retorno do
DMEM com 10% de FBS, em etanol a 70% por 15 minutos.

4.2.3 — Analise dos indices mitoticos

Para o calculo dos indices mitéticos, 3 x 10* fibroblastos de FGH ou de
GN (em 400ul de meio DMEM com 10% de FBS) foram plaqueados em cada poco
de laminas para cultura celular com 8 pocos (Lab Tek, Nunc, EUA) e mantidos a
37°C por 24 horas. Apds este periodo as células foram incubadas com DMEM
suplementado com 0,1% de FBS por 48 horas para sincronizacao dos ciclos
celulares. Em seguida, DMEM com 10% de FBS foi novamente adicionado as
culturas e estas fixadas 28 horas apos o final do carenciamento com etanol a 70%
por 15 minutos, lavadas com PBS e coradas com Hematoxilina de Carazzi
(Nuclear, Brasil) por 1 minuto. O mesmo procedimento foi realizado em culturas
nao sincronizadas de fibroblastos de FGH. Assim, as linhagens de FGH foram
entdo plagueadas em laminas para cultura celular de 8 pocos (Lab Tek, Nunc,
EUA) (3 x 10* células/poco em 400ul de DMEM com 10% de FBS), fixadas com
etanol a 70% por 15 minutos, lavadas com PBS e coradas com Hematoxilina de
Carazzi (Nuclear, Brasil) por 1 minuto quando a linhagem com maior indice de
proliferacao atingiu confluéncia de cerca de 90%.

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e os resultados
obtidos pela contagem de 1500 células por linhagem, em microscépio de luz com
objetiva de 40X e intensidade de luz padronizada, sendo expressos como a

porcentagem de figuras mitéticas em relagao ao numero total de células.
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4.3 — ANALISE DA PRODUGAO DE FAS, RA, EGFR E c-erb-B2 EM
FIBROBLASTOS DE FGH E GN

4.3.1 — Preparacao dos extratos protéicos e separacao eletroforética de
proteinas

Os fibroblastos de FGH ou de GN foram cultivados em frascos de 75
cm? (Nunc) até que atingissem confluéncia de aproximadamente 70%, o meio de
cultura foi entdo substituido por DMEM suplementado com 0,1% de FBS e
mantido por 48 horas. Apoés este periodo de carenciamento, DMEM suplementado
com 10% de FBS foi novamente utilizado por 14 horas, quando os extratos
proteicos foram preparados. As células foram raspadas dos frascos com auxilio de
um “scraper” (Disposable Cell Scraper, Costar, E.U.A.) e lavadas com PBS pH 7,4
a 4°C para que todo o meio de cultura fosse removido. Depois de centrifugadas a
3000rpm por 3 minutos, o PBS foi descartado e os “pellets” celulares lisados com
100ul de tampéao de extracdo (10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20 mM de
Tris pH 8,0, 137 mM de NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA e 1 mM de NaF)
contendo inibidores de proteinases, adicionados no momento do uso: PMSF
(1mM), NEM (1mM), STI (10pg/ml), Benzamidina (1mM) e Pepstatina-A (1,4mM).
O tampao de extracdo foi adicionado sobre os “pellets” celulares, os quais foram
ressuspendidos com o auxilio de uma micropipeta e mantidos sobre o gelo por um
periodo de 30 minutos, com agitacdo a cada 10 minutos. A seguir as amostras
foram centrifugadas durante 15 minutos a 14.000 rpm em microcentrifuga,
também a 4°C, e os sobrenadantes contendo as proteinas transferidos para tubos
devidamente identificados e mantidos a — 80°C até o momento do uso. Antes do
congelamento, aliquotas de 5ul foram colocadas em tubos separados, para
posterior quantificacdo protéica. Extragdes protéicas de células em crescimento
nao sincronizado também foram realizadas usando-se culturas com cerca de 80%

de confluéncia.
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A quantificagdo protéica foi realizada através do método de Bradford
(Bradford, 1976) utilizando curvas de BSA (Bio Rad Protein Standard) como
padrdo. A mesma massa de proteinas totais de cada lisado celular foi utilizada
para eletroforese, sendo as amostras misturadas com tampao de amostra redutor
(0,25M de Tris-HCI pH 6,8, 8% de SDS, 30% de glicerol, 0,2% de azul de
bromofenol, 0,2M de DTT) e fervidas por 5 minutos para assegurar uma completa
desnaturacao das proteinas. Todas as amostras foram separadas em géis de
poliacrilamida-SDS a 6 ou 8% (SDS-PAGE) e transferidas para membranas de
nitrocelulose (Nitrocelulose-1, Gibco, BRL, EUA), por no minimo 3 horas, em
tampé&o de transferéncia contendo 120 mM de Tris, 15 mM de glicina e 20% de

metanol.

4.3.2 — Reacoes de Western blot

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas durante 16 horas a
4°C com tampao TBST (20mM Tris-HCI pH 7,6, 137mM de NaCl e 0,1% de Tween
20) contendo 5% de leite em pd desnatado (Nestlé, Brasil). Apés o bloqueio
procederam-se as incubag¢des com os anticorpos primarios diluidos no mesmo
tampao de bloqueio, a temperatura ambiente e sob agitacdo constante por um
periodo de 2 horas. As diluicoes utilizadas foram as seguintes: anti-FAS
(Transduction Laboratories, EUA) 1:2000, anti-RA (clone PG21, Upstate
Biotechnology, EUA) 1ug/ml, anti-c-erb-B2 (Dako) 1:20.000, anti-EGFR (clone Ab-
3, Dako) 1:500 e anti-B-actina (clone AC-15, Sigma) 1:30.000. Depois de 4
lavagens de 15 minutos cada com tampao TBST, as membranas foram incubadas
com os anticorpos secundarios diluidos a 1:1000 em TBST contendo 5% de leite
desnatado, por 1 hora a temperatura ambiente e agitacdo constante (anti-IgG de
camundongo conjugada com peroxidase para as reacdes cujos primarios foram
anti-FAS, anti-EGFR ou anti-p-actina e anti-lgG de coelho, também conjugada
com peroxidase, para as reacdes com anti-RA ou anti-c-erb-B2). Seguiram-se

mais 4 lavagens de 15 minutos cada e as reacdes foram reveladas através de
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quimioluminescéncia, usando-se o kit de deteccdo ECL — “Western Blotting
Analysis System” (Amershan Pharmacia Biotech, EUA) de acordo com as
instrugdes do fabricante. As membranas de nitrocelulose foram expostas a filmes
radiograficos X-Omat AR (Eastman Kodak Co., EUA), nos tempos padronizados
para cada proteina estudada, e a densitometria das bandas realizada em
densitémetro GS-700 (Bio Rad, EUA) com o programa Molecular Analyst (Bio Rad,
EUA).

4.3.3 — Analise imunocitoquimica da expressao de FAS e de c-erb-B2

Trinta mil fibroblastos de FGH ou de GN foram plaqueados em cada
poco de laminas para cultura de células de 8 pocos (Lab Tek, Nunc, EUA) em
400ul de DMEM com 10% de FBS. Vinte e quatro horas apés o plaqueamento as
células foram carenciadas em DMEM contendo 0,1% FBS e, 14 horas apés a volta
do meio com 10% de FBS, fixadas com solugdo de paraformaldeido (3,7% de
paraformaldeido e 0,12M de sacarose diluidos em PBS) por 15 minutos. Depois
de lavadas com PBS, as laminas foram incubadas com anticorpos primarios
monoclonais anti-FAS, na diluicdo de 1:3.000 em PBS por 20 horas, ou anti-c-erb-
B2, na diluicdo de 1:50 em PBS por 16 horas, ambos em ambiente umido e a 4°C.
Apés este periodo, realizou-se a incubagdo dos anticorpos secundarios
biotinilados (Dako) na diluicdo de 1:500 em PBS em ambiente umido a 37°C, por
30 minutos. As revelagbes foram realizadas como descrito no item 4.2.2 deste

capitulo.

4.4 — EFEITO DA INIBICAO DA ATIVIDADE DE FAS NA PROLIFERAGCAO DOS
FIBROBLASTOS DE FGH E GN

As linhagens de FGH (5 e 4) e GN (2 e 5), com maior e menor

capacidade proliferativa, respectivamente, foram plagueadas em placas de cultura
de 24 pocos (Nunc) e mantidas a 37°C por 24 horas (2 x 10* células/pogo em
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500ul de DMEM com 10% de FBS). Apds este periodo, as células foram
incubadas com DMEM suplementado com 0,1% de FBS por 48 horas e, a seguir,
divididas em dois grupos: no primeiro as células foram tratadas com DMEM
contendo 10% de FBS e 5ug/ml do inibidor natural da atividade de FAS cerulenina
(Sigma) e no segundo incubadas em DMEM com 10% de FBS adicionado da
quantidade equivalente de DMSO (Sigma), solvente da cerulenina. As contagens
foram realizadas em ftriplicatas em contador automatico de particulas, nos
periodos de 48, 72, 96 e 120 horas, como descrito em 4.2.1 e os resultados
obtidos através da média das contagens e expressos em graficos de linha,
realizados no programa EXCEL (Microsoft, EUA).

4.5 — EFEITO DA DHT SOBRE PRODUCAO DE FAS POR FIBROBLASTOS DE
FGH E GN

Quinhentas mil células das linhagens FGH 5 e GN 2 foram plaqueadas
em frascos para cultura de 150cm? e mantidas a 37°C por 24 horas. Apds este
periodo, as linhagens foram incubadas com DMEM contendo 0,1% de FBS e
mantidas sob estas condicbes por 48 horas. Logo apds, um frasco de cada
linhagem foi tratada com 10nM de DHT (Sigma) em DMEM com 10% de FBS, ou
com o mesmo meio de cultura acrescido de quantidade equivalente de etanol
absoluto por 48 horas. O extrato protéico e a quantificacdo das proteinas foram
realizados como descrito no item 4.3.1. As proteinas dos lisados celulares obtidos
foram entdo separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida - SDS a 8% e
as reacbes de western blot realizadas como descrito anteriormente, com
anticorpos primarios anti-FAS diluidos 1:2000, anti-RA na concentragdo de
0.8ug/ml ou anti-B-actina a 1:30.000.
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4.6 — ANALISES ESTATISTICAS

A significancia estatistica dos resultados foi verificada através da
analise de variancia ndo paramétrica (teste Mann-Whitney) para comparacao entre
0S grupos, com o auxilio do programa computacional SigmaStat (Jandel Scientific
Software, EUA). O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 - PROLIFERACAO CELULAR

5.1.1 — Curvas de proliferacao

A construcado de curvas de crescimento mostrou que fibroblastos de
FGH em cultura (Fig. 1) sdo bastante heterogéneos, pois algumas das linhagens
apresentam altos indices de proliferacdo e outras crescimento lento, algumas
vezes menor que o de fibroblastos derivados de GN (Figs. 2 e 3). Por outro lado,
as curvas de proliferacdo obtidas com os fibroblastos de GN mostram um
potencial proliferativo semelhante entre todas as linhagens (Fig. 3). Estas
diferengcas na proliferacao das linhagens de FGH talvez possam ser explicadas
pela existéncia de sub-populagdes celulares distintas no tecido conjuntivo
gengival, como sugerido por Hassel et al. (1983). Desta forma, durante o
estabelecimento das culturas primarias a partir de fragmentos gengivais,
fibroblastos com vantagens proliferativas poderiam passar a predominar em
algumas das linhagens.

Entretanto, quando comparamos as linhagens com maior indice de
proliferacdo de FGH (FGH 3, 5 e 6) e de GN (GN 2, 3 e 6), uma diferenca
estatisticamente significante (p< 0,001) pbéde ser observada (Fig. 4). Estes
resultados confirmam os achados de trabalhos anteriores que encontraram um
indice de proliferacdo das células de FGH maior do que as de GN (Tipton et al.,
1997; Coletta et al., 1998). Porém, devido a grande variabilidade das células
FGH, quando comparamos a média das contagens de todas as linhagens FGH
com a média de GN n&o observamos diferengas na taxa de crescimento (Fig. 5).
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Fig. 1 — Fibroblastos de FGH e GN em cultura sob confluéncia de aproximadamente 90%.
Observe que as células se dispéem formando feixes e as setas apontam fibroblastos em mitose
(FGH 10 e GN 9).
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Fig. 2 — Curvas de proliferagéo dos fibroblastos isolados de FGH. Note que dois grupos
distintos se formaram, um com maior crescimento (FGH 3, 5 e 6) e outro com baixa proliferagcao
(FGH 1, 2, 4,8¢ 10).
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Fig. 3 — Curvas de proliferagédo dos fibroblastos de GN. Todas as linhagens celulares
isoladas da GN mostraram uma taxa de crescimento celular semelhante.

39



20’ * *

S 151
o «
3
E 10 -
‘O
o
[}
% 51
=z
0
1 2 4 6
Dias
—— Média de FGH —e— Média de GN

Fig. 4 — Curvas de proliferagdo construidas com as médias das contagens das linhagens
que mais proliferaram (FGH 3, 5 e 6 e GN 2, 3 e 6), mostrando uma diferenga estatisticamente
significante entre elas (Mann-Whitney: * p< 0,001).
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Fig. 5 — Curvas de proliferacao construidas a partir das médias das contagens de todas as
linhagens de FGH e de GN, mostrando uma taxa de crescimento celular semelhante (Mann-
Whitney: * p> 0,001).
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5.1.2 — Expressao dos marcadores de proliferacao Ki-67 e PCNA

Reacbes imunocitoquimicas para deteccdo do antigeno nuclear Ki-67
foram realizadas nas culturas de FGH e de GN, previamente incubadas por 48
horas em DMEM com 0,1% de FBS e fixadas 28 horas ap6s o inicio do tratamento
com DMEM contendo 10% de FBS. Exemplos representativos de reacgdes
imunocitoquimicas para Ki-67 sdo mostrados na figura 6. Os graficos mostrados
nas figuras 7 A e B comparam as porcentagens de células positivas para Ki-67
entre as diferentes linhagens estudadas. Chama atencgao o fato das células FGH
3, 5 e 6, que mais proliferaram nos experimentos de contagem celular (Fig. 2), ndo
exibirem os maiores indices de positividade para Ki-67. Isto pode ter ocorrido pelo
fato da proteina Ki-67 nao ser expressa durante a fase G1 do ciclo celular
(Gerdes, 1984; Lopez et al., 1994; Starborg et al., 1996). Desta forma, diferencas
no tempo de duragédo do ciclo celular podem ter mascarado o resultado, pois as
células foram fixadas simultaneamente. Tendo-se em vista estes resultados, este
experimento foi repetido com células fixadas 48 horas apds o plaqueamento. Apds
a contagem das células positivas, observou-se que houve concordancia com o0s
resultados das curvas de proliferacao, ou seja, os maiores indices de positividade
para Ki-67 foram encontrados nas células FGH 3, 5 e 6 (Fig. 8).

As reagdes imunocitoquimicas para a proteina nuclear PCNA também
exibiram um padrdo de marcacdo exclusivamente nuclear (Fig. 9), sendo os
resultados muito semelhantes aos obtidos com os anticorpos contra a proteina Ki-
67 (Fig. 10). Portanto, levando-se em consideracdo os experimentos descritos
acima, fica evidente que dentre as oito linhagens de FGH estudadas, FGH 3,5¢e 6
sdo as que crescem mais rapido nas condicbes de cultura utilizadas neste
trabalho.
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Fig. 6 — Reacao imunocitoquimica para deteccao de Ki-67 em fibroblastos fixados com
etanol a 70%, mostrando marcagao nuclear especifica (aumento original: A - 100X e B - 400X).
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Fig. 7 — indices de positividade para a proteina Ki-67 dos fibroblastos de FGH (A) e GN
(B), obtidos pela contagem dos nucleos positivos de culturas fixadas 28 horas apés o término do
periodo de sincronizacao.
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Fig. 8 — indices de positividade para Ki-67 em fibroblastos de FGH nao sincronizados. As
linhagens que apresentaram maior numero de células positivas foram as FGH 3, 5 e 6.
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Fig. 9 - Reagbes imunocitoquimicas para evidenciacao da proteina PCNA em fibroblastos
fixados com etanol a 70% (aumento original: A - 100X e B - 200X).

% de células positivas

100 +

75 4

50 -

25 -

Linhagens de FGH

Fig. 10 — indices de positividade para a proteina PCNA de fibroblastos de FGH nao
sincronizados. Os resultados foram semelhantes aos mostrados na Fig. 8 para Ki-67, a ndo ser
pela linhagem FGH 10 que foi ligeiramente mais positiva que FGH 8.
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5.1.3 — indices mitéticos

Os indices mitéticos foram calculados tanto para culturas celulares
sincronizadas como nao sincronizadas, a partir da contagem do numero de figuras
de mitose observadas nas células fixadas em laminas para cultura celular (Figs.
11 A e B). Comparando-se os indices mitéticos mostrados na figura 12 A com a
curva de crescimento da figura 2, pode-se notar que as células FGH 1 foram as
que menos cresceram e, como esperado, mostraram o menor indice mitético. Com
relacdo as linhagens FGH 3, 5 e 6, que mais proliferaram nas curvas de
crescimento, os indices mitéticos foram variaveis. Fato semelhante foi observado
nas células da série GN, na qual GN 9 foi a que gerou contagens mais baixas nas
curvas e teve o mais baixo indice mitético (Figuras 3 e 12 B). Isto poderia ser
explicado pela dificuldade em se encontrar a fase M do ciclo celular apenas 28
horas apos o inicio da incubagdo com meio de cultura contendo 10% de FBS, em
todas as linhagens. Entretanto, o mesmo procedimento foi realizado em células
FGH 48 horas apés o plagueamento em DMEM acrescido de 10% de FBS e os
resultados foram semelhantes, exceto para FGH 8 (Figuras 12 A e 13).
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Fig. 11 — Fibroblastos em cultura fixados com etanol 70% e corados com Hematoxilina de
Carazzi para evidenciagcédo de figuras de mitose. A cabega de seta aberta aponta uma célula em
profase, a seta cheia uma célula em metéfase, as setas abertas nucleos de células em anafase e
a cabega de seta cheia uma célula na teléfase (aumento original: A - 200X; B - 400X).
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Fig. 12 — indices mitéticos dos fibroblastos de FGH (A) e de GN (B) sincronizados, fixados
28h apds o inicio da incubagdo com DMEM contendo 10% de FBS.
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Fig. 13 — indices mitéticos de fibroblastos de FGH n&o sincronizados, fixados 48h ap6s o
plagueamento.
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5.2 - PRODUGAO DE FAS, RA, c-erb-B2 e EGFR

A expressdo da enzima FAS em fibroblastos de FGH e GN foi
inicialmente verificada por reacdes imunocitoquimicas, as quais exibiram um
padrdo de marcagao exclusivamente citoplasmatico e, algumas vezes, mais
intenso na regido perinuclear (Figs. 14 B e C). Todas as linhagens estudadas
foram positivas para FAS, havendo algumas variacées na intensidade das reacdes
(Fig. 14). No intuito de comparar a quantidade de FAS produzida pelas linhagens
de FGH e de GN, reacoes de western blot foram realizadas utilizando extratos
protéicos obtidos tanto de células sincronizadas como ndo sincronizadas. A figura
15 mostra um western blot para FAS realizado com células sincronizadas, das
quais as proteinas foram extraidas 14 horas apds a adicdo do meio de cultura
contendo 10% de FBS. A producao de FAS por fibroblastos de GN sincronizados
foi maior do que a de fibroblastos de FGH (Figs. 15 A e B). Entretanto, ndo houve
correlacao entre a producao de FAS e os resultados de proliferacdo das células de
FGH, exceto pelo fato da linhagem FGH 1, com menor potencial proliferativo (Fig.
2), apresentar a menor quantidade de FAS nos extratos protéicos. Apesar de nao
haver grandes variagdes quanto a proliferacdo das células GN, as linhagens GN 2,
3 e 6 se destacaram nas curvas de crescimento (Fig. 3) e seus extratos protéicos
mostraram quantidades ligeiramente maiores da proteina FAS (Fig. 15 B),
confirmadas através da densitometria das bandas (Fig. 17). Os mesmos lisados
celulares foram utilizados para a analise da quantidade da proteina RA e, como
pode ser observado nas figuras 16 e 17, houve maior producdo de RA pelas
células de FGH do que pelas linhagens de GN.
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Fig. 14 — Reacbdes imunocitoquimicas com anticorpos especificos contra FAS em
fibroblastos de FGH (A e B) e de GN (C e D). A marcagao foi citoplasmatica com intensidades
variaveis, sendo algumas vezes mais intensa na regiao perinuclear (setas). A— FGH 1; B — FGH 6;
C - GN 9; D — GN 3; (aumento original: 100X).
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Fig. 15 — Western blots realizados com anticorpos anti-FAS em extratos protéicos de
células FGH (A) e GN (B) preparados 14 horas depois do inicio da incubagdo com meio contendo
10% de FBS.
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Fig. 16 — Imunodetecgao da proteina RA nos mesmos lisados celulares da figura 15. De
uma maneira geral, as bandas de RA foram mais intensas em células FGH (A) do que em GN (B).
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Fig. 17 — Analise densitométrica das respectivas reacdes de western blot contra FAS e RA
mostradas nas figuras 15 e 16.
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A analise das amostras protéicas de fibroblastos de FGH obtidas a
partir de células ndo sincronizadas, numa confluéncia de aproximadamente 80%,
mostrou uma maior variacao na producéo de FAS (Fig. 18 A), a qual acompanhou,
pelo menos em parte, os indices de proliferacao. Linhagens que apresentaram um
alto indice de positividade para Ki-67 expressaram quantidades maiores de FAS e
as que tiveram baixos indices mostraram produgdo mais baixa de FAS. Uma
correlacdo parcial péde também ser notada com as reacgdes imunocitoquimicas
para PCNA e com as curvas de proliferacdo, com excec¢ao das linhagens FGH 8 e
10. Os western blots com anticorpos contra RA nos extratos protéicos dos
fibroblastos de FGH n&o sincronizados (Fig. 18 B) mostraram um padrao muito
semelhante aquele encontrado para a proteina FAS nas mesmas células (Fig. 18
A). A similaridade das quantidades de FAS e RA fica evidente também nas
analises densitométricas das respectivas bandas protéicas, sendo a linhagem
FGH 1 a unica que ndo mantém esta correlagao (Fig. 19).

Reacbes de western blot para a deteccédo do receptor de superficie c-
erb-B2 mostraram bandas intensas, sem grandes variacées, nos extratos
protéicos de fibroblastos de FGH e GN sincronizados, assim como nas linhagens
FGH com crescimento ndo sincronizado (Figs. 20 e 21). A expressao de c-erb-B2
foi também estudada por reacdes imunocitoquimicas, que mostraram um padrao
de positividade citoplasmatico de intensidade semelhante em todas as linhagens
estudadas (Fig. 22). A proteina EGFR néo foi detectada nas linhagens de FGH
pelos ensaios de western blot.
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Fig. 18 — Reacao de western blot com anticorpos anti-FAS (A) e anti-RA (B) em extratos
protéicos preparados a partir de fibroblastos de FGH em cultura com crescimento nao
sincronizado. A parte inferior da figura mostra o controle da normalizacdo da quantidade de extrato
protéico em cada canaleta, realizado com anticorpos contra p-actina (C).
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Fig. 19 — Andlise densitométrica das bandas de FAS (A) e de RA (B) obtidos nas reagdes
de western blot da figura 18, confirmando o mesmo padréo de intensidade.
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Fig. 20 — Western blots realizados com anticorpos anti-c-erb-B2 em extratos protéicos de
células FGH e GN preparados 14 horas depois do inicio da incubacdo com meio contendo 10% de
FBS.
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Fig. 21 — Deteccdo da proteina c-erb-B2 nos extratos protéicos de células FGH obtidos de
culturas com crescimento néo sincronizado.
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Fig. 22 — Reagbes imunocitoquimicas realizadas com anticorpos contra c-erb-B2 em
células FGH 1 (A) e GN 9 (B), mostrando uma marcagao citoplasmatica, mais intensa na linhagem
FGH (aumento original: 100X).
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53 — EFEITO DA INIBICAO DA ATIVIDADE DE FAS SOBRE A
PROLIFERACAO DE CELULAS DE FGH E GN.

Considerando-se os resultados anteriores, que sugerem que FAS seja
importante para a proliferacao das células FGH, foram selecionadas as linhagens
FGH 4 e 5 e GN 2 e 5 para tratamento com o cerulenina, um inibidor especifico da
atividade de FAS. Destas linhagens, FGH 5 e GN 2 tiveram alta proliferagéo,
enquanto que FGH 4 e GN 5 exibiram baixa taxa de crescimento (Figs. 2 e 3).
Como pode-se notar nos graficos de crescimento celular mostrados na figura 23, a
incubacao destas células com meio de cultura contendo 10% de FBS e 5ug/ml de
cerulenina inibiu a proliferagdo de todas as linhagens de maneira semelhante.
Vale a pena salientar aqui que até 48 horas apds o inicio do experimento as
células tratadas com cerulenina proliferaram um pouco menos que 0s respectivos
controles, mas apos este periodo o crescimento celular foi reduzido. Na linhagem
GN 2 (Fig. 23) o numero de células apd6s 72 horas chegou a ser inferior a
quantidade de fibroblastos plaqueadas no inicio do experimento, provavelmente

devido a morte por apoptose.
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Fig. 23 — Curvas de crescimento de fibroblastos tratados ou ndo com cerulenina, um
inibidor natural da atividade de FAS. Houve reducgao significativa da proliferacao celular tanto nas
células de FGH como nas células de GN apo6s o bloqueio da sintese de &cidos graxos (Mann-
Whitney: * p< 0,001; ** p< 0,05).
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5.4 — EFEITO DA TESTOSTERONA SOBRE A PRODUCAO DE FAS EM
FIBROBLASTOS DE FGH E GN.

Tendo-se em vista que os andrégenos sao capazes de regular a
producdo de FAS em células de cancer de prostata (Swinnen et al., 1997a;
Swinnen et al.,, 1997b) assim como de estimular a proliferacdo das células FGH
(Coletta et al., 2002) e que os experimentos mostrados no presente trabalho
mostraram quantidades semelhantes de FAS e RA nas linhagens FGH estudadas,
as células com maior potencial proliferativo (FGH 5 e GN 2) foram tratadas com
10nM de DHT por 48 horas. Apds a extracdo das proteinas, reacées de western
blot mostraram que tanto as células FGH como as GN respondem ao estimulo
induzido por DHT, aumentando a expressao de RA e de FAS (Fig. 24). No
entanto, observa-se um aumento acentuado na expressdo do RA, o que nao
ocorre com FAS. Um achado interessante foi o fato do tratamento com DHT
estimular mais a produgéo de FAS nos fibroblastos GN2, em comparagcdo com os
de FGH5 (Fig. 25).
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Fig. 24 — Reacdes de western blot para as proteinas FAS, RA e B-actina em células
tratadas (T) com DHT e seus respectivos controles com etanol absoluto, veiculo utilizado para a
dissolucdo da DHT (C). Observe que a DHT estimulou fortemente a expressdo de RA tanto em
células FGH como em GN. A produgéo de FAS também foi aumentada pelo tratamento com DHT,
porém em menor escala que o RA.
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Fig. 25 — Analise densitométrica dos western blots mostrados na figura 24.
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6 — DISCUSSAO

A FGH é uma doencga genética cuja principal caracteristica clinica € o
crescimento lento, progressivo e indolor da gengiva, resultando em dificuldades na
mastigacao, higienizacdo bucal e problemas estéticos, além de favorecer a
inflamacgéo gengival e periodontal. Hart et al. (1998) descreveram uma alteragédo
no cromossomo 2p21-p22 na andlise genética de uma familia brasileira portadora
de FGH, a qual nao foi confirmada na familia que deu origem as células utilizadas
neste trabalho (Hart et al., 2000). Xiao et al. em 2001 relataram a presenca de um
segundo locus alterado no cromossomo 5q13-g22 em uma familia portadora de
FGH que nao apresentava a alteracdo no cromossomo 2p21-p22. Mais
recentemente, Hart et al. (2002) relataram a presenca de uma mutacdo no gene
SOS1, presente no cromossomo 2p21-22, sugerindo que esta mutagao seja
responsavel pelo aumento gengival observado na FGH1. A proteina codificada por
este gene é responsavel pela ativagdo da proteina Ras ap6s estimulo induzido por
receptores de superficie com atividade de tirosina-quinase (Hart et al., 2002). Uma
das linhas de pesquisa do Laboratério de Patologia Bucal da FOP-UNICAMP é o
estudo da patogenia da FGH. Estes estudos iniciaram com a caracterizagéo
detalhada de uma familia portadora de FGH, em sua forma autossémica
dominante, com 132 membros e 50 individuos afetados (Bozzo et al., 1994).
Subseqlientemente, varios outros trabalhos foram realizados (Coletta et al., 1998;
Coletta et al., 1999; Andrade et al., 2001; Barros et al., 2001; Coletta et al., 2002;
Araujo et al., 2003) e seus resultados, em conjunto, sugerem que exista uma
vantagem proliferativa dos fibroblastos da FGH, em comparagdo com as células
derivadas de GN, associada a um acumulo de proteinas da matriz extracelular do
tecido conjuntivo gengival.

Diversos autores tém apontado a sintese enddgena de acidos graxos
como necessdria para a manutencao de um fendtipo maligno, conferindo as
células vantagens proliferativas. A expressdao de FAS, a principal enzima
responsavel pela sintese de &cidos graxos, estd aumentada em diversas
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neoplasias malignas humanas, como o cancer de mama (Kuhajda et al., 1994;
Pizer et al., 1996b; Milgraum et al., 1997), préstata (Swinnen et al., 1997a; Myers
et al., 2001), célon (Li et al., 2000), endométrio (Pizer et al., 1998a), ovario (Ald et
al., 2000), tiredide (Sekiguchi et al, 2001), pulmao (Piyathilake et al., 2000;
Gabrielson et al., 2001), boca (Krontiras et al., 1999; Silva et al., 2004), eséfago
(Nemoto et al.,, 2001), melanoma (Innocenzi et al., 2003), sarcomas de tecidos
moles (Takahiro et al., 2003), retinoblastoma (Camassei et al, 2003a),
neuroblastoma (Slade et al, 2003), nefroblastoma (Camassei et al., 2003b) e
leucemia (Pizer et al., 1996a). Para alguns destes tumores, a expressao
anormalmente alta de FAS esta positivamente associada a agressividade da
doenca e a um pior prognéstico, como por exemplo, nas neoplasias de mama,
préstata, ovario, sarcomas de tecidos moles, retinoblastoma, nefroblastoma e
melanoma (Jensen et al., 1995; Alo et al.,, 1996; Alo et al., 2000; Takahiro et al.,
2003; Camassei et al., 2003a; Camassei et al., 2003b; Innocenzi et al., 2003).

A idéia de que a atividade e a expressao de FAS sejam importantes
para a proliferagdo celular tem sido confirmada por varios estudos laboratoriais
utilizando inibidores especificos de sua atividade, como a cerulenina e o C75. O
bloqueio de FAS leva a uma inibi¢do da sintese de DNA e, consequientemente, da
progressao da fase S em células derivadas de neoplasias malignas (Pizer et al.,
1996b; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998b; Kuhajda, 2000; Li et al., 2001; Zhou
et al., 2003). O mecanismo biol6gico envolvido na comunicacao entre o controle
do ciclo celular e a biossintese de lipidios ndo é conhecido até o momento.
Entretanto, uma maior producédo de acidos graxos parece ser necessaria para a
biogénese das membranas das células tumorais em rapida divisdo, pois acidos
graxos de cadeias longas produzidos a partir dos precursores estearato e
palmitato, gerados pela FAS, sdo essenciais para a divisao celular (Hannun e
Obeid, 2002). Além do mais, maior expressao e atividade elevada de FAS sao
necessarias para a producao dos fosfolipidios de membrana das células LNCaP,
derivadas de tumor prostatico (Swinnen et al., 2003). Segundo Baron et al. (2004),
alteracdées na composicao lipidica das membranas celulares, como resultado de
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uma alta producao de FAS, poderiam interferir com diversos processos celulares,
como as vias de transducdo de sinal que, por sua vez, podem ter efeito na
progressao do ciclo celular.

Estudos com os inibidores especificos de FAS mostram ainda que
essas substancias exercem uma citotoxicidade seletiva em modelos experimentais
para o tratamento de neoplasias malignas, com efeitos colaterais minimos
(Kuhajda et al., 2000; Loftus et al., 2000; Kumar et al., 2001). Segundo Kuhajda et
al. (2000), isto ocorre porque na maioria dos tecidos normais a expressao de FAS
€ baixa, o que coloca esta enzima como um alvo promissor para futuras terapias
anti-neoplasicas. No entanto, € importante ressaltar que a delecdo do gene que
codifica FAS (FASN) em camundongos impede o desenvolvimento dos embrides,
provocando a morte destes antes da implantagao no utero (FAS -/-) ou durante o
desenvolvimento embrionario (FAS + / -), sugerindo que terapias baseadas no
blogueio de FAS possam ser altamente teratogénicas (Chirala et al., 2003). Para
contornar estes efeitos, ou mesmo uma eventual citotoxicidade em tecidos
normais, a inibicao indireta de FAS em células derivadas de adenocarcinoma
prostatico (LNCaP) esta sendo estudada no laboratério do Dr. Massimo Loda, no
Dana-Farber Cancer Institute (Harvard Medical School, Boston, EUA). Este grupo
mostrou recentemente que a proteina FAS pode ser degradada pelo sistema
ubiquitina-proteossomo e identificou a enzima responsavel pela remocao das suas
etiquetas de ubiquitina, denominada de USP2 (“Ubiquitin Specific Protease 27).
USP2 também tem sua expressao aumentada no cancer de prostata, no qual atua
prolongando a meia-vida da proteina FAS (Graner et al., 2004), constituindo-se
provavelmente num melhor alvo terapéutico do que a prépria FAS, caso FAS seja
realmente o Unico substrato para esta enzima desubiquitinante.

Embora muitos trabalhos considerem FAS importante no
desenvolvimento de neoplasias malignas, nao existem estudos sobre a
participacdo de FAS em processos proliferativos de natureza ndo neoplasica,
como por exemplo a FGH. Experimentos realizados em nosso e em outros

laboratérios demonstraram que na FGH ocorre um desequilibrio entre a sintese e
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a degradacao das macromoléculas componentes da matriz extracelular produzida
pelos fibroblastos gengivais (Tipton et al., 1997; Coletta et al., 1999; Martelli-dunior
et al., 2003). De fato, um aumento da sintese de colageno tipo | associado a
inibicdo de enzimas da familia das metaloproteinases de matriz (MMPs) é, em
parte, responsavel pelo crescimento gengival visto na FGH (Martelli-Junior et al.,
2003). Paralelamente ao acumulo de matriz extracelular, um aumento do numero
de fibroblastos pode também ser importante na etiologia desta doencga, pois estas
células proliferam com maior rapidez quando comparadas com fibroblastos de
gengiva normal (Tipton et al., 1997; Coletta et al., 1998).

No presente trabalho, os fibroblastos com maior potencial de
crescimento foram os de FGH, o que esta de acordo com relatos anteriores
(Tipton et al., 1997; Coletta et al., 1998). Entretanto, ao contrario das células GN,
uma grande variabilidade entre as linhagens FGH foi notada, provavelmente
devido a selecdo de sub-populagcbes distintas presentes no tecido conjuntivo
gengival de pacientes portadores de FGH durante o estabelecimento das culturas
primarias, como sugerido por Hassel et al. (1983). Experimentos de citometria de
fluxo serdo importantes para se conhecer a distribuicdo destes fibroblastos em
cada fase do ciclo celular e gerar uma comparagdo mais precisa sobre o
crescimento de cada uma das linhagens. Levando-se em consideracdo estes
resultados, o proximo objetivo deste trabalho foi verificar se FAS possui algum
papel no crescimento destas células. Como esperado, os fibroblastos com a maior
capacidade de crescimento em cultura (FGH 3, 5 e 6) exibiram maiores
quantidades da proteina FAS nas reagdes de western blot. Isto foi observado nas
culturas em crescimento nao sincronizado, pois provavelmente nas culturas
sincronizadas nao houve tempo para que o estimulo dos fatores de crescimento
e/ou horménios presentes no FBS fosse refletido nos niveis da proteina FAS.
Ensaios de RT-PCR nas células sincronizadas provavelmente ja mostrariam
aumentos na quantidade dos RNAs mensageiros para FAS.

Em células derivadas de carcinoma de prostata (LNCaP), tanto
andrégenos como o fator de crescimento EGF estimulam a transcricdo de FAS
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através de SREBPs (Swinnen et al.,, 1997a, 2000), que se ligam aos elementos
regulatérios de esterdides (SREs) e coordenam a expressdo de multiplos genes
lipogénicos, incluindo FAS (Brown e Goldstein, 1997). Um trabalho de Swinnen et
al. (1997b), com células de céancer de préstata, demonstrou que andrégenos
estimulam a expressdo de SREBPs e aumentam a quantidade da forma ativa
deste fator de transcricdo no nucleo. No presente trabalho, as quantidades de FAS
nos extratos de células FGH sincronizadas nao foram semelhantes as de RA
provavelmente porque nao houve tempo habil para o estimulo de sua traducgéo.
Além disso, as densitometrias das bandas do western blot com anticorpos anti-RA
(Fig. 17) também ndo mostraram correlagdo com os indices de proliferacdo destas
células (Figs. 2, 8 e 10), indicando que talvez nem mesmo RA tenha sido
estimulado 14 horas apo6s a re-adicao do FBS as culturas. Entretanto, a expressao
da proteina RA nos extratos protéicos de células FGH nao sincronizadas (Fig. 19)
foi muito semelhante a de FAS nos mesmos lisados celulares (Fig. 18), sugerindo
que FAS esteja sob regulacdao de andrégenos nestas culturas. Desta forma, as
células que mais responderam aos andrégenos presentes no FBS, aumentando a
quantidade de RA, foram aquelas que produziram mais FAS e que apresentaram
0s mais altos potenciais proliferativos em nossas condi¢ées de cultura. Estes
achados estao de acordo com experimentos anteriores do nosso grupo mostrando
que a testosterona (DHT) estimula o crescimento de células FGH, o que nao
aconteceu na presenca de anti-andrégenos (Coletta et al., 2002). A administracéao
de andrégenos a ratos castrados induziu a transcricdo de FAS e outros genes
lipogénicos na prostata ventral e glandulas lacrimais, a qual foi acompanhada por
um aumento nos niveis de SREBPs, demonstrando que a regulacao génica de
FAS através de andrégenos nao ocorre somente em células neoplasicas, mas
também em tecidos normais responsivos a andrégenos (Heemers et al., 2003). Os
resultados mostrados na figura 24 deste trabalho mostraram que o tratamento de
células FGH e GN com DHT resultou em um grande aumento na quantidade da

proteina RA, que foi acompanhado por um aumento da producdo de FAS,
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confirmando que a expressao desta ultima pode ser mediada por andrégenos em
fibroblastos gengivais.

Varios fatores de crescimento e hormdnios, como TGF-p1,
glicocorticéides, FGF-1, EGF, estrbgenos e progesterona sao capazes de
estimular a transcricao e a atividade de FAS (Hsu et al., 1993; Kalkhoven et al.,
1994; Teruel et al., 1995; Lu et al., 2001). Nas células de cancer de mama MCF-7
e T47D, estrogeno e progesterona estimulam o crescimento celular e ao mesmo
tempo a expressdo de FAS (Kalkhoven et al., 1994). A inibicdo da expressao de
TGF-B1 por oligonucleotideos anti-sense, ou de sua atividade com anticorpos
monoclonais é capaz de reduzir a proliferacdo das células derivadas de FGH
(Andrade et al., 2001), sugerindo que esta citocina seja importante na patogenia
desta doenca. Estudos para verificar se a reducao da proliferagdo na auséncia do
estimulo de TGF-B1 ocorre pela diminuicdo da producao de FAS serao realizados
em nosso laboratério, como continuacdo do presente trabalho. EGF é mais
eficiente que andrégenos para estimular a expressao do gene que codifica FAS
em células LNCaP (Swinnen et al.,, 2000), entretanto, ndo foi possivel neste
estudo detectar a presenca de EGFR nas células FGH ou GN. Por outro lado,
experimentos de western blot com linhagens celulares provenientes de
carcinomas espinocelulares de lingua, revelaram que a producao de RA é muito
baixa ou mesmo ausente, enquanto que EGFR e c-erb-B2 sao altamente
expressos, indicando um possivel papel para seus ligantes no controle da
expressao de FAS nestas células (Agostini et al., 2004). No presente trabalho,
bandas intensas correspondentes ao receptor de superficie c-erb-B2 foram
encontradas em todas as linhagens, mas sem qualquer correlacdo com as
variacdes na atividade proliferativa e com a producao de FAS. Nao se pode, no
entanto, descartar um papel para este receptor na proliferacdo de fibroblastos
provenientes de FGH, principalmente tendo-se em vista a recente demonstracdo
de que c-erb-B2 é capaz de estimular, através de SREBPs, a expressdo de FAS
em células epiteliais de mama em cultura (Kumar-Sinha et al., 2003). FAS é

altamente expressa em tumores de préstata androgeno-independentes (Myers et
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al., 2001; Pizer et al., 2001), o que poderia ser explicado pela estimulacao via c-
erb-B2 (Lin et al.,, 2003), o qual foi descrito por Signoretti et al. (2000) como um
fator de sobrevivéncia para estas células.

O uso de inibidores da atividade de FAS tem sido sugerido como uma
alternativa no tratamento anti-neoplasico, ja que a expressado desta enzima é
geralmente baixa em tecidos normais e alta em neoplasias malignas. A
administracdo sistémica de C75 a camundongos portadores de tumores
xenograficos de mama resultou em uma inibicado da sintese de acidos graxos e
importante atividade anti-tumoral, sem efeitos colaterais mesmo em tecidos com
alta proliferacéo celular, como a medula éssea, o trato gastrintestinal, a pele ou os
tecidos linféides (Kuhajda et al., 2000). Segundo este trabalho, a Unica alteracao
observada foi uma perda de peso transitéria dos animais, efeito que foi
detalhadamente descrito por Loftus et al. (2000), os quais mostraram um papel
dos blogueadores de FAS como inibidores de apetite com acdo no sistema
nervoso central. O tratamento de tumores xenograficos de ovario com inibidores
de FAS causa uma marcante reducao da sintese de acidos graxos pelas células
tumorais e regressao das lesdes, aumentando significativamente a sobrevida dos
animais (Pizer et al., 1996c). Estudos com linhagens celulares de cancer de
mama, céblon, prostata e de leucemia, tratadas com cerulenina ou C75,
demonstraram que ocorre uma inibicdo de FAS, com consequente bloqueio da
sintese de DNA, culminando com a morte destas células por apoptose (Pizer et
al., 1996a, 1996b; Furuya et al., 1997; Pizer et al., 1998b; Kuhajda et al., 2000).
Zhou et al. (2003) demonstraram que C75 aumenta a oxidagdo de lipidios de
membrana ao mesmo tempo que reduz a sintese de fosfolipidios, inibe a fase S do
ciclo celular e induz a apoptose em células proliferantes. Estes mesmos autores
também sugerem que a inibicdo de FAS, além de reduzir a sintese de membranas
celulares, promove o acumulo de malonil -CoA, o qual desencadearia 0 processo
de apoptose.

No presente trabalho, o bloqueio da atividade de FAS em fibroblastos
de FGH e GN com cerulenina provocou uma inibicdo da proliferacdo de todas as
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linhagens. Observou-se que até aproximadamente 48 horas apos o inicio do
tratamento as células proliferaram de maneira semelhante aos controles, mas
apds este periodo o crescimento celular foi drasticamente reduzido. Na linhagem
GN 2 (Fig. 23), por exemplo, o numero de células apds 72 horas chegou a ser
inferior a quantidade plaqueada no inicio do experimento, provavelmente devido a
morte celular por apoptose. Estes resultados mostram que FAS exerce um papel
importante na proliferacdo tanto de células normais, como as de GN, como de
células derivadas de FGH. Portanto, a atividade de FAS nao é essencial apenas
para o crescimento de células malignas, as quais a expressam em maior
quantidade, sugerindo a necessidade de estudos mais detalhados sobre os efeitos
de drogas bloqueadoras de FAS sobre células e tecidos ndao neoplasicos. Além do
mais, ao contrario do esperado, a cerulenina inibiu de maneira semelhante o
crescimento das células FGH, que expressaram maiores quantidades de FAS, e
das células GN, que produziram pouca FAS.

Em resumo, os dados apresentados no presente trabalho mostram que
as células FGH com maior potencial proliferativo produzem mais FAS do que as
demais, num mecanismo regulado, pelo menos em parte, por testosterona. Além
do mais, o bloqueio da atividade enzimatica de FAS inibiu a proliferagéo de células
FGH e GN, indistintamente. Mais estudos se fazem necessarios para a
compreensao da participacdo de FAS na patogenia da FGH e de outras doencas

benignas caracterizadas por um aumento na proliferagao celular.
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7 — CONCLUSOES

1 — Algumas linhagens celulares estabelecidas a partir da gengiva de pacientes
portadores de FGH proliferam mais do que fibroblastos de GN.

2 — Nas linhagens FGH 3, 5 e 6 ha uma relacdo positiva entre a quantidade das
proteinas FAS e RA e a proliferacao celular em culturas ndo sincronizadas.

3 — A testosterona estimula a producao da proteina FAS em fibroblastos derivados
de FGH e GN.

4 — Fibroblastos de FGH e GN expressam quantidades semelhantes do receptor c-
erb-B2.

5 — O bloqueio da atividade de FAS com cerulenina inibe a proliferacdo de
fibroblastos derivados de FGH e de GN.

6 — A proteina EGFR nao foi detectada nas células estudadas, através das

técnicas utilizadas.
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