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Resumo

A fibromatose gengival hereditaria (FGH) é uma alteragéo benigna na qual
ocorre o0 crescimento lento, indolor, ndo hemorragico e fibroso do tecido gengival
maxilar e mandibular. Os fibroblastos de FGH caracterizam-se por produgéo
aumentada de colagenoc e do fator de crescimento transformante-p1 (TGF-B1), o
que resulta no aumento fibrético na gengiva dos pacientes afetados. Em fibroses
intersticiais, a presenca de micfibroblastos, que sdo células conhecidas como
principais produtoras de matriz extracelular, € exacerbada. O objetivo deste estudo
foi determinar a presenca e papel dos miofibroblastos na FGH. Fragmentos de
tecido gengival e linhagens celulares de fibroblastos de duas familias com FGH
foram utilizados neste estudo, além de amostras de tecido e culturas primarias de
gengiva normal (GN), usadas como controle. Para determinar a presenca de
miofibroblastos, analisamos a expressdo do marcador especifico para estas
células, a isoforma a da actina de musculo liso («-SMA). A expressdo de o-SMA
foi avaliada por RT-PCR (transcriptase reversa—reacao em cadeia da polimerase),
Western-blot, imunofluorescéncia e citometria de fluxo. A técnica de
imunohistoquimica foi utilizada para determinar a expresséo de «-SMA em tecidos
gengivais de pacientes com GN e FGH.Os resultados mostraram uma expresso
significativa de «-SMA nas células de uma das familias de FGH deste estudo,
sendo esta familia designada como Familia FGH2. Esta familia também
apresentou marcada expressao de TGF-B1, CTGF (fator de crescimento de tecido
conjuntivo} e colageno tipo 1. Além disso, nas amostras teciduais submetidas a

analise imunohistoquimica, esta familia apresentou células com ampla marcacéo



para a-SMA, Ja a familia FGH1 apresentou uma expressao de a-SMA semelhante
aos encontrados em GN, apesar de apresentar niveis aumentados de produgéo de
TGF-$1 e colégeno tipo 1 em comparagdo com as amostras controle (GN). A
expressio de CTGF nos fibroblastos de FGH da familia 1 foi significativamente
inferior aos encontrados em FGH da familia 2 e similares aos do grupc controle
GN.Nossos resultados sugerem que a presenga de miofibroblastos em FGH é
dependente dos niveis de expressdo de CTGF, e que mais de um mecanismo
biolégico esta envolvido no aumento gengival observado nos pacientes portadores
de FGH. Esta pode ser uma das causas da grande variagdo na expressividade

clinica da doenca.

Introducéo



Fibromatose Gengival Hereditaria (FGH) é definida como uma doenca rara
caractenzada por um aumento gengival fibrético, benigno, assintomatico e nao-
hemorragico."?® Afeta homens e mulheres da mesma maneira com uma
freqéncia fenotipica de 1:175.000." A severidade do crescimento gengival varia
entre os individuos afetados. A gengiva queratinizada ¢ um constituinte Gnico e
funcionalmente importante da mucosa mastigatdria. Quando em excesso pode
provocar problemas funcionais e estéticos como impedir a erupgdo dos dentes,
que podem encontrar-se submersos parcial ou totalmente em tecido gengival
fibrético, prejudicando a mastigagéo, fonagéo e selamento labial.®® A FGH pode
apresentar-se como uma desordem isolada ou fazer parte de uma sindrome,
associada com outras caracteristicas como a hipertricose, retardo mental,
epilepsia, perda progressiva da audicdo e anormalidades nas exiremidades,
particularmente nos dedos das maos e dos pés. (891011121819 A FGH tem um
modo de heranga autossdmico dominante, mas raros casos de heranga recessiva
foram reportados. Esta doenga apresenta variagdo na penetrancia e
expressividade.®

A aparéncia histologica de FGH é caracterizada por uma mucosa de epitélio
hiperplasico contendo finas papilas inseridas profundamente no tecido conjuntivo
subjacente, sendo este rico em fibras colagenas.®®®® A mais proeminente
manifestacdo patoldgica desta doengca € o acumuio excessivo de matriz
extracelular, predominantemente colageno tipo 1.%°® A FGH também é
caracterizada por apresentar grandes quantidades de outras moléculas de matriz
extracelular incluindo proteoglicanas, glicosaminoglicanas e fibronecting. ®%®

Muitos estudos mostraram niveis franscricionais e traducionais elevados de



colageno tipo | na gengiva e em cuituras de fibroblastos derivados de pacientes
com FGH.®?% Resultados anteriores demonstraram que niveis autocnnos
aumentados de TGF-B1 controlam o actimuio de matriz extracelular na FGH.
Fibroblastos de FGH produzem quantidades excessivas de TGF-p1,5%%% o
gue é, em associagdo com a elevada sintese de colageno, uma caracteristica
intrinseca de miofibroblastos. “*®“Miofibroblastos s&o células que exibem um
fenétipo hibrido entre fibroblastos e células musculares lisas“? Estas células séo
caracterizadas pela expressdo da isoforma a, especifica, da proteina de musculo
liso e quando ativadas sintetizam grandes quantidades de proteinas de matriz
extracelular, em particular colageno.*** Diversos trabalhos tém relatado a
presenca de células com caracteristicas de miofibroblastos em tecidos
aspecializados normais e em uma variedade de situacbes patoldgicas, como na
doenca de Dupuytren’s, fibrose pancreatica induzida por ciclosporina e fibrose
pulmonar, renal e hepatica.“**® Além disso, miofibroblastos sé&o o principal tipo
celular envolvido em deposigdo de matriz extracelular durante reparagao tecidual
Durante a reparagéo de ferida normal, miofibroblastos so transientes e participam
ativamente na sintese de colageno tipo | e lIf, tenascina, fibronectina e enzimas
envolvendo a remodelacdo da matriz extracelular.*** Eles também estdo
envolvidos na contragdo da ferida.*”Apesar de extensos estudos, 0 mecanismo
exato da transdiferenciacdo de miofibroblastos & desconhecido. Evidéncias
obtidas de modelos humanos e animais mostram que TGF-B1 estimula a
transdiferenciacio de miofibroblastos. Este efeito tem sido observado em diversos

tipos de células e condigdes de cultura, incluindo linhagens de ceélulas renais
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humanas,®" fibroblastos pulmonares humanos® e células de rato.®® No entanto,
estudos recentes sugeriram que TGF-f1 provavelmente n&o € um mediador direto
da transformacao de fibroblastos em miofibroblastos. ®*

Como FGH é um excelente modelo para o estudo de caracteristicas
regulatorias de condigdes caracterizadas pela fibrose do tecido conjuntivo, as
células de FGH tém propriedades especificas e assim produzem matriz
extracelular abundante e sintetizam altos niveis de TGF-B1 e miofibroblastos
representam uma marca da fibrose intersticial, o proposito deste estudo é
estabelecer se tecidos gengivais € culturas celulares derivadas de FGH
expressam niveis alterados de o-SMA, que é um marcador especifico de
miofibroblastos, comparados a GN. Agui demonstramos que provavelmente ha
mais de um mecanismo bioldgico resultando no aumento gengival dos pacientes.
Apesar de fibroblastos isolados de duas familias distintas afetadas pela FGH
apresentaram niveis elevados de coiageno tipo | e TGF-B1, apenas as células de

uma destas familias mostraram a presen¢a de miofibroblastos.

Materiais e Métodos

Cultura de células e amostras de gengiva

Culturas de células gengivais de pacientes com GN e de membros de duas
extensas familias com FGH foram obtidas usando-se a técnica do explante como

descrito anteriormente™®. Apesar das duas familias demonstrarem um padréo de
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heranca autossdémico dominante, o padrao de expressao clinica (expressividade) e
o grau de penetrancia da doenga so distintos nas 2 famflias.®'® De uma famitia®
foram estabelecidas 5 linhagens celulares (para 0s propositos deste estudo, esta
familia foi designada Familia 1), e da outra™® foram estabelecidos 2 linhagens de
fibroblastos (designada Familia 2). Cinco linhagens de células de GN foram
usadas para analise comparativa. As células foram mantidas em DMEM (meio de
Eagle modificado por Dulbecco) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), contendo 10%
de FBS (soro fetal bovino), 100 ug/ml de penicilina, 120 ug/ml de sulfato de
kanamicina a 37°C em atmosfera com 5% de CO.. Para avaliar a influéncia do
soro na expressao de o-SMA, as células foram cultivadas por 3 dias em Soro
contendo 0,1% de FBS anteriormente aos experimentos. Todos 0s experimentos

foram realizados usando-se células entre a terceira e décima passagens.

Para a andlise imunohistoquimica, amostras de GN e de FGH foram retiradas
dos arquivos do Departamento de Patologia Oral da Universidade Estadual de
Campinas. Novas secgdes foram feitas a partir de blocos de parafina e corados
com hematoxilina e eosina (H&E) ou submetidos a andlise imunohistoquimica para
determinar a expresséo de a-SMA. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual de Campinas. Todos os pacientes foram conscientizados do propdsito do

estudo antes de consentir em participar.

Imunohistoquimica
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Imunohistoquimica para a-SMA foi realizada usando-se secgdes de 3 pm de
espécimes fixados em formalina a 10% e embebidos em parafina. Apos remogio
da parafina e hidratagdo em solugbes de alcool de diferentes gradagdes, as
seccBes foram tratadas com 3% de H>O: seguidas por digestao com 10 mM de
acido citrico pH 6 em fomo de microondas por 24 minutos, divididos em 2 cicios.
Apés lavagem com PBS, as secgbes foram tratadas com BSA (albumina sérica
bovina) a 1% em PBS (salina tamponada com fosfato) por 1 hora, e entao
incubadas com anticorpos monoclonais de camundongo para a-SMA (Dako Corp.,
Carpenteria, CA, USA) com diluigio 1:200, seguido pelo método ABC (StrepABC
Complex/HRP Duet kit, Dako). As reagbes foram desenvolvidas incubando-se as
seccdes com 0,6 mg/ml de 3,3 -{tetrahidrocloreto de diaminobenzidina) (Sigma St.
Louis, MO, USA) contendo 0,01% de H,O». Reagoes controle ndo apresentaram

nenhuma celoragao.

Transcriptase reversa - reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)

RNA total das células foi isolado de células de GN ¢ de FGH com os
métodos de Chomezinsky e Sacchi’” usando o reagente Trizol (Invitrogen. A
concentragdo e pureza de cada amostra de RNA foram determinadas analizando-
se a absorbancia espectrofotometricamente a 260/280 nm de comprimento de
onda. Apos o tratamento com DNase I para eliminagéo de contaminagao por DNA
gendmico, dois pug de RNA total por amostra foram usadas para gerar uma
biblioteca de cDNA usando a enzima Superscript || RNase H-Reverse (Invitrogen).

Os cDNAs resultantes foram subseqiientemente amplificados em uma solugao de



254l contendo 1M de cada primer, 2mM MgCh, 0.8 mM dNTPs e 0.025 U/ut de
Tag DNA polymerase (Invitrogen). A andiise do gene gliceraldeido -3- fosfato
desidrogenase (GAPDH) foi usado como controle das reagdes. Seqiiéncias de
primers, condicdes de PCR e os tamanhos dos produtos de PCR para a-SMA,
colageno tipe 1, TGF-p1, CTGF, e GAPDH sdo mostrados na Tabela 1. Apds a
amplificacdo em um termociclador (Model 9700, Perkin Elmer, Foster City, CA,
USA), 10 ul do produto de PCR foi submetido a eletroforese em um gel de agarose
a 1% contendo 0,5 yg/ml de brometo de etidio. As amplificagbes do PCR foram
guantificadas através de analise densitométrica dividindo-se a densidade da

banda da seqléncia de interesse pela do gene controle GAPDH.

Analise por Western Blot

Fibroblastos foram lavados com PBS gelado e lisados em tampao RIPA
(50mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 1% acido
deoxicolato, 0.5% de sédio deodecil sulfato, 1 mM fluoreto de fenilmetilsufonil,
1mM N - etiimaleimida, 1mM ditiotrieto!, 10 pg inibidor de tripsina de soja, 1pg/ml
de leupeptina e 1ug/ml de aprotinina). Apds centrifugacéo, as concentragbes de
proteina foram mensuradas utiizando-se o corante de Bradford (Bio Rad protein
assay, Bio Rad, Hercules, CA, USA. Cinquenta ug de proteina total por amostra
foram separados por eletroforese em um gel de poliamilomide a 10% (SDS-PAGE)
sob condicbes redutoras, e transferidas para membranas de nitrocelulose
(Invitrogen). As membranas foram bloqueadas por 2 horas com 10% de leite

desnatado em PBS contendo 0,1% de Tween 20, enxaguadas na mesma solugao
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tamp&o, e incubadas por 1 hora com anticorpos anti-ag-SMA ou anti-B-actina
diluido em PBS com 5% de leite em concentragbes respectivas de 1:200 e
1:40.000. Apds lavagem com PBS, as membranas foram reveladas usando-se o
kit de quimioluminescéncia para Western blot (Amersham Pharmacia Biotech,

Arlington Heighs, IL, USA).

Tabela 1. Primers usados nos ensaios de RT-PCR.

Temperatura Nimere  Produto

Gene Sequence (5" — 3 anelamento  de ciclos (pb)

Sense: GCTCACGGAGGCACCCCTGAA

@-SMA  Antisense: CTGATAGGACATTGTTAGCAT 61 40 589

Colage Sense: CTGGCAAAGAAGGCGGCAAA

notipc! Anfisense: CTCACCACGATCACCACTCT 58 25 503
Sense: AAGTGGATCCAGGAGCCCAA

TGF-f1  Antisense: GCTGCACTTGCAGGAGCGCAC 55 30 247
Sense: AACTATGATTAGAGCCAACTGCCTG

CTGF Antisense: TCATGCCATGTCTCCGTACATCT 55 35 477
Sense: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

GAPDH Antisense: GAAGATGGTGATGGGATTTC 55 30 226

Imunofiuorescéncia
Fibroblastos foram plaqueados em uma densidade de 5 x 10° células por
pogo, em uma lamina de cultura de células (Lab Tek, Nunc, Naperville, IL, USA) e

incubados a 37°C em ar umidificado contendo 5% de CO, por 24 horas. Seguindo-
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se incubagao por 3 dias em meio com 0,1% de FBS, as células foram lavadas com
PBS e fixadas com etanol 70% por 15 minutos. Para prevenir ligagbes néo-
especificas, as células foram bloqueadas com 3% de BSA em PBS por uma hora.
As células foram incubadas por 1 hora com anticorpos anti-a-SMA de
camundongo diluidos a 1:100, seguindo-se a incubag@o com anticorpos IgG anti-
rato conjugada com fluoresceina (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) a 1:250. As
células foram montadas com Vectashield contendo DAPI, e entdo examinadas
com um fotomicroscépio equipado com epifluorescéncia (DMR Microscope, Leica
Microsystems, Germany). Para gerar imagens fluorescentes, as céelulas foram
excitadas a 480/40 nm com um filtro em banda que permite a passagem de 527/30
nm. Células nao tratadas com anticorpos primarios foram utilizadas com confroles

negativos.

Citometria de Fluxo

Suspensdes de celulas foram fixadas com etanol a 70%, e coradas para a-SMA
como descrito acima. As célutas foram lavadas, ressuspendidas em PBS, e
analizadas no Citdbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San José, CA,
USA). Um minimo de 10.000 eventos foi captado para cada amostra, e apenas as
células com caracteristicas de dispersdo ortogonal e adiante, similares a
fibroblastos intactos, foram incluidos na andlise. A analise quantitativa foi realizada
com a ajuda do software LYSIS (Becton Dickinson), medindo a porcentagem de

células positivas e a média de intensidade de fluorescéncia.
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Analise Estatistico

Os resultados sdo apresentados como media + desvio padrdo. Analise de
variancia com modificagdes baseadas no test de Tukey foi realizada para
comparacao entre os grupos. O teste de Spearman foi utilizado para determinar a
correlacio entre os niveis de expressdo de colageno tipo | e TGF-B1. Em nossas

anaiises comparativas, p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Resultados

Expressdo de a-Sma em amostras de FGH e GN

O exame histolégico do tecido gengival das familias 1 ¢ 2 coradas com
hematoxilina e eosina (HE) revelou achadoes muito similares. Os tecidos gengivais
foram compostos por um epitélio bem estruturado com finas criptas epiteliais
inseridas profundamente no tecido conjuntivo fibroso, o qual apresentava feixes de
com fibras colagenas em todas as diregcbes. Para determinar a presenca de
miofibroblastos  nestes  espécimes gengivais realizamos a  analise
imunohistoquimica contra a proteina a-SMA. Esta analise revelou que todas as
amostras de GN (n=11) foram negativas para a-SMA no tecido conjuntivo, exceto
nas paredes musculares dos vasos sanglineos (controle positivo intemo) (Figura
1). Nas mostras da familia 1 (n=12), apenas uma amosira revelou uma pequena
area focal com células positivas para o-SMA, enquanto as outras 11 amostras

foram negativas no tecido conjuntivo. Ja as células de FGH da familia 2
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apresentaram marcacao positiva e dispersa para a-SMA, um achado comum para
todas as amostras estudadas desta familia (n=4). (Tabela 2) Interessantemente,
areas com infiltrado inflamatdrio de intenso a moderado mostraram uma redugéo

no numero de células positivas.

Expresséo de o-SMA em células de GN e FGH

Para determinar se as células derivadas dos pacientes da familia 2
demonstravam uma proporcao alterada de miofibroblastos comparado com as
células de FGH da familial € GN, um ndmero de modalidades foi empregado, o
que incluiu analises por RT-PCR, Western blot, imunofluorescéncia e citometria de
fluxo. A analise semi-guantitativa por RT-PCR foi usada neste estudo para
determinar os niveis basais de expressao a-SMA mRNA nas linhagens de celulas
derivadas de pacientes com FGH e GN. /n vifro, os fibroblastos GN expressaram
constitutivamente niveis pequenos, mas detectaveis de mRNA para a-SMA (Figura
2). Nenhuma diferenga foi observada na expressao de a-SMA entre as linhagens
pertencentes aos grupos GN e FGH da familia 1, enquanto que os fibroblastos de
FGH da familia 2 expressaram claramente niveis mais altos de mRNA para a-SMA
tanto em baixa (0.1%) quanto em aita (10%) concentragdo de soro fetal bovino.
Para confimar estes achados foi realizada analise por Western blot,
demonstrando que as células da FGH familia 2 produziram maior quantidade de a-
SMA do que as células de GN e FGH familia 1 (Figura 3). Os fibroblastos

cultivados em baixos niveis de soro (0,1%), independentemente do grupo,



1%

mostraram um aumento na expressac e produgdo de a-SMA comparado com
celulas cultivadas em niveis maiores de soro (10% FBS).

A distribuicao e proporcdo de células positivas para a-SMA em culturas de
GN e FGH foram examinadas usando-se andlise de microscopia por
imunofiuorescéncia (Figura 4) e citometria de fluxo (Figura 5). Os fibroblastos de
GN e FGH demonstraram marcagdo perinuclear vivida para a-SMA, com uma
proporgdo de células positivas para o-SMA bem semelhantes entre eles. As
celulas de FGH da familia 2 demonstraram células com dois padrdes distintos de
distribuicdo. uma marcagéo perinuclear muito similar 8 de FGH da familia 1 e GN,
e outra caracterizada por uma marcagao brilhante estriada por todo o citoptasma o
que pode ser correlacionado com o padrao de fibras de estresse como relatado
anteriormente. Como esperado, os fibroblastos da familia 2 demonstraram maior
intensidade de fluorescéncia e um numero maior de células positivas para a-SMA
comparadas com o controle. A porcentagem de células positivas para «-SMA no
grupo FGH da familia 2 variaram de 79 a 90% com uma média de 85,05% + 6.81,
enguanto que para o grupo GN esta porcentagem variou entre 31 a 42% com uma
média de 37.08% + 3.62, e para o grupo FGH da familia 1 variou de 34 a 46% com

uma média de 42,41% + 4,54.

Células de FGH expressaram altos niveis de TGF-1 e colageno tipo 1

Para demonstrar que fibroblastos de FGH tém niveis maiores de expresséo
de TGF-B1 e colageno tipo 1 do que fibroblastos de GN, a analise por RT-PCR foi

realizada usando-se RNA total isolado de culturas de fibroblastos estabelecidos de
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GN, FGH da familia 1 e FGH da familia 2 (Figura 6). Anélise densitométrica dos
produtos de PCR, ap6s normalizagéo pelo valor do gene GAPDH, demonstrou que
os niveis de MRNA para colageno tipo 1 foram estatisticamente maiores em
culturas de fibroblastos de ambas as familias de FGH do que nas amostras
controle de GN, nas amostras mantidas em meio com 0,1% (p<0,05 para o grupo
de FGH da familia 1 e p<0.001 para o grupo FGH da familia 2) e em meic com
10% de FBS (p<0,05 para ambas as familias). As células de FGH da familia 2, em
meio contendo 0,1% de soro, mostraram niveis significativamente maiores de
colageno tipo 1 quando comparados aos fibroblastos de FGH da familia 1
(p<0,05). A expressdo de colageno tipo 1 foi significativamente maior em
fibroblastos cultivados em meio contendo 0,1% de soro do que em meio contendo
10% de soro, independentemente do grupo de linhagem celular (p<0,01) (Figura
7) Os niveis de mRNA para TGF-81 também foram significativamente mais altos
em fibroblastos tanto da familia 1 quanto da familia 2 quando comparados com
fibroblastos de GN, mas para o grupo de FGH da familia 1 isto ocorreu apenas
quando as celulas foram cultivadas em DMEM contendo FBS a 0,1%. A expressao
de TGF-B1 foi significativamente maior no grupo de FGH da familia 2, em meio

contendo 10% e 0,1% de soro, do que no grupo de FGH da familial (p<0,01).

Expressado de CTGF é alta em fibroblastos de FGH da familia 2

Visto que as culturas de FGH de familia 2 demonstraram a presenc¢a de
miofibroblastos e uma maior expresséo de TGF-B1 do que os fibroblastos de FGH

da familia 1, e sabendo-se que TGF-B1 induz a transdiferenciacéo de fibroblastos



20

em miofibroblastos através da estimulac&do de uma via dependente de CTGF,
procuramos determinar se 0s niveis de expresséo de CTGF poderiam explicar a
diferengca na presenca de miofibroblastos entre as familias 1 e 2 de FGH. A
andlise por RT-PCR mostrou que a expressio de CTGF & significativamente mais
alta nas linhagens de FGH da familia 2 comparado com o controle e células de
FGH da familia 1, em meio contendo 0,1% e 10% de soro (Figura 8).
Adicionalmente, a express&o de CTGF foi bastante similar entre os grupos GN e
FGH da familia 1. Portanto, a presenga de miofibroblastos em FGH da familia 2

pode ser devido aos altos niveis de expressao de CTGF.

Discussédo e Conclusées

Apesar dos mecanismos béasicos que induzem a fibrose gengival em
pacientes com FGH ainda permanecerem obscuros, tem sido proposto que o
aumento gengival se desenvolve através da ativacio ou selegdo de fibroblastos
teciduais residentes, fenotipicamente caracterizados por um aumento na
proliferacdo, baixos niveis de sintese de metaloproteinases degradantes de matriz
extracelular (MMP-1 ¢ MMP-2), e produgdo elevada de colageno!™®'%?®  Ajlém
disso, a estimulagao autocrina por quantidades excessivas de TGF-B1 produzidas
pelos fibroblastos de FGH parece contribuir para estes fenétipos.?%?'%2 ma
crescente lista de evidéncias tem conectado miofibroblastos com a patogénese de
diversos processos patoidgicos fibréticos, levando-se em conta que eles sdo a
principal fonte do aumento de deposicdo de matriz extracelular.(#2242% A citocina

regulatoria TGF-B1 tem sido tradicionalmente considerada um indutor de fenétipos
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de miofibroblastos tanto in vivo quanto in vitro.®?"?® Como as células de FGH
apresentam seu fendtipo ativado na presenca de niveis elevados de TGF-B1, nés
estavamos interessados em determinar se miofibroblastos poderiam representar
um papel na fibrose gengival em FGH. Para o nosso melhor conhecimento,
nenhuma investigagdo anterior foi feita para analisar a presenca de
miofibroblastos em culturas gengivais ou tecidos de pacientes com FGH. Neste
estudo nés determinamos que houve uma expressdo aumentada de a-SMA pelas
culturas de fibroblastos comparado com o controle GN em das familias estudadas
(FGH da familia 2), mas ndo na outra familia (FGH familia1). Adicionalmente, a
expressdo de o-SMA fol amplamente observada nos fibroblastos lesionais de
todos os tecidos gengivais de FGH da familia 2, como revelado por coloragéo
imunohistoquimica, enquanto que n&o houve coloracao para a FGH da familia 1
com excecdo de uma amostra que mostrou uma pequena area focal contendo
células positivas para a-SMA. Interessantemente «-SMA foi detectado em baixos
niveis nas culturas in vitro de FGH da familia 1 e GN, mas nao in vivo, o que
provavelmente se deu devido a indugéo de fibras de estresse associado com
culturas celulares, apesar das diferencas de sensibilidade dos testes realizados in
vivo possam ter contribuido para este fato. Além disso, houve claramente uma
proporgao de células negativas para o-SMA em todas as linhagens celulares tanto
de FGH e de gengiva normal, sugerindo heterogeneidade na expressao de a-SMA
nas subpopulagdes de fibroblastos. Tais variagdes podem ser atribuidas a sub-
populagao de fibroblastos que existe na gengiva e periodonto®. Levando-se em

conta o fato de que o-SMA € o marcador especifico para miofibroblastos, estes
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resultados sugerem fortemente que miofibroblastos est&o envolvidos na
patogénese do crescimento gengival da FGH da familia 2, mas ndo na FGH da
familia1.

Diversas evidéncias tém demonstrado que a FGH & clinicamente,
geneticamente € biologicamente heterogénea. Com relagéo a doenga nas familias
aqui estudadas, sabemos através de estudos anteriores que existem diferencas
clinicas e genéticas®™. Apesar de em ambas as familias a doenga manifestar-se
como um crescimento gengival isolado e generalizado, na familia 1 este & mais
severo e frequentemente associado com problemas tanto estéticos quanto
funcionais, incluindo diastemas, mal posicionamento dental, retengzo prolongada
da denticdo decidua, erupgdo atrasada, mordidas cruzadas e abertas,
proeminéncia labial e postura de labios abertos®™. Além disso, a recorréncia é
mais freqlente em pacientes da familia 1 do que em pacientes da familia 2.
Enguanto a penetréncia génica é incompleta € muito baixa na FGH da familia 2,
como revelado pelo risco de recorréncia entre filhos de 0,078 (7,8%) e um risco de
recorréncia entre irmaos de 0,085 (8,5%), na FGH da familia 1 esta é completa
com aproximadamente metade dos descendentes afetados pela FGH. Em adigéo,
os individuos ndo afetados da familia 2 transmitem a FGH como um padréo
autossdmico dominante para seus filhos sem eles mesmos terem sido afetados
clinicamente. Neste estudo adicionamos heterogeneidade para FGH,
demonstrando que miofibroblastos estdo associados com o crescimento dos
tecidos gengivais na FGH da familia 2. Estes achados sugerem que nem todas as
FGHs sao iguais, e suportam a existéncia de mais de um mecanismo resultando

na manifestacdo clinica da doenca. Estudos futuros deverdo elucidar se 0s
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mecanismos Dbiologicos da FGH comrrelacionam-se com formas geneticamente
distintas de FGH ou com uma express&o variavel de uma mutacdo génica comum,
mutacdes alélicas, ou ndo-alélicas.

A identificacdo dos elementos reqgulatdrios da transdiferenciacdo dos
miofibroblastos € de consideravel importancia para o entendimento molecular dos
mecanismos de fibrose intersticial em geral, assim como na FGH. Atualmente é
sugerido que a transdiferenciagdo de miofibroblastos € criticamente dependente
de TGF$1. TGF-B1, uma citocina multifuncional com propriedades fibrogénicas,
tem sido implicada na patogénese de fibroses em diversos 6rgdos em modelos
experimentais e humanos.®"® (sto & ilustrado mais claramente pela
superexpressio deliberada de TGF-B1 nos tecidos normais, 0 que resulta em
fibrose.®3 Em adicdo, TGF-B1 estimula a deposicéo de matriz extracelular pelo
aumento da sintese por um lado e inibindo sua degradacic por outro lado. 213039
Estudos recentes tém indicado que CTGF representa um papel crucial na
mediag@o de varias agles fibroticas de TGF-81. Por exemplo, CTGF tem sido
reportada por mediar a transdiferenciacao de miofibroblastos e a sintese de
matriz extracelular mediada por TGF-f1.87:383%40 Algm disso, um estudo recente
demonstrou que TGF-B1 através da via dependente de CTGF controla a
transdiferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos com uma participacao
funcional de IGF-2.“" TGF-B1-CTGF sinergizam-se com IGF-2 para estimular a
transdiferenciac&o de miofibroblastos com um subseqlente aumento na sintese
de colageno. Além disso, um estudo recente demonstrou que CTGF liga-se a

TGF-B1, resuitando em estimulagdo desta atividade.“? Em ambas as familias os

niveis de TGF-B1 estavam aumentados mas os niveis de expressdo de CTGF
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foram mais altos nos fibroblastos da familia 2 em meio com niveis altos ou baixos
de soro, o que correlaciona-se com a presenga de miofibroblastos. Portanto a
elevagdo dos niveis de TGF-B1 isoladamente parece insuficiente para induzir a
transdiferenciagdo de miofibroblastos.

Coletivamente, estes achados sugerem que elevados niveis de CTGF sao
necessarios para a transdiferenciacéo de miofibroblastos. Interessantemente, a
coloragdo de CTGF é significativa em tecidos gengivais com crescimento induzido
por fenitoina, mas ndo no crescimento gengival induzido por ciclosporina ou
nifidipina.(""*’ Estudos futuros serdo necessarios para determinar o papel exato da

CTGF na patogénese das diferentes formas de FGH.



Figura 1. Cortes histologicos representativos das trés amostras de tecido gengival

utilizadas neste estudo. As amostras referentes as letras A, D e G sao de GN, as
amostras identificadas com as letras B, E e H sdo de FGH da familia 1 e as
identificadas com as letras C, F e | sdo de FGH da familia 2. As amostras G, H e |

foram submetidas a analise imunohistoguimica para detecgao de o-SMA.
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Figura 2. Andlise da expressao de «-SMA por RT-PCR em culturas primarias de

células de GN, FGH da familia 1 e FGH da familia 2. RNA total foi extraido,

convertido em cDNA e submetido a analise por PCR utilizando-se primers

especificos para o-SMA e GAPDH. (A) Separagéo eletroforética dos produtos de

amplificagdo em gel de agarose contendo brometo de etideo. (B) Analise

densitométrica da expressdc de «-SMA nos grupos GN, FGH familia 1 & FGH

familia 2. *p<0,05
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Figura 3. Produgdo de o-SMA por fibroblastos de GN, FGH familia 1 ¢ FGH

familia 2. Proteina total das culturas celulares foram isoladas, separadas

eletrofereticamente, transferidas para membranas de nitrocelulose e analidas por

western blot utilizando anticorpos contra o-SMA e B-actin. (A) Andlise por western

blot e (B) andlise densitométrica. *p<0,05




Figura 4. Distribuicdo de a-SMA nas culturas celulares de GN, FGH familia 1 e
FGH familia 2. Painéis A e B revelam a distribuicao de a-SMA em GN e FGH da
familia 1, respectivamente, enquanto que os paineis C e D demonstram os
resultados observados pra FGH da familia 2. Nas amostras da familia 2 foi

observado uma distribuicdo por todo o citoplasma em um padrao fibrilar.
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Figura 5. Analise citométrica da expressao a-SMA em culturas primarias de GN,
FGH da familia 1 e FGH da familia 2. Células em suspensao foram fixadas e
coradas com anticorpos produzidos em camundongos contra a proteina a-SMA
humana seguido por anticorpos anti-lgG de camundongos conjugado a
fluoresceina. A porcentagem de células positivas e a media da intensidade de
fluorescéncia foram calculadas com o auxilio de um citdmetro de fluxo € um
software especifico. (A) Histograma representativo de uma das amostras de cada
grupo estudado com a letra (a) representando as células controle negativo (ndo
incubadas com os anticorpos primarios) e (b) representando as células positivas
para expressédo de a-SMA. (B) Media da porcentagem de células positivas e da
intensidade de fluorescéncia para os grupos GN, FGH familia 1 e FGH familia 2.
Note que as culturas celulares da familia 2 apresentam um maior numero e uma

maior intensidade de florescéncia comparado com os grupos controle e FGH

familia 1.
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Figura 6. Expressdo de coldgeno tipo | em culturas de GN, FGH familia 1 e FGH

familia 2. (A) Andlise eletroforética em gel de agarose corado com brometo de

etideo e (B) andlise densitométrica dos produtos de PCR para o-SMA

normalizados para os niveis de GAPDH. A expressdo de colageno tipo | foi

significantemente maior em culturas de FGH comparado com culturas de GN, na

presenca de 0,1 ou 10% soro fetal bovino. Células crescidas na concentragao de

0,1% de soro fetal bovino, independente do tipo celular, expressaram maiores

quantidades de colageno tipo | mRNA que células crescidas a 10% de soro fetal

bovino. *p=0,05 e **p=>0,01
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Figura 7. Expressao de TGFB-1 € aumentada em culturas de FGH. (A) Analise
eletroforética dos produtos de amplificagao por RT-PCR para os genes TGF-B1 e
GAPDH. (B) Andlise densitométrica demonstrando a expressao relativa de TGF-f1
ap6s normalizagao pelo produto de amplificagéo de GAPDH. A expresséo de TGF-
B1 foi significantemente maior nos grupos FGH familia 1 e FGH familia 2
comparado com as culturas do grupo controle quando as células foram crescidas
em concentragdes reduzidas de soro fetal bovino (0,1%), enquanto que na
concentracdo de 10% de soro fetal bovino, a expressdo de TGF-B1 foi

significantemente maior apenas no grupo FGH familia 2. *p>0,05 e "p>0,01
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Figura 8. Expressdo de CTGF mRNA é elevada em cultura celulares provenientes
de pacientes com FGH pertencentes a familia 2. (A) Andlise por RT-PCR
utilizando primers especificos para a amplificagdo de CTGF e GAPDH e (B)
andlise densitométrica. Note que a expressdo de CTGF é significantemente maior
no grupo FGH familia 2 comparado com o grupo GN e grupo FGH familia 1 nas

concentragdes de 0,1% e 10% de soro fetal bovino. *p>0,05
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