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RESUMO

Considerando-se que o desequilibrio entre a apoptose e a proliferacdo celular pode exercer um papel
importante na patogénese do crescimento gengival induzido por drogas (CGID), o presente estudo se
propds a avaliar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas Ki-67 e Bcl-2 e a sua relagdo com as
caracteristicas histomorfolégicas em CGIDs e hiperplasias gengivais inflamatorias (HGIs), em
comparagdo com espécimes de gengiva saudavel (GS). O estudo foi descritivo-analitico, transversal,
observacional, qualitativo e quantitativo. A amostra foi constituida por 20 casos de CGID, 20 casos de
HGI e 20 casos de GS, os quais foram submetidos a analise histomorfologica e imuno-histoquimica.
Na andlise histomorfoldgica, foram avaliados os seguintes aspectos: presenca de cristas epiteliais
alongadas, grau de colagenizagdo, grau de vascularizagdo, intensidade e distribui¢do do infiltrado
inflamatdrio. No estudo imuno-histoquimico, foram determinados os indices de positividade (IPs) para
0s anticorpos anti-Ki-67 e anti-Bcl-2, tanto no revestimento epitelial quanto no tecido conjuntivo dos
espécimes teciduais. Os resultados histomorfoldgicos revelaram a presenga de cristas epiteliais
alongadas em direcdo ao tecido conjuntivo apenas nos CGIDs, bem como associagdo estatisticamente
significativa deste grupo com o grau de colagenizacdo intenso (p = 0,010). Para todos 0s grupos,
constatou-se uma maior propor¢do de casos com intensa vascularizacdo, apresentando infiltrado
inflamatorio de moderado a intenso e com distribuicdo focal (p > 0,05). Quanto & analise imuno-
histogquimica, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos em
relacdo aos IPs para o Ki-67 no revestimento epitelial (p > 0,05). No tecido conjuntivo, CGIDs, HGIs
e GSs apresentaram baixos IPs para o Ki-67 (p > 0,05). No tocante aos IPs para o Bcl-2 no epitélio, a
maior média foi encontrada no grupo de CGID (p = 0,061). Por sua vez, no tecido conjuntivo, CGIDs
revelaram maior nimero de casos imunopositivos para o Bcl-2 (45,0%), mas sem diferencas entre 0s
IPs em relacdo as HGIs e GSs (p > 0,05). Ndo foram constatadas diferencas estatisticamente
significativas nos IPs para o Ki-67 e para o Bcl-2 em relacdo as caracteristicas histomorfoldgicas dos
CGIDs, HGIs e GSs (p > 0,05). Além disso, ndo foram observadas correlagdes estatisticamente
significativas entre os IPs para 0 Ki-67 e para o Bcl-2, em nenhum dos trés grupos. Portanto, os
achados do presente estudo sugerem que o aumento da proliferacdo e a diminuigdo da apoptose dos
fibroblastos ndo estdo envolvidos na patogénese dos CGIDs. Por outro lado, o padrdo morfolégico das
cristas epiteliais alongadas, observadas nessas lesbes, poderiam ser decorrentes da inibicdo da

apoptose dos ceratindcitos e ndo do aumento na proliferacéo destes tipos celulares.

Palavras-chave: Hiperplasia gengival. Hipertrofia gengival. Apoptose. Proliferacdo celular. Imuno-

histoquimica.



ABSTRACT

Considering that the imbalance between apoptosis and cell proliferation may play an important role in
the pathogenesis of drug-induced gingival overgrowth (DIGO), the present study aimed to evaluate the
immunohistochemical expression of Ki-67 and Bcl-2 proteins and their relationship with
histomorphologic features in DIGOs and inflammatory gingival hyperplasias (IGHs), compared with
specimens of healthy gingiva (HG). The study was descriptive-analytical, cross-sectional,
observational, qualitative and quantitative. The sample consisted of 20 cases of DIGO, 20 cases of
IGH and 20 cases of HG, which underwent histomorphologic and immunohistochemical analysis. In
histomorphologic analysis, the following aspects were evaluated: presence of elongated epithelial rete
pegs, degree of collagenization, degree of vascularization, intensity and distribution of the
inflammatory infiltrate. In immunohistochemical study, the labeling indexes (LIs) for anti-Ki-67 and
anti-Bcl-2 antibodies were determined, both in epithelial and connective tissue of specimens. The
histomorphologics results revealed presence of elongated epithelial rete pegs toward the connective
tissue only in DIGOs, as well as statistically significant association of this group with intense degree
of collagenization (p = 0.010). For all groups it was found a higher proportion of cases with intense
vascularization, and moderate to intense inflammatory infiltrate with focal distribution (p > 0.05).
With respect to immunohistochemical analysis, there were no statistically significant differences
between groups regarding the Ki-67 Lls in the epithelial lining (p > 0.05). In the connective tissue,
DIGOs, IGHs and HGs showed low Ki-67 LIs (p > 0.05). Regarding the Bcl-2 LlIs in the epithelium,
the highest mean was found in the group of DIGO (p = 0.061). In turn, in connective tissue, DIGOs
showed higher number of immunopositive for Bcl-2 (45.0%) in comparison with IGHs and HGs, but
no differences regarding LIs (p > 0.05). There were no statistically significant differences in Ki-67 and
Bcl-2 Lls in relation to the histomorphologic characteristics of DIGOs, IGHs and HGs (p > 0.05).
Furthermore, in all groups, there were no statistically significant correlations between Ki-67 and Bcl-2
LIs. Therefore, the findings of this study suggest that neither increased fibroblast proliferation nor
reduced fibroblast apoptosis is involved in the pathogenesis of DIGOs. On the other hand, the
morphology of elongated epithelial rete pegs observed in these lesions may be due to inhibition of

apoptosis of keratinocytes rather than an increase in the proliferation of these cell types.

Key-words: Gingival hyperplasia. Gingival hypertrophy. Apoptosis. Cell proliferation.

Immunohistochemistry.
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Do inglés transforming growth factor, traduzido como fator transformador de

crescimento.



TIMP Do inglés tissue inhibitor of metalloproteinase, traduzido como inibidor
tecidual de metaloproteinase.

TNF Do inglés tumor necrosis factor, traduzido como fator de necrose tumoral.
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1 INTRODUCAO

Os tecidos periodontais permanecem constantemente em uma situacdo de injuria e
reparo. O crescimento gengival corresponde a qualquer condicdo clinica na qual ocorre um
aumento no tamanho da gengiva, sendo causada por uma variedade de estimulos, sejam eles
locais ou sistémicos (PEREZ et al., 2004; CORREA et al., 2011). Esses multiplos fatores
incluem inflamac&o, doencas sistémicas e neoplasias, podendo ser idiopatico, secundario a
uma deficiente higiene bucal, ao uso de medicamentos, a condi¢bes genéticas ou a outros
estados fisiologicos especificos, como a gravidez (KHERA, ZIRWAS, ENGLISH, 2005;
CHANG, YANG, LAlI, 2012).

O crescimento gengival induzido por drogas (CGID) é um efeito colateral da
administragcdo de alguns medicamentos, tais como anticonvulsivantes, imunossupressores e
bloqueadores de canais de calcio (BCCs) (CONDE et al., 2009; CHANG, YANG, LAl,
2012). A ciclosporina A (CSA), a fenitoina e a nifedipina sdo as drogas que produzem
alteracdes mais significativas em termos de prevaléncia e severidade do crescimento gengival,
embora continuem a representar a primeira escolha na prevencdo da rejeigcéo de transplantes,
na prevencdo de convulsbes epilépticas e no tratamento da hipertensdo, respectivamente
(BUDUNELI et al., 2007; SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011).

Desde o primeiro relato de CGID por Kimbal, em 1939, vérios estudos tém sido
realizados na tentativa de compreender os fatores que atuam sobre esse processo (SOUSA,
NAVARRO, SPOSTO, 2011). Clinica e histologicamente o crescimento gengival induzido
por diferentes farmacos é indistinguivel, mostrando prevaléncias diferentes entre os agentes,
todavia, permanece desconhecido porque drogas com agbes farmacologicas diferentes
induzem crescimentos gengivais similares (BUDUNELI et al., 2007; SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).

Os tecidos gengivais sdao submetidos a situacBes de injuria, reparo e remodelacéo.
Esses eventos sdo regulados por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, tais como
interleucina (IL) e prostaglandina, produzidos por células inflamatérias, como macréfagos e
linfcitos e, em menor extensdo, por fibroblastos (CORREA et al., 2011).

Para manter a arquitetura normal do epitélio gengival, os eventos em serie de
crescimento, diferenciacdo e morte sdo estritamente modulados. Esse fenémeno de

homeostase tissular envolve a integracdo entre a diferenciagéo epitelial e a apoptose, num
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equilibrio entre a proliferacdo e a morte celulares (SHIMIZU et al., 2002; BUDUNELI et al.,
2003).

Acredita-se que o CGID constitui uma alteracdo histomorfoldgica resultante dos
efeitos adversos da medicacédo sobre os fibroblastos e a matriz extracelular (MEC) (SOUSA,
NAVARRO, SPOSTO, 2011). Foi proposto que determinadas drogas poderiam reagir com
uma subpopulagdo fenotipicamente distinta de fibroblastos gengivais, estimulando a sua
proliferacdo e a sintese de proteinas (BUDUNELLI et al., 2007).

Embora a etiopatogenia do CGID néo seja conhecida definitivamente, tal desordem
parece ser induzida pelo rompimento da homeostase entre a sintese e a degradacdo de
colageno e outros componentes da MEC (CHANG, YANG, LA, 2012), bem como entre 0s
fendmenos de proliferacdo e apoptose celulares envolvendo o epitélio e o tecido conjuntivo
gengivais.

Considerando que o desequilibrio entre a apoptose e a proliferacdo celulares parece
exercer um importante papel na patogénese do CGID, o presente estudo se propds a avaliar a
expressao imuno-histoquimica das proteinas Ki-67 e Bcl-2 e a sua relacdo com as
caracteristicas histomorfologicas em CGIDs e hiperplasias gengivais inflamatérias (HGIs),

em comparagdo com espécimes de gengiva saudavel (GS).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CRESCIMENTO GENGIVAL

O crescimento gengival compreende qualquer condicdo clinica na qual é observado
um aumento do tamanho da gengiva, representando uma caracteristica comum da doenca
gengival (MARAKOGLU et al., 2004; MUKHOPADHYAY, 2009; CORREA et al., 2011). A
terminologia aceita atualmente para essa condicdo € alargamento gengival ou crescimento
gengival, que sdo termos estritamente descritivos clinicos (MUKHOPADHYAY, 2009).
Portanto, o crescimento gengival nem sempre estd vinculado a uma alteracdo da quantidade
de células do tecido (hiperplasia), podendo ser consequéncia de uma alteracdo no volume dos
constituintes celulares (hipertrofia) ou ainda da MEC, quando ndo ocorre uma associagdo
desses acontecimentos (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). Porém, de acordo com
Buduneli et al. (2007), essas lesdes proliferativas nem representam uma hipertrofia celular
nem uma hiperplasia.

Hiperplasia é o termo histolégico usado para descrever um aumento no tamanho de
um tecido ou um 6rgdo, produzido pelo aumento do nimero de componentes celulares e
representa uma resposta & demanda funcional, resultando em células capazes de promover
divisbes mitdticas quando estimuladas a intensificar suas atividades (MARAKOGLU et al.,
2004; PEREZ et al., 2004). Por sua vez, o termo hipertrofia é o0 aumento do tamanho de um
6rgdo ou tecido em consequéncia do aumento do tamanho de seus componentes celulares
individuais. Dessa maneira, um organismo hipertrofiado ndo tem células novas, mas sim
células maiores. O aumento no volume celular ocorre devido a uma sintese dos componentes
ultraestruturais em maior nimero, por exemplo, o acimulo de glicosaminoglicanos (GAGS)
no tecido conjuntivo gengival. Assim, a hipertrofia e a hiperplasia estdo bem correlacionadas
e, muitas vezes, desenvolvem-se concomitantemente (AUAD, QUIRINO, 2000).

H& muitos tipos de crescimentos gengivais, que variam de acordo com a etiopatogenia,
sendo causados por uma multiplicidade de estimulos (MARAKOGLU et al., 2004; CORREA
et al.,, 2011). Os crescimentos gengivais representam uma resposta exacerbada do tecido
gengival a condicdes de etiologia variada, sejam elas locais ou sisttmicas (PEREZ et al.,
2004). O crescimento gengival pode estar associado a ingestdo de drogas, ser idiopatico, isto
é, sem uma causa extrinseca aparente ou ainda ser resultante de um componente hereditéario,

como é o caso da fibromatose gengival hereditaria — condi¢do rara que é transmitida aos
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descendentes por um gene autossomico de carater dominante ou recessivo. As neoplasias
malignas, como as leucemias, também se manifestam na cavidade bucal como um
crescimento gengival generalizado (LISBOA, 2004; PEREZ et al., 2004).

Dentre as doencas periodontais, o crescimento gengival de origem inflamatdria é
causado pela presenca de biofilme dental e irritantes locais, como o célculo dentéario, sendo
frequentemente chamado de HGI, enquanto que o crescimento gengival de origem né&o
inflamatdria é produzido por outros fatores (LISBOA, 2004; MARAKOGLU et al., 2004;
MUKHOPADHYAY, 2009). Vale ressaltar que mudancas hormonais durante a puberdade e a
gravidez, o uso de certos medicamentos e o uso de aparelho ortodontico podem resultar em
crescimento gengival (GURSQY et al., 2007; MUKHOPADHYAY, 2009).

Com relacdo ao uso de medicamentos, sabe-se que algumas drogas ministradas
sistemicamente podem afetar os tecidos periodontais de protecdo, modificando a resposta
inflamatoria e imunolégica (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). Tais drogas podem
afetar a composi¢do do biofilme, o metabolismo dos tecidos gengival e 6sseo, o fluxo e a

composicao do fluido gengival e a secrecdo da saliva (PEREZ et al., 2004).

2.2 HIPERPLASIA GENGIVAL INFLAMATORIA

A HGI ¢ considerada o mais frequente dos processos proliferativos reacionais nao
neoplasicos (PEDRON et al., 2009). Geralmente, esta condi¢do esta relacionada a fatores
irritantes crénicos de baixa intensidade, como por exemplo, em decorréncia da presenca de
doencas periodontais, como consequéncia do acimulo de célculos e biofilme dentarios, assim
como da propria inflamacéo e infecgdo gengivais (CARRANZA, NEWMAN, TAKEI, 2007).
Além disso, pode-se citar a presenca de outros fatores irritantes locais, como proteses mal
adaptadas, aparelhos ortoddnticos e bordas de restauraces excessivas, sendo ainda relatada a
possibilidade da resposta ndo usual do hospedeiro frente ao irritante local ser exacerbada por
alteracdes hormonais (CARRANZA, NEWMAN, TAKEI, 2007; PEDRON et al., 2009).

Os processos proliferativos na gengiva de origem inflamatéria caracterizam-se,
geralmente, pelo aumento de tecido gengival, que emergem da papila interdentaria ora bem
delimitados como nodulos ora difusos como massas teciduais (PEDRON et al., 2009). No
estagio inicial, a gengiva inflamada apresenta consisténcia flacida, superficie lisa e brilhante,
coloragéo eritematosa, aspecto edematoso, com sangramento ao toque e durante o atrito da
mastigacdo, do uso da escova e do fio dental (OLIVEIRA et al., 2005; KHERA, ZIRWAS,
ENGLISH, 2005; CARRANZA, NEWMAN, TAKEI, 2007). Nos estagios mais avangados,
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apresenta consisténcia fibrosa, coloracao rdsea, sintomatologia variavel e perda do aspecto de
normalidade da superficie (casca de laranja), podendo exibir ainda a superficie ulcerada, sob
trauma de oclusdo (CARRANZA, NEWMAN, TAKEI, 2007; PEDRON et al., 2009).

Tais alteragdes gengivais sdo mais comuns no género feminino em decorréncia dos
niveis elevados de progesterona na gestacdo ou a utilizacdo de contraceptivos orais; assim
como em pacientes com doencas sistémicas, como o diabetes mellitus; déficit do estado
nutricional (proteinas, acido félico e zinco); respiracdo bucal; e tabagistas (KHERA,
ZIRWAS, ENGLISH, 2005; NEVILLE et al., 2009; PEDRON et al., 2009).

O quadro histopatoldgico da HGI €é caracterizado por um epitélio pavimentoso
estratificado paraceratinizado que emite projecdes em dire¢édo ao tecido conjuntivo. A lamina
prépria é constituida por tecido conjuntivo denso, bem celularizado e colagenizado, permeado
por um intenso infiltrado inflamatdrio cronico mononuclear. Areas de fibrose, hiperemia,
edema e hemorragia podem ainda estar presentes (NEVILLE et al., 2009; PEDRON et al.,
2009). Encontram-se acentuadas alteracGes na rede de vasos sanguineos, capilares e também
na populacdo leucocitaria. Células inflamatorias como linfdcitos, macréfagos e neutréfilos séo
possiveis de serem detectadas. O progresso da doenca periodontal € caracterizado por um
infiltrado inflamatdrio crénico, onde os linfécitos T e B juntamente com os plasmacitos sao as
células predominantes (SILVEIRA, ALVES, 2009).

Diversas modalidades de tratamentos foram sugeridas. Primeiramente, deve-se iniciar
pela remocdo dos fatores causais atraves do tratamento periodontal basico, que inclui sesses
de raspagem, alisamento e polimento corono-radiculares e orientacdo de higiene bucal
(CARRANZA, NEWMAN, TAKEI, 2007). Tratamentos cirdrgicos diversificados também
sdo preconizados, como a excisao total da lesdo. Esse procedimento pode ser realizado através
da técnica de gengivectomia em dois passos, utilizando-se a eletrocoagulacdo seguida de
procedimentos de raspagem e alisamento radiculares. No caso da presenca de bolsa
periodontal, com perda de insercdo, ha necessidade da realizacdo da técnica do retalho, além
de uma rigorosa curetagem na base da lesdo, com o intuito de evitar a recorréncia
(CARRANZA, NEWMAN, TAKEI, 2007; PEDRON et al., 2009).

2.3 CRESCIMENTO GENGIVAL INDUZIDO POR DROGAS
Dentre os efeitos adversos provocados por medicamentos de uso sistémico, é de

fundamental interesse na Odontologia o crescimento gengival, sendo por isso chamado de
CGID (PIRES, LAGES, 2003; FONSECA et al., 2010).
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A razdo da localizacdo desse efeito na gengiva é desconhecida. Acredita-se que é
possivel que o tecido gengival esteja exposto a concentragcdes mais altas dessas drogas do que
0s outros tecidos, ora através da corrente sanguinea ora a partir da cavidade oral por meio do
epitélio crevicular (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001). Em geral, a presenca de dente, de uma
fenda gengival e do biofilme é essencial para gerar o CGID, sugerindo que a presenca do
fluido crevicular gengival pode ser importante para o crescimento da gengiva (SATO et al.,
2005).

No sistema atual de classificacdo das doencas periodontais, 0 CGID foi classificado
dentro do grande grupo de doencas gengivais induzidas por biofilme. Dessa forma, seu
desenvolvimento e sua severidade foram apontados como sendo influenciados pelo acimulo
de biofilme (CORREA et al., 2011).

O CGID ¢ uma preocupacdo fundamental na pratica clinica uma vez que, a depender
de sua severidade, podera causar problemas funcionais, como na mastigacdo; estéticos,
através de uma aparéncia desagradavel; e fonéticos, em decorréncia dos problemas de erupcao
dentaria, independentemente das dosagens e das concentracdes das drogas (OLIVEIRA et al.,
2003; RAMALHO et al., 2003; GURKAN et al., 2009). Além disso, tal condicdo patoldgica
esta se tornando um problema muito mais frequente em virtude do grande nimero de pessoas
que vem se tratando com determinadas drogas que causam o crescimento gengival, em funcéo
do aumento das prescricdes (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; CORREA et al., 2005).

Atualmente, trés categorias de drogas estdo associadas ao crescimento gengival,
incluindo os imunossupressores, 0s BCCs e os anticonvulsivantes (OLIVEIRA et al., 2003;
RAMALHO et al., 2003; PEREZ et al., 2004; TAMAMORI et al., 2005; KATAOKA et al.,
2005; CORREA et al., 2005; CONDE et al., 2011). Varias drogas induzem o crescimento
gengival, entretanto a fenitoina, a ciclosporina e a nifedipina produzem alteracGes
significativas em termos de prevaléncia e severidade dessa doenca (SOUSA, NAVARRO,
SPOSTO, 2011). Ressalta-se que drogas com estruturas quimicas e indicaces terapéuticas
diversas sdo capazes de induzir crescimentos gengivais semelhantes sob o ponto de vista
clinico e histologico (PEREZ et al., 2004; CASTRO, 2006).

2.3.1 Etiopatogenia e fatores de risco
O exato mecanismo da patogénese do CGID permanece obscuro, apesar de existirem

varias teorias com relacdo & etiologia dessa alteracdo (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001,
PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004; SPOLIDORIO et al., 2005; BUDUNELI et al.,
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2007; GURKAN et al., 2009). O crescimento gengival tem sido associado a presenga de uma
subpopulacdo geneticamente determinada de fibroblastos sensiveis & droga, que culmina no
aumento do seu numero em virtude de um metabolismo diferente e uma atividade
proliferativa anormal, quando comparados aos fibroblastos de gengivas saudaveis, ou ao
aumento no volume de colageno extracelular devido ao aumento de sua sintese ou a
diminuicdo de sua degradacdo ou ambos (PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004,
SPOLIDORIO et al., 2005).

O CGID ocorre provavelmente como consequéncia de um distarbio no equilibrio
homeostatico entre a sintese e a degradacdo das moléculas da MEC; de uma interferéncia na
razdo da proliferacdo de fibroblastos; ou da acumulagdo de fibroblastos pela inibicdo da
apoptose, prolongando assim a vida da célula (SPOLIDORIO et al.,, 2005; BULUT,
OZDEMIR, 2007; CORREA et al. 2011).

Niimi et al. (1990) relataram que a proliferagdo epitelial ndo aumenta no CGID,
especulando, portanto, que o que ocorre € um prolongamento da vida dos ceratinécitos,
resultando no espessamento do epitélio gengival.

Sugere-se ainda que a interacdo entre a droga e os fibroblastos gengivais é célcio-
dependente, uma vez que as drogas que afetam o metabolismo intracelular de célcio ou o seu
transporte podem estimular fibroblastos gengivais (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS,
2009). Além disso, acredita-se que as drogas indutoras do crescimento gengival, pelo mesmo
mecanismo de acdo de inibi¢do do fluxo de célcio para o interior das células, podem provocar
uma reducdo da secrecdo da colagenase, diminuindo a degradacdo do colageno e, por
conseguinte, promovendo o crescimento gengival (LISBOA, 2004).

As reacOes inflamatdrias que ocorrem na gengiva resultam da interacdo entre as
drogas, os fibroblastos e o biofilme. As drogas podem influenciar diretamente a resposta
inflamatdria, afetando naturalmente o infiltrado celular e a producdo de vérias citocinas,
prostaglandinas e fatores de crescimento que podem refletir no controle da matriz de
colageno, alterando a sua sintese e a funcdo proliferativa dos fibroblastos gengivais e das
células epiteliais, sendo tais proliferacdes celulares responsaveis pelo aumento de volume do
tecido gengival (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; PIRES, LAGES, 2003; CASTRO, 2006).
Todos esses fatores sdo de fundamental importancia para a fisiopatologia do crescimento
gengival (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001).

O papel do biofilme na inducéo da inflamacdo gengival reflete os diferentes efeitos
dos lipopolissacarideos (LPSs) bacterianos sobre o tecido gengival, podendo ser este, 0 LPS,

um importante componente das células bacterianas responsavel pela acdo citotoxica sobre os
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fibroblastos gengivais. Além disso, a irritacdo tecidual pode provocar proliferacdo dos
elementos fibrosos dos tecidos gengivais, que pode ser acentuada por algum fator
predisponente sistémico (PIRES, LAGES, 2003).

A etiopatogenia do CGID apresenta um componente multifatorial (AUAD, QUIRINO,
2000; SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011). As diferengas na resposta gengival do uso de
drogas que causam crescimento ocorrem devido ao amplo numero de variaveis inter e intra-
pacientes, sendo a incidéncia e a severidade dependentes da interacdo de varios fatores
(ROMITO et al., 2003; LISBOA, 2004).

As varidveis demograficas que tém sido identificadas como fatores de risco para o
CGID incluem: a idade e o género (PIRES, LAGES, 2003; OLIVEIRA et al., 2003; ROMITO
et al., 2003; LISBOA, 2004; MARAKOGLU et al., 2004; FONSECA et al., 2010; COTA et
al., 2010; SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011). Os individuos jovens sao mais susceptiveis
ao crescimento gengival do que os adultos, pois as alteracbes do metabolismo andrégeno
podem estar ligadas a essa predisposi¢cdo. Dessa forma, criancas e adolescentes apresentam
um aumento do metabolismo dos fibroblastos ou mudancas hormonais comuns nessa faixa
etaria, que explicariam a frequéncia maior de tal condicdo patolégica (CONDE et al., 2011).
Ja a questdo hormonal justifica o fator género, uma vez que, nas mulheres, os niveis de
progesterona sdo maiores e tal hormdnio causa um decréscimo na sintese de GAGs que, por
sua vez, se encontram aumentados no crescimento gengival. Sendo assim, a progesterona
reduz a severidade do crescimento, fazendo com que no homem essa condi¢do seja mais
acentuada (OLIVEIRA et al.,, 2003). Em modelos experimentais em ratos, foi sugerido
também que machos sdo mais susceptiveis ao crescimento gengival devido, possivelmente,
aos niveis de progesterona serem menores do que em fémeas (CONDE et al., 2011). No
estudo de Thomas et al. (2000), com pacientes transplantados renais, os quais fazem uso da
ciclosporina, foi constatado que ndo houve uma correlacdo entre o sexo, a idade e o
crescimento gengival.

Quanto as variaveis farmacoldgicas, pode-se citar: a dose, a duracdo da terapéutica; a
concentracdo sérica, plasmatica e salivar; os metabolitos da droga e a associacdo de
medicacbes (AUAD, QUIRINO, 2000; DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; PIRES, LAGES,
2003; OLIVEIRA et al., 2003; ROMITO et al., 2003; LISBOA, 2004; MARAKOGLU et al.,
2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTQOS, 2009; COTA et al., 2010; FONSECA et al., 2010).

As concentragdes elevadas da droga no tecido gengival podem iniciar ou potencializar
as mudangas gengivais (LISBOA, 2004). Além disso, a identificacdo da droga e a duracio da

dose véo determinar o grau de inflamacdo, a fibrose e a celularidade (BUDUNELI et al.,
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2007). Ha evidéncias de que as concentracdes das drogas nos tecidos gengivais interagem
com mediadores quimicos inflamatorios, estimulando a atividade dos fibroblastos, levando
assim a um desequilibrio da homeostase local, que eventualmente resulta na observacdo
clinica de crescimento gengival. Contudo, provavelmente, a severidade do crescimento
gengival ndo tem sido adequadamente correlacionada as varidveis farmacoldgicas porque 0s
eventos que determinam o crescimento gengival dependem mais dos fatores locais do que dos
niveis de circulacdo plasmatica da droga (SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011).

Com relacdo aos fatores locais, pode-se incluir como variavel periodontal capaz de
influenciar o crescimento gengival, o biofilme dental que pode ser considerado um
reservatorio para a droga, perpetuando assim o crescimento gengival como consequéncia do
aumento da retencdo desse biofilme em bolsas gengivais (PIRES, LAGES, 2003; OLIVEIRA
et al., 2003; LISBOA, 2004; TAMAMORI et al., 2005; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS,
2009; FONSECA et al., 2010; CONDE et al., 2011; SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011;
TAKEUCHI et al., 2011). Entretanto, como grande parte das evidéncias foi compilada de
estudos cruzados, permanece a duvida se o biofilme é um fator contribuinte ou uma
consequéncia das alteracdes gengivais (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).

O acumulo de biofilme é consequéncia de outro fator de risco, que é a ma higiene
bucal resultando na inflamacdo gengival, a qual, por sua vez, exacerba o aumento de volume
da gengiva (PIRES, LAGES, 2003; MARAKOGLU et al., 2004; LISBOA, 2004; PEREZ et
al., 2004; TORREZAN et al., 2005; TAMAMORI et al., 2005; BUDUNELI et al., 2007;
SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011; CONDE
etal., 2011; TAKEUCHI et al., 2011).

A correlacgdo entre o crescimento gengival e ma higiene bucal é positiva e significante.
Na observacao dos pacientes com excelente higiene bucal, o crescimento gengival encontra-se
reduzido ou ausente e, por esse motivo, 0 crescimento gengival mais evidente ocorre nas
regides com ma higiene bucal (AUAD, QUIRINO, 2000; PEREZ et al., 2004). A higiene
bucal ndo s6 determina o grau de inflamacdo, como também a fibrose e a celularidade
(BUDUNELI et al., 2007).

A atividade inflamatoria local ainda pode agir como fator modificador da concentracéo
tecidual do medicamento e, dessa forma, um maior comprometimento periodontal podera
ocorrer devido a uma maior concentracdo da droga resultante da hiperemia inflamatoria na
gengiva (TORREZAN et al., 2005).

Vale ressaltar também como variaveis periodontais, a habilidade do paciente para um

controle adequado do biofilme, a presenca de calculo, a extensdo da destruicao periodontal e 0
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nimero de dentes presentes (AUAD, QUIRINO, 2000; OLIVEIRA et al., 2003; PIRES,
LAGES, 2003; ROMITO et al., 2003; LISBOA, 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS,
2009; COTA et al., 2010). Entretanto, a influéncia individual de cada um desses fatores ainda
é desconhecida e até hoje nenhuma associacédo foi estabelecida. Pode-se incluir ainda outras
variaveis, tais como: condigdes sistémicas, ativacdo das citocinas induzidas por drogas e
fatores genéticos (ROMITO et al., 2003; PIRES, LAGES, 2003; SOUZA, CHIAPINOTTO,
MARTOS, 2009; FONSECA et al., 2010; SOUSA, NAVARRO, SPOSTO, 2011; CONDE et
al., 2011).

Existem fortes evidéncias de que as citocinas e os fatores de crescimento estéo
envolvidos na patogénese do crescimento gengival (COTA et al., 2010). Algumas citocinas e
fatores de crescimento foram encontrados em niveis elevados nos tecidos com crescimento
gengival, incluindo especialmente a IL-6, assim como também a IL-1, o fator de crescimento
derivado de plaquetas B (PDGF-B), o fator de crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2), o fator
transformador de crescimento B (TGF-B) e o fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTGF) (CORREA et al., 2011).

A IL-6, uma citocina pro-inflamatdria, é conhecida ndo apenas por mediar sinais
importantes na inflamacdo gengival, como também por exercer um importante papel na
patogénese do crescimento gengival (KIM et al., 2002). A IL-6 parece influenciar os eventos
fibrogénicos do CGID, sendo os fibroblastos as células-alvo, estimulando tanto a proliferacdo
fibroblastica como exercendo uma regulacéo positiva sobre o colageno e a sintese de GAGs
(COTA etal., 2010).

Os fatores de crescimento séo polipeptideos que podem agir local ou sistemicamente,
regulando importantes eventos celulares como: diferenciacdo celular, quimiotaxia,
proliferacdo e sintese de MEC. O PDGF esta envolvido em inimeros eventos bioldgicos,
incluindo aumento da vascularizacdo tissular, quimiotaxia, aumento do nimero de células
produtoras de colageno, estimulo da producdo de tecido de granulacdo, entre outros
(TOFFANI, MELLO, CURY, 2011).

Os fibroblastos podem ser ativados por uma ampla variedade de mediadores
bioldgicos. Citocinas pré-inflamatorias, como por exemplo o fator de necrose tumoral (TNF)
e fatores de crescimento, a exemplo do PDGF, FGF, TGF e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) séo liberados por células epiteliais, macrofagos, plaquetas, células endoteliais e
fibroblastos, no periodonto inflamado. Os efeitos desses agentes tém sido largamente
estudados e incluem o estimulo a proliferacdo e migracdo celulares e a sintese de proteinas da

MEC. Esses mediadores bioldgicos induzem uma cascata de sinais intracelulares em
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fibroblastos que podem alterar a atividade de sintese, o pH intracelular, o transporte de
precursores biossintéticos e a expressao génica (RAWAL, WALTERS, 2005).

As respostas adversas do tecido gengival ao uso de determinadas drogas, encontradas
dentro de uma determinada populacdo, também ocorre devido a predisposi¢do genética, uma
vez que h& variagBes na susceptibilidade do crescimento gengival e diferencas nas respostas
individuais (ROMITO et al., 2003; COTA et al., 2010). Essa susceptibilidade individual que
deriva de fatores genéticos e influéncias ambientais determina o grau de inflamacao, a fibrose,
a celularidade e a presenca de uma subpopulacao, geneticamente determinada, de fibroblastos
sensiveis a droga (PEREZ et al., 2004; BUDUNELI et al., 2007).

Através do polimorfismo genético, ocorre uma variagdo na producdo de citocinas e
receptores celulares, resultando em expressao alterada ou alterac6es funcionais das moléculas
codificadas, que possivelmente aumentam a susceptibilidade individual a determinada doenca
ou até mesmo a severidade dessa doenca (COTA et al., 2010).

Enquanto muitos estudos tém mostrado um certo grau de associa¢do entre 0
crescimento gengival e diferentes variaveis, outros ndo conseguiram demonstrar associaces
significativas (COTA et al., 2010).

2.3.2 Caracteristicas clinicas

O crescimento gengival induzido por diferentes farmacos é virtualmente indistinguivel
(SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). A aparéncia clinica dos crescimentos
gengivais é semelhante, mas exibe diferentes graus de inflamacédo e fibrose (SUME et al.,
2010). A referida alteracdo representa um aumento macroscopico em volume e tamanho da
gengiva, indolor, com aspecto lobular e irregular, sendo mais prevalente em criancas e
adolescentes (MARAKOGLU et al., 2004; LISBOA, 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO,
MARTOS, 2009).

Para que as alteragdes do CGID iniciem ou se potencializem, é necessaria uma
concentracdo minima do farmaco (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTQOS, 2009). O aumento
de volume tem inicio, em um paciente susceptivel, entre um a trés meses ap0s o inicio da
terapia com um padrdo de desenvolvimento variado entre os individuos, mas alcanga um
“estado de equilibrio” frequentemente ap6s um ano de ingestdo da medicacdo (RAMALHO et
al., 2003; LISBOA, 2004; PEREZ et al., 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009;
FONSECA et al., 2010; CONDE et al., 2011; CORREA et al., 2011).
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O CGID afeta quase que exclusivamente individuos dentados, ressaltando o
acometimento também ao redor de dentes deciduos e de implantes dentéarios, porém esse
efeito colateral ja foi relatado em pacientes edéntulos, mesmo tendo sido afirmado que areas
com auséncia de dentes nio sdo acometidas pelo crescimento gengival (LISBOA, 2004;
PEREZ et al., 2004; CONDE et al., 2011; CORREA et al., 2011).

Toda a arcada dentéaria pode ser afetada pelo crescimento gengival, mas o segmento
anterior e a regido mandibular parecem ser as areas mais propensas ao desenvolvimento de tal
condicio (RAMALHO et al., 2003; LISBOA, 2004; PEREZ et al., 2004; SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; FONSECA et al., 2010; CORREA et al., 2011). Todavia,
a regido superior também é citada como a mais acometida pelo crescimento gengival, sendo
mais severa proxima aos caninos (PEREZ et al., 2004; CONDE et al., 2011).

O crescimento gengival € mais proeminente na superficie vestibular da gengiva do que
na face lingual ou palatina, ficando restrito a largura da faixa de mucosa ceratinizada, sem se
estender além da juncdo mucogengival, ou seja, sem envolver a mucosa alveolar (DAS,
PARKAR, OLSEN, 2001; PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004; LISBOA, 2004;
SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; FONSECA et al., 2010).

O aumento gengival surge na papila interdentéria, adquire uma aparéncia lobulada,
aumenta de tamanho, ultrapassa 0s espacos interproximais e, finalmente, estende-se para a
superficie dentéaria de forma localizada ou envolvendo toda a gengiva, nos estdgios mais
avancados, chegando, por vezes, a cobrir as coroas dos dentes. Dessa maneira, pode interferir
na oclusdo, na fonética, na mastigacdo, na estética e na higiene dental, resultando em um
grande risco de infeccdo, que pode levar a septicemia e ao aumento do risco de carie e de
doenca periodontal. Além disso, pode causar problemas psicoldgicos e induzir dificuldades
nutricionais (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; RAMALHO et al., 2003; PEREZ et al., 2004;
LISBOA, 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; FONSECA et al., 2010;
CONDE et al., 2011; CORREA et al., 2011).

A apresentacdo clinica do CGID varia de uma condicdo nado-inflamat6ria, com
consisténcia firme, aparéncia fibrosa e coloracdo rosea até uma condicdo de origem
inflamatdria, com aspecto amolecido, superficie brilhante e sem pontilhado, além de &reas
edemaciadas, hiperémicas ou cianoticas e com tendéncia ao sangramento espontaneo ou ao
toque (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; RAMALHO et al., 2003; PIRES, LAGES, 2003;
LISBOA, 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; CONDE et al., 2011).
Raramente h& migracdo apical do epitélio juncional e, por isso, sdo criados pseudobolsas

profundas quando o acimulo de tecido continua. Tal crescimento dificulta a higiene bucal e,
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dessa forma, o acimulo do biofilme confere a hiperplasia gengival um aspecto hiperémico,
edematoso e hemorragico (PEREZ et al., 2004). Sendo assim, é importante observar que a
mudanca no contorno gengival observada no CGID pode, pelo menos, ser exacerbada pela
inflamacédo local, levando a formacdo de um tecido edematoso, que facilita o acimulo de
biofilme e perpetua o ciclo (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).

2.3.3 Caracteristicas histopatoldgicas

As caracteristicas histopatologicas dos CGIDs ndo mostram diferencas em relacdo ao
tipo de droga administrada (RAMALHO et al., 2003; PEREZ et al., 2004; SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOQOS, 2009). Essa alteracdo patologica constitui-se da presenca de
epitélio pavimentoso estratificado paraceratinizado, com um certo grau de hiperplasia, de
espessura variavel, resultado da excessiva proliferacdo epitelial (DAS, PARKAR, OLSEN,
2001; RAMALHO et al., 2003; PEREZ et al., 2004; BUDUNELI et al., 2007; TAKEUCHI et
al., 2011). Além disso, sdo observados hiperplasia do epitélio juncional, hipertrofia do epitélio
ceratinizado e cristas epiteliais alongadas, que penetram no tecido conjuntivo subepitelial,
produzindo feixes irregulares de fibras colagenas (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; SHIMIZU
etal., 2002; RAMALHO et al., 2003; PEREZ et al., 2004; BUDUNELI et al., 2007; SUME et
al., 2010; CORREA et al., 2011; TAKEUCH] et al., 2011).

O grande aumento, em volume, do tecido gengival ocorre devido a grande expansdo
do compartimento de tecido conjuntivo, que apresenta como principal caracteristica a
fibroplasia e um acimulo de componente colagenoso 0s quais apresentam caracteristicas de
sintese e secrecdo ativa de proteinas, com reduzida toxicidade ou mudancas degenerativas
(PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004; TAKEUCHI et al., 2011). Todavia, ressalta-se
gue ndo ha aumento na densidade relativa de fibroblastos e colageno extracelular com relacéo
a gengiva normal, sendo por isso considerado como um crescimento gengival (RAMALHO et
al., 2003).

Ainda no tecido conjuntivo, podem ser encontradas as seguintes alteragdes: aumento
numérico de fibroblastos especializados, chamados miofibroblastos, responsaveis pela
producdo elevada de colageno, sendo esse colageno bioquimicamente diferente daquele da
gengiva normal, com duas vezes mais o tipo Il e menos o tipo I; presenca de densos feixes de
fibras colagenas arranjadas irregularmente e entremeados por fibroblastos; presenca
abundante de substancia fundamental amorfa; aumento significativo da MEC; e, por fim,
fibrose da lamina prépria (SHIMIZU et al., 2002; RAMALHO et al., 2003; PIRES, LAGES,
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2003; PEREZ et al., 2004; BUDUNELI et al., 2007; SOUZA, NAVARRO, SPOSTO, 2011,
TAKEUCHI et al., 2011; CORREA et al., 2011).

Os fibroblastos gengivais constituem os principais tipos celulares encontrados no
tecido conjuntivo, sendo responsaveis pela manutencdo e reparo desse tecido e ainda
desempenham um papel primordial no processo de crescimento da gengiva, por serem
responsaveis pela producdo e renovacdo da MEC (TAKEUCHI et al., 2011). Sabe-se que 0s
fibroblastos, atraves da atividade de suas subpopulacdes, apresentam heterogeneidade
funcional, tais como: maior potencial proliferativo, resposta aos fatores de crescimento,
aumento dos niveis de colageno e diminuicdo da colagenase ativa, sintese e secre¢do ativas de
proteinas e respostas a varios agentes quimicos (AUAD, QUIRINO, 2000; RAMALHO et al.,
2003; CONDE et al., 2011).

A fibrose caracteriza-se pelo acimulo de fibroblastos, coldgeno e outros componentes
da MEC e resulta dos processos de inflamacdo, remodelacdo e reparo dos tecidos
simultaneamente (SUME et al., 2010). O reparo e a remodelagéo tecidual sdo regulados por
citocinas e quimiocinas, tais como IL e prostaglandinas, produzidas por células inflamatorias
como macréfagos e linfocitos e, em menor extensdo, por fibroblastos (CORREA et al., 2011).
Portanto, o crescimento gengival e a fibrose ocorrem como efeito colateral de medicagdes
sisttmicas (SUME et al., 2010).

De acordo com Condé et al. (2011), o crescimento gengival induzido por diversos
tipos de drogas é constituido, basicamente, por fibroplasia colagena associada a hiperplasia
epitelial, sendo essa alteracdo, segundo Lisbda et al. (2004), decorrente da acdo dos
metabdlitos do medicamento sobre os componentes da MEC, aumentando a quantidade de
colageno, induzindo a proliferacdo dos fibroblastos e resultando no aumento gengival.

No CGID também sdo observadas manifestacdes secundarias da inflamacao, como a
elevada vascularizacdo e a presenca de um infiltrado inflamatério crénico (PIRES, LAGES,
2003; PEREZ et al., 2004; CONDE et al., 2011). Os fluidos e as proteinas exsudativas causam
a tumefacéo dos tecidos, ocorrendo um influxo de células inflamatérias no tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio juncional (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; PIRES, LAGES, 2003;
RAMALHO et al., 2003). O infiltrado inflamatorio € predominantemente mononuclear,
representado por macrdfagos, linfocitos e plasmocitos, sendo os leucdcitos
polimorfonucleares, especialmente os neutréfilos, observados em menor proporgio (CONDE
et al., 2011). Esse conjunto de alteragdes resulta em hiperemia e edema e o nivel de infiltrado
celular inflamatério varia significativamente (DAS, PARKAR, OLSEN, 2001; PIRES,
LAGES, 2003; RAMALHO et al., 2003; CORREA et al., 2011).
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2.3.4 Tratamento

A literatura apresenta condutas variadas para o tratamento do CGID (SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOQOS, 2009). Na anamnese, 0 paciente deve informar a ingestao diaria
de medicamentos, suas dosagens e o periodo de tempo que faz uso da medicacdo. O médico
deve ser consultado para informar sobre a estabilidade da condicdo sisttmica do paciente,
anterior a qualquer procedimento odontoldgico. Deve-se fornecer ao médico detalhes sobre o
procedimento odontoldgico, com relacdo ao tempo de execucado e a viabilidade da terapéutica
(PEREZ et al., 2004).

O tratamento dentério deve ter como objetivo a eliminacdo dos fatores irritantes locais.
As restauracfes defeituosas devem ser substituidas, as caries restauradas e as bandas
ortoddnticas removidas. Sempre que possivel, as margens das restauracdes devem ficar
posicionadas na regido supragengival, para favorecer a manutencdo da salde periodontal
(PEREZ et al., 2004).

A primeira fase do tratamento comeca com o controle efetivo do biofilme (AUAD,
QUIRINO, 2000; PIRES, LAGES, 2003; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009;
CONDE et al., 2011). A instituicdo de um programa rigido de controle de biofilme, antes do
inicio do tratamento com a droga, sempre que possivel, pode resultar em diminuicéo tanto da
incidéncia quanto da severidade do crescimento gengival (PEREZ et al., 2004). Essa conduta
torna-se imprescindivel, principalmente para 0s usuarios de imunossupressores, uma vez que
se recomenda um programa de higiene bucal anterior as cirurgias de transplantes de 6rgaos
(LISBOA, 2004). Vale ressaltar ainda que os pacientes que fazem uso da droga
anticonvulsivante nem sempre tém aptiddes e interesse no controle do biofilme que, associado
a fatores irritantes locais, agrava ainda mais a patologia gengival (PEREZ et al., 2004).

No caso do crescimento gengival ja estar presente, o tratamento é necessario sempre
que existir inflamac@o gengival, carie dentéria e interferéncia estética, fonética ou funcional
(PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004). Portanto, o tratamento do crescimento gengival
inclui a remocdo de biofilme, a manutencdo de uma higiene oral adequada e 0 monitoramento
dos pacientes (PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO,
MARTOS, 2009; CONDE et al., 2011). Essas condutas ttm o objetivo de eliminar o
componente inflamatorio e, embora ndo induzam a regressao nem previnam o0 crescimento
gengival, diminuem a sua severidade e a incidéncia, evitando a sua recidiva e diminuindo a
necessidade de remocdo cirdrgica (PEREZ et al., 2004; LISBOA, 2004; SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; CONDE et al., 2011).
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Muitas vezes, cuidados como profilaxia profissional devem ser realizados
frequentemente durante a administracdo da droga (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS,
2009). Além disso, a terapia periodontal conservadora pode incluir raspagem e alisamento
radicular, sequidos sempre de instrucdo de higiene oral, reavaliando-se o caso apos finalizar o
controle do biofilme (AUAD, QUIRINO, 2000; PIRES, LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004,
SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOQS, 2009).

Podem ainda ser utilizados para o tratamento do CGID bochechos diarios com
clorexidina, que séo particularmente importantes nos casos de pacientes que tomam fenitoina
e que, muitas vezes, apresentam limitagdes fisicas, mentais ou emocionais, ndo podendo
assim realizar os meios convencionais de controle do biofilme de maneira eficaz (PEREZ et
al., 2004).

Torna-se evidente que todo tratamento relacionado ao crescimento gengival deve estar
também vinculado a um meticuloso controle de biofilme, que resulta em melhora nas
condigdes de higiene oral, tendo como consequéncia a reducdo significativa do crescimento
gengival, sem ser necessaria excisao cirurgica da gengiva marginal nem substituicdo da droga
(SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTQOS, 2009). Porém, se a completa resolucdo do caso ndo
for verificada mesmo com a motivacdo do paciente para o tratamento, deve-se contatar o
médico do paciente a fim de substituir ou suspender os farmacos que apresentam o
crescimento gengival como efeito colateral, tendo sido este apontado como o melhor e mais
efetivo método para prevenir ou para tratar o CGID (LISBOA, 2004; SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).

A regressdo do quadro e a melhora dos sinais clinicos ocorrem geralmente de forma
espontanea em cerca de quatro semanas apds cessar 0 uso da droga, associado a uma boa
higiene bucal (MARAKOGLU et al., 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTQOS, 2009).
Quando da substituicdo, a regressdo espontanea do tecido em excesso pode ocorrer dentro de
doze meses, se a higiene bucal do paciente for adequada (PEREZ et al., 2004).

A substituicdo do farmaco é uma alternativa para reduzir ou cessar 0 crescimento
gengival, mas nem sempre é viavel (LISBOA, 2004). Quando possivel, o tacrolimus e o
sirolimus sdo 0s imunossupressores que podem substituir a ciclosporina, inclusive levando a
uma rapida resolucdo do crescimento gengival, poucos meses ap6s a substituicdo (PIRES,
LAGES, 2003; LISBOA, 2004; PEREZ et al., 2004; CONDE et al., 2011).

Com relacdo as drogas anticonvulsivantes, é particularmente dificil suspender a
administracdo da fenitoina, devido a sua especificidade para o tratamento da epilepsia

(TAMAMORI et al.,, 2005). No entanto, ela pode ser substituida, por exemplo, pela
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carbamazepina ou pelo valproato de sédio, enquanto que uma alternativa para as drogas BCCs
é a isradipina (PEREZ et al., 2004). A persisténcia do uso do medicamento levara
frequentemente a recidiva (PIRES, LAGES, 2003).

Nos casos em que a substituicdo do medicamento ndo seja possivel ou se mesmo apos
a mudanga, o profissional observar somente regressdo parcial, torna-se imprescindivel o
remodelamento gengival, por meio da intervencéo cirdrgica corretiva (PIRES, LAGES, 2003;
LISBOA, 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). Essa conduta invasiva também
é recomendada quando houver problemas de estética, fonacéo e funcéo (LISBOA, 2004).

A gengivectomia e a gengivoplastia sdo os primeiros procedimentos utilizados para a
remocdo do tecido gengival hiperplasico e sdo usualmente realizadas com bisturi e/ou
gengivotomo (LISBOA, 2004). A erradicacio do excesso de tecido gengival também pode ser
realizada por meio de eletrocirurgia ou laser de didxido de carbono (PEREZ et al., 2004).

A gengivectomia nem sempre é viavel, sendo indicado entéo o retalho periodontal, o
qual é empregado quando o crescimento esté associado a sitios com grandes profundidades de
sondagem e perda de insercdo. Nesses casos, 0 recontorno do tecido gengival é realizado
durante a incisdo (PEREZ et al., 2004). A gengivectomia também é contra-indicada para
tratamentos de crescimentos gengivais graves pois, convencionalmente, essa técnica causa
perda de tecido ceratinizado. Além disso, 0 pds-operat6rio ocorre com grande sangramento e
a cicatrizacdo por segunda intencéo (PIRES, LAGES, 2003).

O resultado estético de qualquer procedimento cirdrgico pode ser frustrado pela
auséncia ou negligéncia de medidas de higiene e controle de biofilme no p6s-operatério. Por
esse motivo, manutencdes periddicas sdo imperativas para o sucesso do procedimento
cirargico. Os bochechos com clorexidina apds a cirurgia podem ajudar a prevenir a
recorréncia da alteracdo (PEREZ et al., 2004).

As sucessivas recidivas sdo comuns nos casos de remoc¢do cirurgica do tecido
hiperplasiado, podendo ser esperadas dentro de um a dois anos, principalmente em individuos
com menos de 25 anos. A higiene bucal inadequada pode acelerar o quadro de recorréncia
(PEREZ et al., 2004; MARAKOGLU et al., 2004; CONDE et al., 2011).

Considerando que nos transplantados a fungdo imunoldgica estd comprometida, é
obrigatdrio incluir profilaxia antibidtica na terapia periodontal desse grupo de pacientes. Os
antibioticos de escolha sdo as penicilinas, incluindo a amoxicilina, as ampicilinas e as
cefalosporinas. A profilaxia antibidtica com 2g de amoxicilina por via oral, uma hora antes do
procedimento, é bastante utilizado (PEREZ et al., 2004).
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Com relagdo a azitromicina, varios estudos demonstraram a eficcia desse antibidtico
na regresso do crescimento gengival causado pela ciclosporina (LISBOA, 2004; CONDE et
al., 2011). A terapia com a azitromicina deve comecar 0 mais precocemente possivel, assim
que surgirem os primeiros sinais do crescimento. O tratamento de cinco dias, com dose de
500 mg, é simples, barato, conservador e com répida efetividade, evitando a cirurgia gengival,
sugerindo que deva ser repetido a cada 8 a 12 meses a fim de evitar a recidiva. Condé et al.
(2011) sugerem que os efeitos do antibidtico compreendem a acdo bactericida, a reducao da
inflamacéo e da estimulacdo gengival e a supressdo da sintese protéica pelos fibroblastos,
inibindo a proliferacdo de colageno.

Resultados significativos também foram obtidos com o uso de um dentifricio contendo
azitromicina, duas vezes ao dia, durante quatro semanas, em pacientes transplantados que
responderam, satisfatoriamente, ao uso tdpico do antibidtico, mostrando-se uma alternativa
terapéutica eficaz e segura, sem efeitos adversos para o paciente (CONDE et al., 2011).

Ainda foram citados na literatura outros antibi6ticos responsaveis pela regressdo do
aumento gengival, tais como: a roxitromicina, por cinco dias, e 0 metronidazol, 400 mg/dia
durante sete dias, com regressdo apos trés a quatro semanas (CONDE et al., 2011). A respeito
de outras drogas, evidéncias clinicas sugerem uma terapéutica potencial de acido félico no
crescimento gengival, ressaltando que o folato topico inibe significativamente o aumento de
volume, refletindo, dessa maneira, o efeito paliativo dessa droga em oposicdo ao papel

preventivo que exerce (AYRA et al., 2011).

2.4 DROGAS INDUTORAS DE CRESCIMENTO GENGIVAL

2.4.1 Drogas imunossupressoras

O transplante é a transferéncia de células, tecidos ou 6rgédos vivos de um doador a um
receptor a fim de manter a integridade funcional do material transplantado no receptor
(GONDIM, 2009). Porém, uma vez que o principal obstaculo para a sua realizacdo é a
rejeicdo, que pode ser mediada por uma reacdo celular e/ou humoral, algumas drogas
imunossupressoras foram introduzidas na terapéutica pos-transplante (COTA, 2009;
GONDIM, 2009).

Os imunossupressores agem sobre alguns componentes importantes do sistema imune,

causando inibicdo seletiva dos mecanismos de defesa, sem interferir nas outras acdes do
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sistema imunoldgico, tais como a defesa contra as infecgdes e a vigilancia anti-cancer, mas
promovendo a aceitacdo do enxerto (COTA, 2009; GONDIM, 2009).

O mecanismo de acéo das drogas imunossupressoras consiste em inibir a producéo e a
liberacdo de linfocinas pelos linfécitos, particularmente a IL-2, que é a molécula-chave no
desenvolvimento da resposta imune (OLIVEIRA et al., 2003). Ainda tem sido postulado que
ela atua sobre os LPS, induzindo as atividades fibroblasticas, e que se liga a receptores
enddgenos intracelulares, como a ciclofilina, cujo complexo resultante atua sobre a fosfatase
protéica e a calcineurina a fim de exercer o efeito imunossupressivo (AUAD, QUIRINO,
2000). Essas drogas agem seletivamente e de maneira reversivel sobre os linfécitos T
auxiliares e com pouca ou nenhuma acéo sobre a resposta humoral mediada pelos linfocitos
B, deixando o individuo parcialmente imunossuprimido (GARCIA et al., 2000; OLIVEIRA et
al., 2003).

Acredita-se que o mecanismo de ac¢do das drogas imunossupressoras se baseia no
bloqueio de canais de calcio das células T auxiliares e sua efetividade ocorre devido & inibi¢do
especifica e reversivel de linfocitos imunocompetentes e a inibi¢do da producdo de anticorpos
contra antigenos de células T-dependentes (PIRES, LAGES, 2003).

A busca por novos agentes imunossupressores e novas combinacgdes de drogas mais
ajustadas aos diferentes casos tornou-se um objetivo importante para a manutengdo do
transplante em longo prazo (COTA, 2009). Para tanto, os protocolos padrfes vigentes do
esquema imunossupressor de manutencdo incluem trés tipos de farmacos, cada um
direcionado a uma localizacdo na ativacdo dos linfocitos T ou na cascata de proliferacdo, que
é fundamental no processo de rejeicdes, sendo eles: inibidores de calcineurina (ciclosporina
ou tacrolimus), uma droga anti-proliferativa (azatioprina, micofenalato mofetil ou sirolimus) e
um corticosterdide (GONDIM, 2009).

Vale ressaltar que 0s imunossupressores também sdo utilizados no tratamento de
diversas doengas auto-imunes, tais como o diabetes mellitus tipo I, a doenga de Behcet, a
psoriase, a esclerose multipla, o liquen plano erosivo, o lGpus eritematoso sistémico, o
pénfigo bolhoso, a artrite reumatdide, a miastenia gravis, as uveites e as diversas
glomerulopatias, além da malaria, da sarcoidose, do controle da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida e de vérias outras doengas com uma base imunoldgica, assim
como no tratamento de doencas inflamatorias cronicas (AUAD, QUIRINO, 2000; KIM et al.,
2002; LISBOA, 2004; PEREZ et al., 2004; SPOLIDORIO et al., 2005; GURKAN et al.,
2009; CONDE et al., 2011).
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Dentre os varios efeitos adversos provocados por esses medicamentos, pode-se citar:
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, hipertensdo, hipertricose, tremores,
hirsutismo, hiperestesia perioral transitoria e fibrose de tecidos pulmonares, cardiacos e
renais, além de disturbios gastrointestinais, parestesia, convulsdes, linfomas, sarcoma de
kaposi, dor abdominal e nauseas (OLIVEIRA et al., 2003; PEREZ et al., 2004; LISBOA,
2004; SPOLIDORIO et al., 2005; BULUT, OZDEMIR, 2007; CONDE et al., 2011).

Na cavidade oral, manifestam-se como efeitos colaterais das drogas
imunossupressoras, especialmente da ciclosporina, as seguintes lesGes bucais: linfomas,
leucoplasias, carcinoma de células escamosas e candidose, sendo observada ainda
predisposicdo para desenvolvimento de infec¢fes bacterianas, fungicas e virais, mucosites,
herpes, Ulceras, exacerbacdo aguda de doencas periodontais, além do crescimento gengival
que é a condicdo patolégica mais comum em pacientes transplantados que fazem uso crénico
de medicacdo imunossupressora, especificamente da ciclosporina, tendo sido observado
inicialmente por Rateitschak-Pluss et al. (1983), que tal condi¢do patoldgica pode manifestar-
se em varias intensidades, sempre na dependéncia de outros fatores, como o biofilme dental,
que potencializa o efeito danoso dessa hiperplasia (AUAD, QUIRINO, 2000; KIM et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2003; LISBOA, 2004; SPOLIDORIO et al., 2005; KATAOKA et al.,
2005; COTA et al., 2010; CONDE et al., 2011).

O crescimento gengival estd frequentemente presente em receptores de transplantes
renais sob terapia de manutencdo baseada na ciclosporina ou no tacrolimus, quando aplicados
como o principal agente imunossupressivo. Entretanto, recentemente, esse indesejavel efeito
adverso foi também descrito em sujeitos transplantados sob regime baseado em sirolimus,
estando nesse Ultimo caso dentro de um limiar clinico ndo significante (COTA et al., 2010).

O tacrolimus ou FK 506 foi descoberto em 1984 e utilizado como opcdo terapéutica
imunossupressora em 1987, sendo capaz de suprimir as respostas imunoldgicas humoral e
celular, demonstrando eficacia comprovada como terapia priméria e de resgate, representando
ainda uma alternativa a ciclosporina, com acdo mais potente e uso clinico crescente, sendo
atualmente a droga base em mais de 80% dos transplantes hepéticos e 30% dos transplantes
renais (COTA et al., 2010).

O aparecimento do CGID nesse grupo de receptores de transplante de 6rgaos solidos
representa um interesse dos profissionais de satde bucal devido as complica¢cdes funcionais,
estéticas e sistémicas (COTA et al., 2010).
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2.4.1.1 Ciclosporina A

A CSA, droga inicialmente desenvolvida como um agente antifungico, teve suas
propriedades imunossupressoras descobertas por Borel et al., em 1977 (PEREZ et al., 2004).
Seu primeiro estudo com a finalidade de evitar a rejeicdo de um transplante renal em humanos
foi realizado em 1983 por Calne et al. e, nesse mesmo ano, Rateitschak-Pluss et al. relataram
a acdo dessa droga nos tecidos gengivais (AUAD, QUIRINO, 2000).

Ao observar que o uso da ciclosporina induzia um tipo de imunossupresséo seletiva,
expandindo sua indicacdo para tratamento de varias desordens imunoldgicas (LISBOA,
2004), essa droga revolucionou o transplante de 6rgdos sélidos como tratamento de escolha
(AUAD, QUIRINO, 2000; LISBOA, 2004; SPOLIDORIO et al., 2005). Através de sua
efetividade e ampla utilizacdo, vem melhorando substancialmente a sobrevida de pacientes
submetidos a transplantes cardiaco, renal, hepatico, pancreatico e pulmonar, reduzindo a
morbidade e a mortalidade (LISBOA, 2004; BULUT, ODZEMIR, 2007).

A dosagem de ciclosporina a ser administrada ao paciente requer ajustes individuais,
sendo entdo necessario um monitoramente do seu nivel sérico a fim de se obter 0 maximo de
efeito imunossupressor com um minimo de efeitos colaterais, ou seja, os efeitos colaterais
apesar de frequentes, geralmente sdo dose-dependentes e respondem a sua reducdo (PEREZ et
al., 2004).

A grande variacdo da prevaléncia do crescimento gengival induzido pela CSA nos
resultados dos estudos se deve as diferentes técnicas e aos métodos empregados para
mensurar o crescimento gengival. Contudo, a verdadeira incidéncia de crescimento gengival
causado pela CSA é dificil de ser determinada porque 0s pacientes frequentemente recebem
maultiplas terapias de drogas que podem contribuir para sua severidade (DAS, PARKAR,
OLSEN, 2001).

A prevaléncia do crescimento gengival induzido pela ciclosporina é bastante ampla,
variando de 8% a 85%, dependendo dos critérios usados no desenvolvimento do estudo
(PIRES, LAGES, 2003; OLIVEIRA et al., 2003; PEREZ et al., 2004; LISBOA, 2004;
CONDE et al., 2009; CONDE et al., 2011). Porém, em estudos bem controlados, a
prevaléncia pode variar de 20% a 40%, mantendo uma média de 30%, mas podendo chegar a
50% e 70%, sendo a prevaléncia em criancgas e adolescente maior do que em adultos (PIRES,
LAGES, 2003; ROMITO et al., 2003; LISBOA, 2004; BUDUNELI et al., 2007; CONDE et
al., 2009; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; CONDE et al., 2011).



43

A associagdo da CSA com outras drogas, como 0s BCCs, é frequente, uma vez que a
CSA sintetiza uma enzima renina que interfere nos niveis da presséo arterial. Dessa forma, o
efeito vasodilatador da nifedipina (importante BCC) previne a necrose do enxerto, uma vez
que a CSA tem como efeito colateral a vasoconstricdo (OLIVEIRA et al., 2003). Quando
ocorre a associacdo de tais medicamentos, essa prevaléncia aumenta, assim como a sua
severidade, potencializando o risco, chegando a uma incidéncia de 83% e, quando da sua
associagdo com o diazepan, a 74% (PIRES, LAGES, 2003; CONDE et al., 2011).

A associacdo medicamentosa a fim de oferecer bem estar ao paciente, promove maior
severidade do crescimento gengival, necessitando, portanto, de maiores cuidados, uma vez
que ha significativo comprometimento funcional e estético para os pacientes que utilizam
dessa terapia combinada (OLIVEIRA et al., 2003).

Os mecanismos subjacentes de resposta do tecido gengival as medicacdes que
induzem o crescimento gengival, a exemplo da CSA, ainda néo séo totalmente compreendidos
(COTA et al., 2010; LISBOA, 2004). Como apenas um subconjunto de individuos desenvolve
essa condicdo, foi levantada a hipotese de que ha um perfil de fibroblastos com uma
susceptibilidade anormal (COTA et al., 2010).

Uma producdo direta de GAGs pelos fibroblastos gengivais em resposta a CSA exerce
uma atividade na patogénese do crescimento gengival. Além disso, existe uma larga variacao
da expressdo genética e respostas diferentes para os sinais extra-celulares, resultando em uma
variedade populacional de fibroblastos. Sabe-se que os fibroblastos ndo sdo todos produzidos
igualmente e que, em momentos alternados, discretas subpopulacGes de fibroblastos podem
emergir durante o desenvolvimento das lesbes inflamatérias ou durante a reparacdo das
feridas (AUAD, QUIRINO, 2000).

Tém sido investigados os efeitos diretos da CSA sobre o comportamento do
fibroblasto e do colageno, sugerindo-se que essa droga desempenha um papel modulador na
atividade fibroblastica, aumentando a secrecdo de GAGs pelos fibroblastos, embora tal efeito
seja dependente da densidade e da linhagem celular, visto que o crescimento ocorre em
culturas de baixa densidade (CONDE et al., 2011). De acordo com Buduneli et al. (2007), os
fibroblastos residentes na gengiva aumentada pela indugdo da CSA sugerem uma producéo de
colageno e outras moléculas da MEC maior do que o normal.

A CSA inibe a fagocitose do colageno bem como a sintese e a atividade das
metaloproteinases de matriz (MMPs) 1 e 3, podendo isso contribuir para o acimulo de MEC
no tecido gengival (KIM et al., 2002; LISBOA, 2004).
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Até o momento, ainda ndo estd bem esclarecido se 0 aumento do tecido conjuntivo
ocorre devido ao aumento no nimero de fibroblastos secretores de MEC, a um aumento da
matriz produzida pelos fibroblastos, a uma reducdo na degradacdo da MEC ou,
alternativamente, a uma combinacédo de todos os mecanismos (AUAD, QUIRINO, 2000).

Embora a patogénese do CGID seja incerta, tem sido postulado que a CSA altera a
atividade dos fibroblastos através de efeitos sobre a producdo de fatores de crescimento, tais
como PDGF- e de citocinas, a exemplo da IL-6, visto que foram encontrados niveis
aumentados de mRNA para ambos (PDGF-f ¢ IL-6) em individuos portadores de crescimento
gengival (KIM et al., 2002). Um dos possiveis fatores de crescimento que podem estar
relacionados ao aumento gengival induzido pela CSA ¢ o fator de crescimento epidérmico,
além do TGF-B1 (LISBOA, 2004; SPOLIDORIO et al., 2005).

Um estudo, utilizando a técnica da imuno-histoquimica, demonstrou que todas as
isoformas e os receptores do TGF-B estavam expressos em muitas células dos tecidos
gengivais humanos, revelando-se as marcacfes para o0 TGF-f1 e para o receptor | mais
fortemente positivas em tecidos hiperplasicos induzidos pela ciclosporina do que no grupo
controle (CONDE et al., 2011).

Buduneli et al. (2007) sugerem que a acantose epitelial observada na gengiva crescida
pela inducdo da CSA pode ocorrer devido os efeitos anti-apoptoticos da IL-15 e os efeitos
aditivos da CSA, entre outros fatores. Esses autores observaram, em seu estudo, que o nimero
de células em apoptose foi significativamente menor no grupo tratado pela CSA do que no
grupo da gengivite e da gengiva saudavel. Entretanto, as células em apoptose ndo exibiram
diferengas significativas entre os grupos de gengivite e de gengiva saudavel, enquanto que o
grupo de crescimento gengival induzido pela CSA mostrou um namero significativamente
menor de células em apoptose do gque o grupo de gengivite.

Os fatores de risco mais citados para o desenvolvimento do crescimento gengival
induzido pela CSA incluem: o género, a idade, a dose e a duracdo do tratamento, 0 tempo
decorrido apdés o transplante, o uso concomitante de outras drogas, as concentraces
plasmaticas, teciduais e seus metabdlitos e as condic@es sistémicas (AUAD, QUIRINO, 2000;
PIRES, LAGES, 2003; OLIVEIRA et al., 2003; ROMITO et al., 2003; LISBOA, 2004;
COTA et al., 2010).

A correlagdo entre a dose e o0s niveis totais de CSA no sangue e a severidade do
crescimento gengival tem revelado diferengas, sugerindo em alguns casos que 0s niveis

sanguineos do imunossupressor podem interferir na severidade da doenca, enquanto outros
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indicam que ndo ha influéncia dos niveis sanguineos do imunossupressor (CONDE et al.,
2011).

Vale ressaltar ainda como variavel, a presenca de fatores locais predisponentes, como
o0 biofilme e a habilidade do paciente para um controle adequado, considerando-se também
que o grau de inflamagdo gengival e a extensdo da destruicdo periodontal também estéo
inseridos nesse processo, havendo uma relagdo entre a quantidade de biofilme e a severidade
do aumento gengival induzido pela CSA (AUAD, QUIRINO, 2000; OLIVEIRA et al., 2003;
ROMITO et al., 2003; LISBOA, 2004; COTA et al., 2010).

O biofilme pode ser considerado um reservatdrio para a CSA. Portanto, o efeito
combinado, ou seja, a associacdo entre a inflamagdo induzida pelo acimulo de biofilme e o
crescimento gengival, constitui um fato comprovado na literatura, tendo em vista a
dificuldade apresentada pelo portador em realizar uma higiene bucal eficiente (OLIVEIRA et
al., 2003).

2.4.2 Drogas blogueadoras de canais de calcio

Os BCCs surgiram na década de 1950, embora seu emprego em larga escala so tenha
se dado na década de 80 (LISBOA, 2004; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). De
acordo com os efeitos farmacoldgicos e clinicos, esses medicamentos classificam-se em:
classe | (fenilaquilaminas - verapamil), classe Il (di-hidropiridinas - nifedipina) e classe IlI
(benzotiazinas - diltiazem) (SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).

Os BCCs sdo medicamentos largamente utilizados para tratamento de desordens
cardiovasculares, agudas e cronicas, tais como: substancias utilizadas principalmente para o
tratamento da hipertensdo arterial, angina pectoris, arritmias ventriculares, espasmo da artéria
coronéria e doenca vascular periférica (SHIMIZU et al., 2002; LISBOA, 2004; PEREZ et al.,
2004; CORREA et al., 2005; SATO et al., 2005; CASTRO, 2006; LI, SUN, JI, 2008;
SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).

Essas drogas também sdo largamente empregadas em pacientes que se submetem a
dialise e em pacientes transplantados para reduzir a nefrotoxicidade e a cardiotoxicidade
provocadas pela ciclosporina, assim como também para controlar a hipertensdo arterial
(LISBOA, 2004; PEREZ et al., 2004; FONSECA et al., 2010).

Os BCCs agem de forma a bloquear o influxo do ion célcio através das membranas
das células das musculaturas lisas vascular e cardiaca (PEREZ et al., 2004; CASTRO, 2006;
SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). Por sua vez, a diminui¢do do célcio disponivel
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reduz a contratilidade das células do miocéardio e, consequentemente, o consumo de oxigénio.
Na musculatura vascular lisa a reducdo do influxo de célcio resulta em vasodilatacdo e
diminuic&o do ténus muscular, auxiliando no controle da hipertensdo (CORREA et al., 2005;
CASTRO, 2006; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; SOUSA, NAVARRO,
SPOSTO, 2011).

Embora sejam medicagdes extremamente Uteis, podem gerar alguns efeitos colaterais
indesejaveis. Os efeitos adversos mais importantes consistem em extensdes diretas de sua
acao terapéutica, uma vez que a inibicdo excessiva do calcio pode causar hipotensédo,
depressdo cardiaca grave, incluindo bradicardia, bloqueio atrioventricular, insuficiéncia
cardiaca congestiva e parada cardiaca (CASTRO, 2006; FONSECA et al., 2010).

Outros efeitos incluem tontura, edema periférico, nausea, dor de cabeca, rubor facial,
constipacdo intestinal, astenia, tremor, dermatite, urticaria, prurido e rigidez articular
(CASTRO, 2006; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009, FONSECA et al., 2010).

De especial interesse para a Odontologia € a ocorréncia de crescimento gengival
(LISBOA, 2004; BUDUNELI et al., 2007; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009).
Entre as drogas que atuam como BBCs, as mais investigadas com relacdo ao aparecimento do
aumento gengival sdo as di-hidropiridinas do tipo Il, tais como: a nicardipina, a felodipina, a
amlodipina e a nifedipina, assim como o diltiazem e o verapamil (LISBOA, 2004; LU et al.,
2010; TAKEUCHI et al., 2011). Contudo, a nifedipina é a substancia mais relacionada ao
crescimento gengival, em virtude de ser uma das mais utilizadas atualmente, isoladamente ou
em associacdes medicamentosas (SHIMIZU et al., 2002; PEREZ et al., 2004; LISBOA, 2004;
SATO et al., 2005; BUDUNELI et al., 2007; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009;
TAKEUCHI et al., 2011).

2.4.2.1 Nifedipina

A nifedipina foi introduzida no mercado em 1972, embora sua maior utilizagdo tenha
ocorrido na década seguinte. Na América do Norte, em 1984, foi associada ao aumento
gengival (LISBOA, 2004).

A prevaléncia do crescimento gengival induzido pela nifedipina varia muito entre os
diferentes estudos e essa diferenca percentual ampla pode estar relacionada com variacGes
inerentes as condicBes proprias dos pacientes, bem como os seus habitos de higiene bucal
(SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOQOS, 2009). Essa alteracdo pode variar entre 4% a 83% ou
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mesmo manter uma média de 20% e 30% dos individuos hipertensos acometidos (PIRES,
LAGES, 2003; PEREZ et al., 2004; LISBOA, 2004; BUDUNELI et al., 2007; LI, SUN, JI,
2008; SOUZA, CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; FONSECA et al., 2010; SOUSA,
NAVARRO, SPOSTO, 2011).

Em virtude do crescente uso de agentes anti-hipertensivos, mais especificamente dos
BCCs, em especial da nifedipina, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de
explicar sua possivel relacdo com o crescimento gengival. Esse interesse se deve a
importancia que vem sendo dada as relacdes existentes entre a doenca periodontal e os demais
fatores sisttmicos que podem modificar 0 curso ou a expressdo das gengivites e/ou
periodontites, bem como ao impacto dessas doengas no contexto da salde geral (SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009). Além disso, tal crescimento gengival é capaz de produzir
uma modificacdo no microambiente gengival, visto que as dimensdes gengivais aumentadas
podem gerar sitios de intensa anaerobiose. Por conseguinte, essa alteracdo no nivel da tensdo
de oxigénio favorece a proliferacdo de bastonetes anaerdbios gram-negativos, que podem
iniciar ou agravar a doenca periodontal destrutiva (CASTRO, 2006).

As mudancas inflamatdrias e os mediadores influenciam toda a sequéncia de eventos
que resultam no crescimento gengival, favorecendo o aumento da interacdo entre a nifedipina
e/ou o seu metabdlito e os fibroblastos gengivais. Além disso, tal interacdo é calcio-
dependente e, dessa forma, drogas que afetam o metabolismo intracelular de célcio ou o seu
transporte podem estimular os fibroblastos gengivais. Portanto, esses fatores parecem ser um
determinante significativo para o sequestro de nifedipina no fluido crevicular (SOUZA,
CHIAPINOTTO, MARTOS, 2009; CONDE et al., 2011).

As citocinas e os fatores de crescimento, incluindo a IL-1 e a IL-6, também se
encontram elevados no crescimento gengival induzido pela nifedipina. A IL-1p, por sua vez,
induz uma maior expressdo génica do receptor de androgeno em fibroblastos gengivais e,
dessa forma, favorece a conversdo metabdlica de substratos androgénicos em fibroblastos
gengivais. Portanto, a regulacdo do receptor de andrégeno no crescimento gengival induzido
pela di-hidropiridina pode ser aumentado pela inflamacéo (LU et al., 2010).

A combinagdo da nifedipina e da IL-1a reforca a proliferacdo celular e a sintese de
fibroblastos gengivais, particularmente no caso dos fibroblastos que respondem a nifedipina.
Esses achados sugerem que os mediadores inflamatorios, tais como a IL-1 e determinados
fatores de crescimento, podem ter um importante papel no crescimento gengival induzido pela
nifedipina (SATO et al., 2005).
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Takeuchi et al. (2011) relataram que em comparacdo com os fibroblastos gengivais
derivados de pacientes que ndo responderam a nifedipina, 0os que responderam apresentaram
um aumento das taxas de proliferacdo celular, de DNA e na sintese de colageno na presenca
de nifedipina além de uma transicdo significante da fase G1 para a fase S no ciclo celular na
presenca do FGF.

Acredita-se que os fibroblastos gengivais derivados de pacientes reativos a nifedipina
sdo responsaveis pelo crescimento gengival induzido pela nifedipina. Por outro lado, devido
os fibroblastos gengivais representarem um tipo de célula ndo-excitante, ndo possuem 0s
canais de célcio tipo L, que sdo inibidos pela nifedipina. Assim, o crescimento gengival
induzido pela nifedipina tem sido causado por um outro mecanismo que ndo seja o blogueio
dos canais de calcio tipo L na membrana plasmatica (TAKEUCHI et al., 2011).

O estudo de Shimizu et al. (2002) revelou que a diminuicdo da degradacdo do
colageno devido a baixa fagocitose estd intimamente associada com o aumento do acumulo de
colageno Tipo | em gengiva de ratos tratados com nifedipina e também sugeriu que a
hiperplasia epitelial induzida pela nifedipina no crescimento gengival ocorre ndo pelo
aumento da proliferacdo de ceratindcitos, mas sim pelo prolongamento da vida da célula,

através da reducdo da apoptose.

2.4.3 Drogas anticonvulsivantes

A epilepsia é um distirbio neuroldgico crbénico bastante comum em humanos,
resultado de aberracfes do cérebro que comecam na infancia (MARAKOGLU et al., 2004;
TAMAMORI et al., 2005; CORREA et al., 2011). Caracteriza-se por eventos clinicos ou
crises convulsivas que ocorrem na auséncia de doencas metabdlico-toxicas ou febre
(MARAKOGLU et al., 2004).

Os dados epidemioldgicos mostram uma incidéncia de epilepsia no mundo de 11 a
131/100.000 individuos por ano e parece ser mais prevalente em criancas e adolescentes,
apresentando, no entanto, um aumento do nimero de casos em pacientes idosos, porém sem
diferenca na incidéncia em relagio ao sexo e aos grupos étnicos (CORREA et al., 2011).

Dessa forma, as drogas anticonvulsivantes sdo utilizadas para prevenir crises
convulsivas causadas por epilepsia, sendo as drogas mais comumente indicadas para essa
finalidade: a carbamazepina (benzodiazepinicos), a fenitoina, os barbituricos (fenobarbital), o
acido valproéico, a primidona, a lamotrigina e 0s benzodiazepinicos (PEREZ et al., 2004;
TAMAMORI et al., 2005).
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Essas drogas sdo administradas ao paciente por um longo periodo de tempo,
especialmente na epilepsia intratavel e, por esse motivo, requer em muitos casos até mais de
10 anos para o tratamento (TAMAMORI et al., 2005). O mecanismo de acao das drogas anti-
epilépticas disponiveis no momento é por depressao da atividade neuronal no foco de origem
ou por bloqueio dos mecanismos de propagacdo (MARAKOGLU et al., 2004)

O tratamento da epilepsia baseia-se em terapias com drogas que visam ajudar 0s
pacientes a diminuir ou eliminar as crises convulsivas, sem efeitos adversos. No entanto, em
varios casos, a ineficacia do tratamento com a droga de primeira escolha ocorre devido a falta
de eficacia ou a falha do paciente em tolerar os efeitos adversos da medicacédo, tais como
vertigens, nauseas, vomitos, lentificagdo psicomotora, parestesias e déficits de memoria
(CORREA et al., 2011).

A fenitoina é a Unica entre as drogas epilépticas que afeta diretamente os tecidos
periodontais, visto que, em pacientes que tomam outras drogas anticonvulsivantes, como 0
valproato de sddio, a carbamazepina e os barbitdricos, o aparecimento do crescimento
gengival é bastante raro (PEREZ et al., 2004). Porém, também tem sido relatado o
crescimento gengival associado com o fenobarbital, o acido valpréico e a vigabatrina
(MARAKOGLU et al., 2004; AYRA et al., 2011).

2.4.3.1 Fenitoina

A fenitoina (5-diphenilphenytoin) foi introduzida como uma droga anti-epiléptica em
1938, por Merritt e Putnam (MARAKOGLU et al., 2004; FONSECA et al., 2010; AYRA et
al., 2011). Esse agente permanece sendo uma das medica¢Ges mais comumente prescritas para
o0 tratamento da epilepsia, podendo também ser usado para 0s casos de neuralgias e arritmias
cardiacas (MARAKOGLU et al., 2004; AYRA et al., 2011; CORREA et al., 2011).

A fenitoina exerce suas propriedades anticonvulsivantes, provocando uma depressdo
funcional do cértex motor do sistema nervoso central sem afetar, de modo significativo, as
regibes sensoriais que comprometeriam as atividades normais do paciente. Ela tende a
estabilizar o limiar de excitabilidade, evitando a hiperexcitabilidade provocada pela excessiva
estimulacdo ou alteracbes ambientais, apresentando também acdo imunossupressora.
Entretanto, apresenta diversos efeitos colaterais, tais como: distirbios do sistema nervoso, dos
tecidos hematopoiéticos, da pele, do figado, das glandulas enddcrinas e do sistema

imunolégico; aumentos gengivais; hipersensibilidade, incluindo erupcGes cuténeas; e



50

ocasionalmente reacGes cutdneas mais graves; doenca hepética; e reacGes hematoldgicas,
incluindo a neutropenia e a leucopenia (PEREZ et al., 2004; TAMAMORI et al., 2005).

O crescimento gengival € um dos mais comuns efeitos adversos associados a
administracdo da fenitoina, tendo sido esta associacdo primeiramente descrita em 1939, por
Kimball (MARAKOGLU et al., 2004; PEREZ et al., 2004; FONSECA et al., 2010; AYRA et
al., 2011; CORREA et al., 2011).

A prevaléncia do crescimento gengival tem ampla variacdo, mas estudos controlados
tém demonstrado uma porcentagem de 30% a 65% dos individuos acometidos (PEREZ et al.,
2004; TAMAMORI et al., 2005; BUDUNELI et al., 2007; SOUZA, CHIAPINOTTO,
MARTOS, 2009; FONSECA et al., 2010; CORREA et al., 2011). A prevaléncia do
crescimento  gengival induzido pela fenitoina, em comunidades de pacientes
institucionalizados, tem mostrado uma variacdo de 13% a 50% e em estudos baseados em
hospitais, a incidéncia tem sido de 50% a 60% (MARAKOGLU et al., 2004; FONSECA et
al., 2010). A baixa prevaléncia do crescimento gengival em alguns estudos pode ser explicada
em virtude da interacdo da fenitoina com o fenobarbital e/ou a carbamazepina, porém, essa
relacdo é controversa (MARAKOGLU et al., 2004).

Nos paises em desenvolvimento, o crescimento gengival induzido pela fenitoina
constitui um problema significativo devido aos seguintes motivos: aumento da preocupacao
com a estética e a auto-imagem, em virtude do crescimento gengival que pode acarretar; baixo
custo e familiaridade com a droga, sendo por isso usada como primeira escolha, mesmo em
situacBes em que poderia ser substituida; e higiene bucal inadequada da populacdo atendida
pelos hospitais publicos que fazem uso desse medicamento (AYRA et al., 2011).

Os mecanismos que desencadeiam o CGID nédo foram completamente compreendidos
e, embora os dados da literatura sejam extensos, eles sdo bastante contraditérios (CORREA et
al., 2011). Embora muitas hipéteses tenham sido propostas a respeito da acdo do crescimento
gengival induzido pela fenitoina, ndo tem sido estabelecida uma teoria definitiva
(TAMAMORI et al., 2005).

De um modo geral, as trés classes de drogas relacionadas ao crescimento gengival
afetam o metabolismo do célcio, induzindo uma diminuicdo do influxo celular de célcio,
levando a uma reducdo na absorcéo de acido folico, limitando assim a producao de colagenase
ativa. Quanto a via intracelular de degradacdo do coladgeno, a fenitoina diminui
significativamente a endocitose de colageno, o que esta relacionado a uma menor expressao
da integrina o2B1. Esta, por sua vez, atua na fase inicial da fagocitose do colageno,

proporcionando uma interacdo entre o fibroblasto e o colageno. Além disso, a apoptose de
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fibroblastos é diminuida no crescimento gengival e esta diminui¢do pode contribuir para a
fibrose. Assim, um aumento no numero de fibroblastos e uma acumulacdo de MEC parece ser
devido, em parte, a uma diminuicdo da morte dos fibroblastos nesses tecidos. Enfim, a
patogénese do crescimento gengival associado a fenitoina envolve uma diminuicdo na
degradacdo do coldgeno que esta relacionada a alteracbes no metabolismo do calcio, nos
niveis de MMPs e inibidores teciduais de MMPs (TIMPs), na expressdo de integrinas e na
apoptose de fibroblastos. Sendo assim, o processo que leva ao crescimento gengival induzido
pela fenitoina envolve uma fina regulacdo de fatores de crescimento e citocinas inflamatorias
(CORREA et al., 2011).

A relacdo entre a dose da fenitoina, a incidéncia e a severidade do crescimento
gengival é incerta. Entretanto, parece haver uma relacdo significante entre os niveis de
fenitoina no plasma e a severidade da lesdo (PEREZ et al., 2004). Além disso, o efeito do
crescimento gengival torna-se perpetuado como consequéncia do aumento da retencdo de
biofilme em bolsas gengivais. O acimulo de biofilme exacerba a inflamag&o e o crescimento
na gengiva (TAMAMORI et al., 2005).

2.5 PROLIFERACAO CELULAR

O ciclo celular, também conhecido como ciclo de duplicacdo e divisdo celular é
compreendido entre duas divisdes celulares sucessivas e € tradicionalmente dividido em duas
fases: interfase e mitose. A interfase € o periodo em que a célula se organiza para entrar em
divisdo e a mitose ou fase M é a divisdo celular propriamente dita. A interfase se subdivide
em trés partes: a fase S, periodo no qual ocorre a sintese de DNA,; a fase G1, antecedente da
sintese; e a fase G2, periodo ap6s a sintese de DNA e imediatamente anterior a mitose. Ha
ainda a fase GO que acontece quando as células abandonam o ciclo e param de se dividir
temporaria ou definitivamente (CASTRO, 2006).

Os processos essenciais envolvidos na duplicacdo e na divisdo do contetdo celular sdo
coordenados e induzidos por um grande nuimero de moléculas presentes, tanto no meio
extracelular, quanto no meio intracelular (CASTRO, 2006).

A proliferacdo celular trata-se de um processo bioldgico de vital importancia para o
organismo, sendo definida como o aumento do nimero de células que completaram seu ciclo
celular (SOARES, 2005). Em organismos multicelulares, o nimero de células é determinado
pelo equilibrio regulado entre a proliferacdo e a morte celulares. A manutencdo desse

equilibrio é um pre-requisito para o desenvolvimento e o crescimento, assim como para a



52

homeostase de tecidos adultos (BUDUNELI et al.,, 2003; BULUT, OZDEMIR, 2007;
BUDUNELI et al., 2007). O equilibrio da populagdo de fibroblastos no tecido ¢ mantido por
uma regulacdo do ciclo celular que leva a proliferacdo e divisdo ou a apoptose. A proliferacéo
das células fibroblasticas tem sido maior nos tecidos gengivais com crescimento induzido pela
ciclosporina, nifedipina e fenitoina (TAKEUCHI et al., 2011).

2.5.1 Marcador de proliferacéo celular: proteina Ki-67

Dentre os marcadores de proliferacdo celular mais comumente estudados, destacam-se
as figuras de mitose e a expressdo de moléculas que atuam em uma ou mais fases do ciclo
celular, a exemplo da proteina Ki-67, que é considerada como um bom marcador para estimar
o0 estado de crescimento do tecido (BUDUNELI et al., 2007).

O anticorpo monoclonal Ki-67 foi obtido por Gerdes et al., em 1983, quando se
observou que tal anticorpo s6 reagia com um antigeno nuclear de células em proliferacéo
(SOARES, 2005).

O Ki-67 é uma proteina nuclear e nucleolar, ndo-histdnica, com peso molecular
aparente de 345 a 348 quilodaltons. A expressdo do antigeno Ki-67 tem sido observada em
todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), apesar de existirem oscilacfes no seu
nivel devido a variagfes quantitativas da sua sintese. Sua expressao comeca a ser detectada na
fase S do ciclo celular, aumenta na fase G2, atingindo seu maior pico na fase M. Apds a
divisdo, a célula retorna a G1 e os niveis de Ki-67 diminuem progressivamente. Dessa forma,
0 antigeno Ki-67 é um marcador para detectar a fracdo de uma determinada populacéao celular
que estd em proliferacdo, estando, portanto, ausente nas células em repouso, na fase GO
(SOARES, 2005; CASTRO, 2006; BUDUNELI et al., 2007).

2.5.2 Estudos envolvendo a proteina Ki-67 e 0 CGID

O estudo de Saito et al. (1999) descobriu que as taxas médias de células Ki-67
positivas em crescimentos gengivais induzidos pela nifedipina e pela fenitoina séo
significantemente maiores do que em tecidos saudaveis.

Saito et al. (2000), ao utilizarem a técnica da imuno-histoquimica com o0 anticorpo
anti-Ki-67, para avaliagdo da proliferagdo do epitélio no crescimento gengival induzido pela

nifedipina, relataram que o aumento da espessura epitelial observada nessa condicéo
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patologica, em humanos, estd associado com o aumento da atividade mitética dos
ceratindcitos.

Nurmenniemi et al. (2001) verificaram um aumento significativo do nimero de células
mitoticas, através da marcacdo pelo anticorpo anti-Ki-67, em pacientes com crescimento
gengival induzido pela ciclosporina, em comparagdo com o grupo saudavel.

A andlise imuno-histoquimica do estudo de Bulut et al. (2004) demonstrou niveis
semelhantes da expressdo do Ki-67 no epitélio gengival de receptores de transplante tratados
com CSA e controles saudaveis, indicando que houve atividade proliferativa semelhante nas
células basais do epitélio de ambos os grupos. Dessa forma, os autores concluiram que a taxa
de proliferacéo epitelial pode manter-se inalterada em pacientes transplantados renais com
crescimento gengival induzido pela CSA.

A CSA pode inibir o crescimento dos ceratindcitos direta e indiretamente e um estudo
in vitro tem demonstrado o efeito anti-proliferativo dessa droga nos ceratindcitos (BULUT et
al., 2004). Em contrapartida, a CSA também estimula moléculas bioativas como TGF-B1 e
PDGF que poderiam promover o crescimento dos fibroblastos e a producdo de matriz
(BULUT et al., 2002).

Mesa et al. (2004) encontraram um aumento significativo da expressédo do Ki-67 em
seis casos de crescimento gengival induzido pela vigabatrina, um agente antiepiléptico, com
acdo semelhante a fenitoina.

No experimento de Buduneli et al. (2007) os resultados indicam um aumento no
numero de células Ki-67 positivas e na razdo de células em divisdo e células que ndo estdo em
divisdo no grupo tratado pela CSA, quando comparados com os grupos de gengivite e gengiva
saudavel, embora as diferencas ndo tenham atingido um nivel de significancia estatistica. Os
casos de crescimento gengival induzidos pela fenitoina e pela nifedipina revelaram uma
expressao muito acentuada do antigeno Ki-67 pelos ceratindcitos, leucécitos e fibroblastos,

juntamente com um aumento na razao das células em divisao.

2.6 APOPTOSE CELULAR

O fendmeno da apoptose foi observado por Glucksman, em 1951, como um padréo de
morte celular presente no desenvolvimento normal de vertebrados (SOARES, 2005). Porém,
foi s6 em 1972 que Kerr et al. introduziram o termo apoptose ou morte celular programada,
definindo como um processo genética e fisiologicamente controlado, atuando em conjunto

com a mitose para preservar a homeostase celular e facilitar a remodelagéo do tecido durante
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0 desenvolvimento (BUDUNELI et al., 2007; TAKEUCHI et al., 2011). Representa um
processo critico e irreversivel que determina um importante papel na diferenciacdo e na
proliferacdo celulares (BUDUNELI et al., 2003).

O mecanismo da apoptose ocorre espontaneamente a partir de um estimulo fisioldgico
ou € ativado por estimulos patolégicos, como a radiacéo, a hipoxia e os danos ao DNA celular
(SOARES, 2005). A sua ativagdo pode ocorrer através de duas vias principais: a via
extrinseca, mediada pela ativacdo de receptores de morte celular localizados na membrana
citoplasmatica, sendo o Fas e 0 TNF os maios conhecidos; e a via intrinseca, dependente da
participacdo da mitocondria, onde ocorre a liberacdo de fatores apoptogénicos, como o
citocromo c, o fator indutor da apoptose (AIF), a ATP e as proteinas de choque térmico.
Como resultado final de ambas as vias, ocorre a ativacdo das caspases, proteases que quebram
proteinas celulares especificas e estdo associadas a degradacao do DNA (SOARES, 2005).

As alteracOes celulares observadas durante a apoptose séo: a redugdo do volume das
celulas isoladas, decorrente do aumento da concentracdo de célcio no citoplasma e da perda
de liquidos para o meio extracelular; a perda de estruturas especializadas de superficie, como
as microvilosidades e regifes de contato, tornando-se lisa e separada das células vizinhas; as
alteracbes nucleares, como a condensacdo da cromatina proximo a membrana nuclear e a
fragmentacdo do DNA resultante da acdo da endonuclease; a formacdo de corpos apoptéticos,
contendo no seu interior algumas organelas geralmente intactas e, as vezes, fragmentos de
nucleo; o reconhecimento imediato; e a fagocitose dos corpos apoptéticos por macréfagos ou
células fagocitarias adjacentes que, aliada a integridade das organelas, ndo induz ao
desenvolvimento de resposta inflamatéria local (SHIMIZU et al., 2002; SOARES, 2005).

A apoptose estd implicada em uma ampla variedade de fendmenos bioldgicos,
incluindo as respostas inflamatorias e a eliminacdo de células especificas, sem distarbios na
estrutura e na funcdo dos tecidos. Porém, as caracteristicas das células que sofrem de morte
celular apoptotica anormal podem estar envolvidas parcialmente na patogénese de uma larga
variedade de doencas humanas, incluindo o céncer, as doencas auto-imunes, as infecgoes
virais, a AIDS, a doenca de Alzheimer, as doencas periodontais e o diabetes mellitus
(BUDUNELI et al., 2003; BUDUNELI et al., 2007; TAKEUCHI et al., 2011).

A supressdo da apoptose pode conduzir a um aumento na razdo de crescimento do
tecido gengival em virtude da inibicdo da apoptose em fibroblastos gengivais (SHIMIZU et
al., 2002; TAKEUCHI et al., 2011). O epitélio consiste de ceratindcitos que emergem do
compartimento de proliferacdo da camada de células basais e se move para cima,

progressivamente, através de varias camadas do epitélio escamoso estratificado, passando por
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diferenciacéo e finalmente por morte celular. Para manter a arquitetura normal do epitélio
gengival, a serie de eventos de crescimento, diferenciagdo e morte sdo estritamente
modulados. Este equilibrio homeostatico, sem duvida, envolve a integracdo da diferenciacao
epitelial e a apoptose (SHIMIZU et al., 2002).

A apoptose pode ser modulada por mediadores da inflamagdo (TAKEUCHI et al.,
2011). Os sinais de célcio também sdo importantes para o desencadeamento da apoptose, uma
vez que uma elevacédo sustentada de calcio pode ativar as enzimas degradativas, tais como as
proteases dependentes de calcio e as endonucleases responsaveis pela fragmentacdo do DNA
(SHIMIZU et al., 2002). Diversos genes estdo envolvidos no controle da apoptose, alguns
desempenham funcdes anti-apoptoticas e outros pré-apoptéticos (SOARES, 2005).

2.6.1 Marcador apoptoético: proteina Bcl-2

O gene Bcl-2 foi primeiramente observado translocado entre os cromossomos 14 e 18
em grandes proporcdes de linfomas foliculares de células B humanas. Essa translocacdo do
Bcl-2 da posicdo 18921 para 14932 resulta na superexpressdo de suas proteinas (SOARES,
2005). Ele representa um proto-oncogene responsavel pela expressdo de uma proteina integral
de membrana (26-KDa), exclusivamente citoplasmatica por encontrar-se usualmente
localizada no lado externo da membrana mitocondrial, no envelope nuclear e no reticulo
endoplasmatico das células (BUDUNELI et al., 2003; SOARES, 2005). A sua localizacédo
nuclear esta relacionada, provavelmente, a sua funcdo na protecdo do DNA contra a acdo das
endonucleases, inibindo a apoptose (SOARES, 2005). A proteina Bcl-2 é conhecida por
prevenir ou marcadamente reduzir a inducdo da morte celular em virtude de uma larga
variedade de fatores de perturbacdo das células, incluindo a retirada do fator de crescimento, a
quimioterapia, a irradiacdo e a infeccdo viral (BULUT et al., 2005; TAKEUCHI et al., 2011).

Varios tecidos, além da linhagem hematopoiética, expressam a proteina Bcl-2, tendo
sido encontrada sua expressdo tanto em tecidos humanos normais como em canceres orais
(BUDUNELI et al., 2003).

Em adicdo a regulagcdo da apoptose, a familia do Bcl-2 influencia o ciclo celular,
especificamente a transi¢ao entre a quiescéncia e a proliferacdo. Em condic6es de crescimento
um pouco abaixo do ideal, 0 Bcl-2 promove a saida de células em quiescéncia e retarda a sua
reentrada no ciclo (TAKEUCHI et al., 2011). Niveis anormais de Bcl-2 podem afetar a

homeostase dos tecidos por conferir um fendtipo resistente a apoptose nas células em vez de



56

facilitar a agéo de proliferacdo celular (BUDUNELLI et al., 2003). A inibi¢do da apoptose pode
ocorrer em qualquer fase do ciclo celular, mas 0 mecanismo néo é totalmente entendido.

As alteracOes citoplasmaticas da apoptose séo controladas diretamente pela proteina
Bcl-2, que regula a concentragdo de calcio livre no citosol, inibindo a liberacdo deste pelo
reticulo endoplasmatico e entdo, a apoptose. Possivelmente, a Bcl-2 atua na inibigdo da
liberacdo do citocromo ¢ pela mitocéndria e também de outras formas, no intuito de prevenir
a inducdo da apoptose. Na presenca de superexpressao da proteina Bcl-2, a habilidade de

remover danos celulares por apoptose esta limitada (SOARES, 2005).

2.6.2 Estudos envolvendo a proteina Bcl-2 e 0 CGID

O trabalho de Handajani et al. (2003) mostrou que o tratamento com nifedipina em
ratos resultou no aumento da expressao da proteina Bcl-2 em uma moda dose e duracéo
dependentes.

Saito et al. (2000) observaram uma superexpressdo da oncoproteina Bcl-2 no epitélio
gengival de humanos com crescimento gengival induzido por fenitoina e nifedipina. Os
resultados do crescimento gengival induzido pela nifedipina, em modelos de ratos, sugerem
que a nidefipina pode induzir a expressdo de Bcl-2 em tecido gengival de rato com dose e
duracdo moda-dependentes, e que esta proteina proto-oncogene pode desempenhar um
importante papel no crescimento gengival induzido pela nifedipina.

No estudo de Bulut et al. (2005), verificou-se inibicdo da apoptose nas células
epiteliais da gengiva em pacientes tratados com ciclosporina, mas ndo foram encontradas
diferencas significantes entre o grupo da ciclosporina e o grupo controle no que diz respeito a
imunolocalizacdo da Bcl-2. Segundo relatos desses autores, a proteina Bcl-2 tem demonstrado
exercer um papel regulatério fundamental na apoptose, podendo prevenir ou marcadamente
reduzir a morte celular por uma larga variedade de estimulos no crescimento gengival
induzido pela nifedipina. Sob condicdes fisioldgicas, a expressdo dessa proteina parece estar
associada a um pool de células menos diferenciadas e células submetidas a diferenciacédo
terminal. A conclusdo desse estudo indica que a patogénese do crescimento gengival induzido
pela CSA pode envolver a inibicdo da apoptose e a superexpressao do Bcl-2 na presenca de
elevados niveis séricos de ciclosporina.

Um aumento da expressdo de Bcl-2 no epitélio da gengiva humana exibindo
crescimento gengival induzido pela nifedipina tem sido relatado no experimento de Shimizu

et al. (2002). Para esses autores, a hiperplasia epitelial gengival pode ser induzida pela
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nifedipina através de um aumento da expressdo de Bcl-2 pelos ceratindcitos. Nesse estudo,
ressalta-se que a apoptose dos ceratindcitos foi severamente suprimida antes que a hiperplasia
epitelial fosse detectada. Possivelmente, entdo, a inibicdo da apoptose no epitélio conduziu ao

acumulo de células, resultando na hiperplasia epitelial do crescimento gengival.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas Ki-67 e Bcl-2 e a sua relagdo
com as caracteristicas histomorfologicas em espécimes de CGID, HGI e GS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar as caracteristicas histomorfoldgicas, tais como a espessura epitelial, o
grau de colagenizacdo, o grau de vascularizacdo e a intensidade e distribuicdo do infiltrado
inflamatdrio dos espécimes de CGID, HGI e GS;

b) Analisar quantitativamente a imunomarcagdo das proteinas Ki-67 e Bcl-2 tanto no
epitélio quanto no tecido conjuntivo dos espécimes de CGID, HGI e GS;

c) Avaliar a existéncia de possiveis correlacdes entre as imunomarcacgdes das proteinas
Ki-67 e Bcl-2 nos espécimes de CGID, HGI e GS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi submetido a Plataforma Brasil e 0 projeto encaminhado ao Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba (CEP-UEPB), sendo aprovado sob o
parecer de numero 0076.0.133.000-12 (ANEXO 1). Esta pesquisa obedeceu a todos 0s

principios éticos e legais, mantendo a integridade fisica e moral dos pacientes.

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo em questdo é do tipo descritivo-analitico, transversal, observacional,

qualitativo e quantitativo.

4.3 POPULACAO

A populacdo do estudo foi composta por todos os casos de CGID, diagnosticados,
registrados e arquivados nos Servicos de Anatomia Patolégica dos Departamentos de
Odontologia da UEPB, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), da
Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e da Universidade de Brasilia (UnB). Para os casos de
HGI e GS, foram selecionados apenas os espécimes diagnosticados, registrados e arquivados
na UEPB e na UFRN.

4.4 AMOSTRA

A amostra foi do tipo ndo-probabilistica e intencional, uma vez que foram
selecionados somente os casos diagnosticados como CGID (UEPB, UFRN, UNIFOR e UnB),
HGI e GS (UEPB e UFRN), cujos materiais disponiveis nos blocos de parafina existentes
exibiam quantidade e qualidade de tecido satisfatorias para os estudos histomorfoldgico e
imuno-histoquimico.

Com base nos critérios anteriormente descritos, foram selecionados inicialmente 20
casos de CGID. Dessa forma, para os grupos comparativos de HGI e GS, optou-se por utilizar

a mesma quantidade, totalizando assim 60 casos.
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4.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo os espécimes com diagnosticos histopatolégicos de CGID,
HGI e GS que, além de apresentarem material biologico suficiente para a confeccdo das
ldminas e andlises histomorfoldgica e imuno-histoquimica, revelaram em suas fichas
laboratoriais as seguintes informagoes:
Selecéo da amostra:
e Relato da presenca clinica de hiperplasia gengival e de uso de algum medicamento
gue apresenta associacdo com o crescimento gengival, nos casos de CGID;
e Relato da presenca clinica de hiperplasia gengival e auséncia de relato de uso de
medicacdo associada ao crescimento gengival, nos casos de HGI;
e Relato da auséncia de hiperplasia e de sinais clinicos de inflamacdo, além da
descricdo do procedimento cirurgico utilizado para a obtencdo do espécime

tecidual, nos casos de GS.

4.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os espécimes de CGID, HGI e GS que nao apresentaram
quantidade de material suficiente nos blocos de parafina e cujas fichas laboratoriais néo

continham as informacdes necessarias para a sua caracterizacdo como CGID, HGI ou GS.

4.5 ESTUDO HISTOMORFOLOGICO

Esta andlise foi realizada em cortes histolégicos de 5um de espessura, dispostos em
laminas de vidro e corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (HE), correspondentes aos
espécimes de CGID, HGI e GS selecionados para esta pesquisa. Cada caso foi avaliado sob
microscopia de luz (MD500, LEICA Microsystems Vertrieb GmbH, Weltzlar, DE) nos
aumentos de 40x, 100x e 400x por dois examinadores capacitados, para descricdo dos
achados histomorfoldgicos representantes da amostra. A classificacdo final foi definida por
consenso entre 0s examinadores.

No revestimento epitelial, os espécimes foram avaliados e classificados de acordo com
a presenca ou auséncia das seguintes caracteristicas histomorfologicas: espongiose, exocitose,
degeneracdo hidropica, acantose, hiperplasia e projeces epiteliais alongadas. No tecido

conjuntivo, de acordo com o grau de colagenizagéo, vascularizagéo e intensidade do infiltrado
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inflamatorio, os casos foram classificados como: discreto, moderado ou intenso. Além disso,
com base na distribui¢do do infiltrado inflamatdrio, os casos foram categorizados em: focal ou
difuso.
A técnica utilizada para coloragdo em HE seguiu o protocolo descrito abaixo:

v" Desparafinizacéo:

e Xilol I (15 minutos);

e Xilol Il (15 minutos);
v" Hidratagdo em cadeia descendente de etanois:

e Alcool etilico absoluto (5 minutos);

e Alcool etilico 90° GL (5 minutos);

e Alcool etilico 80° GL (5 minutos);

e Alcool etilico 70° GL (5 minutos);

e Alcool etilico 60° GL (5 minutos);
v' Lavagem em agua corrente (5 minutos);
v Hematoxilina (2 minutos);
v’ Lavagem em agua corrente (5 minutos);
v" Eosina (1 minuto);
v’ Lavagem em agua corrente (5 minutos);
v" Desidratacdo em cadeia ascendente de etandis:

e Alcool etilico 60° GL (5 minutos);

e Alcool etilico 70° GL (5 minutos);

e Alcool etilico 80° GL (5 minutos);

e Alcool etilico 90° GL (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto (5 minutos);
v" Diafanizacédo

e Xilol I (15 minutos);

e Xilol Il (15 minutos).

v' Montagem em resina Permount® para observacao a microscopia de luz.



64

4.6 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

4.6.1 Método imuno-histoquimico

Todos os espécimes gengivais fixados em formol a 10% e emblocados em parafina,
referentes aos casos selecionados para este estudo, foram submetidos a cortes histologicos de
3um de espessura, 0s quais foram estendidos em laminas de vidro, previamente limpas e
devidamente preparadas com adesivo a base de organosilano (3aminopropiltrietoxisilano,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao
método da imunoperoxidase pela técnica da estreptoavidina-biotina (LSAB + System HRP,
Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), utilizando os anticorpos primarios anti-Ki-
67 e anti-Bcl-2 (QUADRO 1). Como controle positivo para os anticorpos anti-Ki-67 e anti-
Bcl-2 foram utilizados cortes de carcinoma epidermdide oral e de linfonodos,

respectivamente.

) ) o Recuperacéo Tempo de
Anticorpo | Clone Fabricante Diluicéo L B
antigénica Incubacéo

) ) o Citrato pH 6,0 )
Ki-67 SP-6 | Diagnostic Biosystems | 1:200 ) 60 min
Pascal, 121°C, 3 min

Citrato pH 6,0 )
Bcl-2 124 Dako 1:50 ) Overnight
Pascal, 121°C, 3 min

QUADRO 1. Anticorpo, clone, fabricante, diluicdo, recuperacéo antigénica e tempo de incubacdo dos
anticorpos primarios utilizados no estudo.

A técnica utilizada seguiu o protocolo descrito abaixo:
v" Desparafinizacdo em temperatura ambiente:
e Xilol I (10 minutos);
e Xilol Il (10 minutos)
v" Re-hidratacdo em cadeia descendente de etanois, sob temperatura ambiente:
e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 11 (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);
e Alcool etilico 95° GL (5 minutos);
e Alcool etilico 80° GL (5 minutos);
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Remocédo de pigmentos formdlicos com hidroxido de amonia a 10% em etanol 95%, a
temperatura ambiente (10 minutos);

Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);

Recuperacéo antigénica (QUADRO 1);

Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Bloqueio da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio (H2O,) 10 volumes (2
trocas com 10 minutos cada);

Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Duas passagens rapidas em agua destilada (5 minutos cada);

Duas incubacdes dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporcéo de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endoégena tecidual (10 minutos cada);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Duas passagens rapidas em agua destilada (5 minutos cada);

Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
Incubacdo dos cortes com anticorpos primarios em solucdo diluente (Antibody diluent with
background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA);

Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
Incubacdo com anticorpo secundario (Biotinylated link universal, Dako North America
Inc., Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (30 minutos);

Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
Incubagdo com complexo estreptoavidina-HRP (Streptavidin-HRP, Dako North America
Inc., Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (30 minutos);

Duas passagens em solucéo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCL pH 7,4 (5 minutos cada);
Revelacdo da reacdo com solucdo cromogena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB +
Substrate, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (7 minutos);

Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Duas passagens rapidas em agua destilada (5 minutos);

Contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer a temperatura ambiente (5 minutos);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Desidratacdo em cadeia ascendente de etanais:

e Alcool etilico 80° GL (2 minutos);

e Alcool etilico 95° GL (2 minutos);

e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
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e Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto I11 (5 minutos);
v" Diafanizacédo:
e Xilol I (2 minutos);
e Xilol Il (2 minutos);
e Xilol I (2 minutos);
v' Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA), para

observacao a microscopia de luz.

4.6.2 Anélise imuno-histoquimica

Apds o processamento imuno-histoquimico, foram avaliados, por intermédio da
microscopia de luz (MD500, LEICA Microsystems Vertrieb GmbH, Weltzlar, DE) todos os
espécimes de crescimento gengival induzido por drogas, hiperplasia gengival inflamatéria e
gengiva saudavel. Para esta analise, foram considerados os seguintes parametros: positividade
da marcacdo (positivo ou negativo), localizacdo da marcacao (epitélio e conjuntivo) e o
namero total de células marcadas para os referidos anticorpos, por campo, no epitélio e no
tecido conjuntivo.

Os espécimes foram analisados por um Unico examinador previamente calibrado. Sob
0 aumento de 400x, foram selecionados 5 (cinco) campos de maior imunorreatividade aos
anticorpos anti-Ki-67 e anti-Bcl-2. Cada um desses campos foi fotomicrografado (MD500,
LEICA Microsystems Vertrieb GmbH, Weltzlar, DE) e as imagens obtidas foram transferidas
para um computador. Com o auxilio do programa Imaging Processing and Analysis in Java
(Image J®, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), foi realizada a
contagem das células imunopositivas e das células negativas, até alcancar um total de 1.000
celulas contabilizadas no epitélio e de 500 células no tecido conjuntivo. Em seguida, para
cada caso, foram calculados os indices de positividade (IPs) para os anticorpos anti-Ki-67 e
anti-Bcl-2, tanto no epitélio quanto no tecido conjuntivo.

Foram consideradas como imunomarcadas as células que exibiam coloracéo
marrom/acastanhada com padrdo finamente granular, decorrente da reacdo do corante DAB
no citoplasma e nas membranas, independentemente da intensidade de marcacéo.

Para o estudo imuno-histoquimico e também para a analise morfoldgica, todos os

casos do estudo foram identificados de forma que o examinador ndo tivesse acesso a
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informacdo sobre o tipo de leséo que estava sendo avaliada, caracterizando assim um estudo

do tipo cego.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

ApoGs a realizagdo de toda a metodologia anteriormente descrita e a conclusdo das
analises histomorfoldgica e imuno-histoquimica, os resultados obtidos foram organizados em
um banco de dados informatizado, com o auxilio do programa estatistico SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, Chicago, IL, USA), na verséo 17.0.

A partir dos dados obtidos com a andlise morfoldgica foram estabelecidos valores
percentuais e, em seguida, possiveis associacdes dos achados histopatologicos com a condi¢éao
(CGID, HGI, GS) foram avaliadas pelo teste Qui-quadrado.

Os dados obtidos com a quantificacdo das células imunomarcadas para o Ki-67 e para
0 Bcl-2 foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para a avaliagdo da distribuicdo
dos dados, onde se constatou distribuicdo normal para o Ki-67 e para o Bcl-2 no epitélio.
Dessa forma, as comparacdes das médias dos IPs com relacdo a condicdo e a intensidade do
infiltrado inflamat6rio foram realizadas pelo teste paramétrico Anova One-Way. A
comparacgdo das médias dos IPs de acordo com a distribuicdo do infiltrado e a vascularizacéo
foram realizadas pelo teste paramétrico t-student. Possiveis correlag@es entre os IPs para o Ki-
67 e para o Bcl-2 foram avaliadas pelo teste de correlacdo de Pearson.

Por sua vez, com relacdo aos IPs para o Ki-67 e Bcl-2 no conjuntivo, o teste de
Kolmogorov-Smirnov revelou auséncia de distribuicdo normal. Dessa forma, as comparagoes
das medianas dos IPs para o Ki-67 e para o Bcl-2 entre o CGID, a HGI e a GS foram
realizadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis. As comparac6es das medianas dos
IPs para o Ki-67 e para o Bcl-2, com relacdo as caracteristicas histomorfolégicas foram
realizadas por meio do teste ndo-paramétrico de Mann Whitney. O nivel de significancia

adotado para todos os testes foi de 5% («=0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS HISTOMORFOLOGICOS

A anélise morfoldgica do revestimento epitelial dos espécimes de GS revelou areas
focais de hiperplasia, bem como de degeneracéo hidropica e exocitose. Por sua vez, o epitélio
de revestimento das HGIs e dos CGIDs exibiram hiperplasia, acantose, degeneragédo
hidrdpica, espongiose e exocitose, em extensdo e graus variados. Especificamente para 0s
CGIDs, cristas epiteliais exibindo longas extensdes em direcdo ao tecido conjuntivo
subjacente foram identificadas em 11 (55,0%) dos 20 casos analisados, ndo sendo estas
observadas em nenhum dos casos de HGI e GS (FIGURA 1).

Com relagcdo as caracteristicas do tecido conjuntivo, a analise do grau de
colagenizacédo revelou maior frequéncia de casos com intensa deposicdo de fibras colagenas
nos CGIDs (90,0%), seguidos pelos espécimes de GS (60,0%). Nas HGIs essa deposicao
colagénica intensa esteve presente em apenas 45,0% dos espécimes avaliados, apresentando
maior porcentagem no grau moderado (55,0%), em comparagdo com a GS (40,0%) e o CGID
(10%). O grau de vascularizacdo discreto ndo foi visualizado em nenhum caso dos trés
grupos. O teste do Qui-quadrado revelou associacao estatisticamente significativa dos CGIDs
com a intensa colagenizacdo do tecido conjuntivo (p = 0,010) (TABELA 1).

Ao se avaliar o grau de vascularizacdo, constatou-se que a maior frequéncia da
vascularizagédo intensa foi observada no grupo da GS (70,0%), seguida pelo grupo de HGI
(65,0%) e CGID (55,0%). Quanto ao grau de vascularizagdo moderado, observou-se o
inverso, ou seja, foi maior no CGID (45,0%), seguido pelos grupos de HGI (35,0%) e GS
(30,0%). O grau de vascularizacdo discreto ndo foi visualizado em nenhum caso dos trés
grupos. Por meio do teste do Qui-quadrado, ndo foi constatada associagdo estatisticamente
significativa do grau de vascularizagdo com qualquer um dos grupos avaliados (p = 0,605)
(TABELA 1).
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FIGURA 1. Fotomicrografias representativas das caracteristicas histopatolégicas observadas em GSs
(A), CGIDs (B) e HGIs (C) (HE, 100x).
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TABELA 1. DistribuicBes absoluta e relativa e significancia estatistica dos graus de
colagenizacgéo e vascularizagdo do tecido conjuntivo com relagdo aos grupos

avaliados. Campina Grande — PB, 2012.

Grupos
Parametros GS HGI CGID x p
n (%) n (%) n (%)
Colagenizagdo
Moderada 8 (40,0) 11 (55,0) 2 (10,0) 9,231 0,010
Intensa 12 (60,0) 9 (45,0) 18 (90,0)
Total 20 (100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)
Vascularizagdo
Moderada 6 (30,0) 7 (35,0) 9 (45,0) 1,005 0,605
Intensa 14 (70,0) 13 (65,0) 11 (55,0)
Total 20(100,0) 20 (100,0) 20 (100,0)

Fonte: Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia / UEPB.

Ainda no tecido conjuntivo, com relacdo ao infiltrado inflamatério, foram avaliadas a
intensidade e a distribuicdo. No grupo da GS, verificou-se uma distribui¢do similar entre os
casos com infiltrado inflamatorio discreto (35,0%), moderado (30,0%) e intenso (35,0%). Por
sua vez, os casos com infiltrado inflamatorio intenso foram mais frequentes nos CGIDs
(65,0%) e nas HGIs (60,0%). O teste do Qui-quadrado revelou auséncia de associacao
estatisticamente significativa da intensidade do infiltrado inflamat6rio com qualquer um dos
grupos avaliados (p = 0,365) (TABELA 2).

A distribuicdo do infiltrado inflamatério demonstrou uma predominancia do tipo focal
em todos os grupos, com frequéncias idénticas na GS (80,0%) e na HGI (80,0%), seguidas
dos CGIDs (75,0%). O teste do Qui-quadrado revelou auséncia de associacédo estatisticamente
significativa da distribuicdo do infiltrado inflamatorio com qualquer um dos grupos avaliados
(p=0,906) (TABELA 2).
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TABELA 2. Distribui¢Bes absoluta e relativa e significancia estatistica da intensidade e da
distribuicdo do infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo com relacdo aos

grupos avaliados. Campina Grande — PB, 2012.

Grupos
Parametros GS HGI CGID r p
n (%) n (%) n (%)
Intensidade
Discreto 7 (35,0) 5 (25,0) 4 (20,0) 4,331 0,365
Moderado 6 (30,0) 3 (15,0) 3 (15,0)
Intenso 7 (35,0) 12 (60,0) 13 (65,0)
Total 20(100,0)  20(100,0) 20 (100,0)
Distribuicdo
Focal 16 (80,0) 16 (80,0) 15 (75,0) 0,196 0,906
Difusa 4 (20,0) 4 (20,0) 5 (25,0)
Total 20(100,0)  20(100,0) 20 (100,0)

Fonte: Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia / UEPB.

5.2 RESULTADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

5.2.1 Andlise da expressao da proteina Ki-67

A anélise realizada nos revestimentos epiteliais dos espécimes imunomarcados com o
anticorpo anti-Ki-67 revelou imunoexpressao desse antigeno em todos os casos de CGID,
HGI e GS. A imunorreatividade foi observada, em todos os grupos, no nacleo das células da

camada basal e, ocasionalmente, em células da camada suprabasal (FIGURA 2).



FIGURA 2. Positividade para o Ki-67 em células das camadas basal e parabasal do epitélio
revestimento de HGI (A) e GS (B) (LSAB, 100x).
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A avaliagdo dos IPs para o Ki-67 no revestimento epitelial, revelou, para as HGIs,
percentuais que variaram de 0,90% a 41,70%, com um IP médio de 17,19%. Nos CGIDs,
esses percentuais variaram de 0,40% a 36,60%, com um IP médio de 17,20%. Por sua vez,
nos espécimes de GS, os IPs para o anticorpo anti-Ki-67 variaram de 8,00% a 37,60%, com
uma média de 21,71% (GRAFICO 1). O teste paramétrico de ANOVA One-Way revelou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos IPs para o Ki-67 nos
revestimentos epiteliais dos espécimes de CGID, HGI e GS (p = 0,246) (TABELA 3).

2400

22 007

20 00

18,00

16,00

Mean +- 1 SE indice de positividade Ki-67

14 00

T T |
Gengiva saudavel Hiperplasia gengival inflamatéaria Crescimento gengival induzido por droga

Grupos

GRAFICO 1. Barra de erros da média +/- desvio padréo dos IPs para o Ki-67 no revestimento
epitelial de CGID, HGI e GS. Campina Grande, PB — 2012.

TABELA 3. Tamanho da amostra, médiatdesvio-padrdo, estatistica F e significancia
estatistica (p) para os IPs para o Ki-67 no revestimento epitelial de CGID, HGI
e GS. Campina Grande, PB — 2012.

Grupo n Meéediatdesvio-padrao F p
CGID 20 17,20+10,83 1,439 0,246
HGI 20 17,19+10,33

GS 20 21,71+7,64

Fonte: Programa de Pds-Graduacéo em Odontologia / UEPB.

Com relagdo a intensidade do infiltrado inflamatorio, os casos com infiltrado
inflamatdrio discreto (n = 16) exibiram IPs para o Ki-67 no revestimento epitelial que
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variaram de 7,20% a 23,90%, com uma média de 14,83%. Nos casos com infiltrado
inflamatorio moderado (n = 12), esses percentuais variaram de 8,00% a 37,60%, com um IP
médio de 20,95%. Por sua vez, os casos com infiltrado inflamatorio intenso (n = 32)
revelaram IPs que variaram de 0,40% a 41,70%, com uma média de 19,79% (GRAFICO 2). O
teste paramétrico de ANOVA One-Way revelou auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre as médias dos IPs para o Ki-67 no revestimento epitelial com relacdo a
intensidade do infiltrado inflamatorio (p = 0,171) (TABELA 4).

22 501
20,00
17 507
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GRAFICO 2. Barra de erros da média +/- desvio padréo dos IPs para o Ki-67 no revestimento
epitelial de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatério. Campina
Grande, PB — 2012.

TABELA 4. Tamanho da amostra, médiatdesvio-padrdo, estatistica F e significancia
estatistica (p) para os IPs para o Ki-67 no revestimento epitelial de acordo com
a intensidade do infiltrado inflamatério. Campina Grande, PB — 2012.

Intensidade do infiltrado n Médiatdesvio-padréo F p
Discreto 16 14,83+5,67 1,822 0,171
Moderado 12 20,95+8,33

Intenso 32 19,79+11,43

Fonte: Programa de Pés-Graduacéo em Odontologia / UEPB.

A anélise dos IPs para o Ki-67 em relacdo a distribui¢do do infiltrado inflamatorio

revelou, para os casos com distribuicdo focal (n = 47), percentuais de positividade no
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revestimento epitelial que variaram de 0,90% a 41,70%, com uma média de 19,60%. Nos
casos com infiltrado inflamatorio difuso (n = 13), esses percentuais variaram de 0,40% a
29,10%, com um IP médio de 15,43% (GRAFICO 3). O teste paramétrico “t” de Student
revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos IPs para o Ki-
67 no revestimento epitelial com relacéo a distribuicdo do infiltrado inflamatério (p = 0,175)
(TABELA 5).
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Mean +- 1 SE indice de positividade Ki-67

12,00

T
Focal Difusa

Distribuigdo do infiltrado inflamatério
GRAFICO 3. Barra de erros da média +/- desvio padrédo dos IPs para o Ki-67 no revestimento
epitelial de acordo com a distribuicdo do infiltrado inflamatério. Campina
Grande, PB —2012.

TABELA 5. Tamanho da amostra, médiatdesvio-padrao, estatistica t, significancia estatistica
(p) e intervalo de confianca (95%) para os IPs para o Ki-67 no revestimento
epitelial de acordo com a distribuicdo do infiltrado inflamatério. Campina
Grande, PB — 2012.

Intervalo de confianca

Distribuicéo - . ~ (95%)
+ -
do infiltrado Meédiatdesvio-padréo t p
Minimo Maximo
Focal 47 19,60+9,85 1,374 0,175 -1,910 10,265
Difuso 13 15,43+9,12

Fonte: Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia / UEPB.
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A andlise dos IPs para o Ki-67 com relacdo a vascularizacdo do tecido conjuntivo
revelou, para 0s casos com moderada vascularizagdo (n = 22), percentuais de positividade no
revestimento epitelial que variaram de 1,60% a 41,70%, com uma média de 17,79%. Nos
casos com intensa vascularizagdo (n = 38), esses percentuais variaram de 0,40% a 37,60%,
com um IP médio de 19,23% (GRAFICO 4). O teste paramétrico “t” de Student revelou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as medias dos IPs para o Ki-67 no
revestimento epitelial com relacdo ao grau de vascularizagdo do tecido conjuntivo (p = 0,587)
(TABELA 6).
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GRAFICO 4. Barra de erros da média +/- desvio padréo dos IPs para o Ki-67 no revestimento
epitelial de acordo com o grau de vascularizacdo do tecido conjuntivo. Campina
Grande, PB —2012.
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TABELA 6. Tamanho da amostra, médiatdesvio-padréo, estatistica t, significancia estatistica
(p) e intervalo de confianca (95%) para os IPs para o Ki-67 no revestimento
epitelial de acordo com o grau de vascularizacdo do tecido conjuntivo. Campina
Grande, PB —2012.

Intervalo de confianca

Vascularizacgo n  Médiatdesvio-padrao t p (95%0)

Minimo Maximo
Moderada 47 17,79+9,77 -0,547 0,587 - 6,715 3,834
Intensa 13 19,23+9,87

Fonte: Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia / UEPB.

No tecido conjuntivo, a analise dos espécimes imunomarcados com o anticorpo anti-
Ki-67 revelou imunoexpressdo desse antigeno em células endoteliais e, ocasionalmente, em
células mononucleadas fusiformes e ovoides, dispersas em meio a MEC, morfologicamente
compativeis com fibroblastos (FIGURA 3). A avaliacdo especifica desse ultimo tipo celular
revelou positividade para o Ki-67 em 40,0% (n = 8) dos casos de CGID, 35,0% (n = 7) dos
casos de HGI e 35,0% (n = 7) dos espécimes de GS.

A andlise dos IPs para o Ki-67 em células mononucleadas fusiformes e ovdides
presentes no tecido conjuntivo revelou, para as HGIs, valores percentuais que variaram de
0,00% a 1,60%, com um IP médio de 0,25%. Nos CGIDs, esses percentuais variaram de
0,00% a 1,20%, com um IP médio de 0,22%. Por sua vez, nos casos de GS, os IPs para o
anticorpo anti-Ki-67 variaram de 0,00% a 1,00%, com uma média de 0,15% (GRAFICO 5). O
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou auséncia de diferenca estatisticamente
significativa entre as medianas dos IPs para o Ki-67 em células mononucleadas fusiformes e
ovoides presentes no tecido conjuntivo de CGIDs, HGIs e espécimes de GS (p = 0,874)
(TABELA 7).
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FIGURA 3. Positividade para o Ki-67 em células das camadas basal e parébsal d epitél de
revestimento de CGID (A) (LSAB, 100x) e em célula mononucleada fusiforme (seta), dispersa em
meio & MEC (B) (LSAB, 400x).
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TABELA 7. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW
e significancia estatistica (p) para os IPs para o Ki-67 em células mononucleadas
fusiformes e ovoides presentes no tecido conjuntivo de CGID, HGI e GS.
Campina Grande, PB — 2012.

Grupo n Mediana Q-0 Meédia dos postos KwW p
CGID 20 0,00 0,00-0,35 31,45 0,270 0,874
HGI 20 0,00 0,00-0,40 30,95

GS 20 0,00 0,00-0,20 29,10

Fonte: Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia / UEPB.
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GRAFICO 5. Box-plot relativo aos IPs para o Ki-67 em células mononucleadas fusiformes e
ovoides presentes no tecido conjuntivo de CGID, HGI e GS. Campina Grande,
PB - 2012.

No que diz respeito a intensidade do infiltrado inflamatdrio, os casos com infiltrado
inflamat6rio discreto (n = 16) exibiram IPs para o Ki-67 em células mononucleadas
fusiformes e ovoides presentes no tecido conjuntivo que variaram de 0,00% a 0,60%, com
uma média de 0,06%. Nos casos com infiltrado inflamatério moderado (n = 12), estes
percentuais variaram de 0,00% a 1,60%, com um IP médio de 0,16%. Ja os casos com
infiltrado inflamatdrio intenso (n = 32) revelaram IPs que variaram de 0,00% a 1,20%, com
uma média de 0,29%. O pequeno namero de casos positivos para o Ki-67 nos espécimes com

infiltrado inflamatorio discreto e moderado impossibilitou a realizacéo de analises estatisticas



81

para avaliar possiveis diferencas na proliferagdo de células mononucleadas fusiformes e
ovoides presentes no tecido conjuntivo com relagdo a intensidade do infiltrado inflamatério.

A andlise dos IPs para o Ki-67 com relacdo a distribuicdo do infiltrado inflamatdrio
revelou, para os casos com distribuicdo focal (n = 47), percentuais de positividade em células
mononucleadas fusiformes e ovoides presentes no tecido conjuntivo que variaram de 0,00% a
1,60%, com uma média de 0,22%. Nos casos com infiltrado inflamatério difuso (n = 13),
esses percentuais variaram de 0,00% a 0,60%, com um IP médio de 0,15% (GRAFICO 6). O
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou ndo existir diferenca estatisticamente
significativa entre as medianas dos IPs para o Ki-67 no tecido conjuntivo com rela¢do a
distribuicdo do infiltrado inflamatério (p = 0,771) (TABELA 8).

TABELA 8. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, méedia dos postos, estatistica U e
significancia estatistica (p) para os IPs para o0 Ki-67 em células mononucleadas
fusiformes e ovodides presentes no tecido conjuntivo de acordo com a distribuicdo

do infiltrado inflamatoério. Campina Grande, PB — 2012.

Distribuicéo . .

do infiltrado Mediana Q2x5-Q7s5 Média dos postos U p
Focal 47 0,00 0,00-0,40 30,20 291,50 0,771
Difusa 13 0,00 0,00-0,30 31,58

Fonte: Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia / UEPB.
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GRAFICO 6. Box-plot relativo aos IPs para o Ki-67 em células mononucleadas fusiformes e
ovobides presentes no tecido conjuntivo de acordo com a distribuicdo do

infiltrado inflamatorio. Campina Grande, PB — 2012.

A analise dos IPs para o Ki-67 com relacdo ao grau de vascularizacdo do tecido
conjuntivo revelou, para os casos com moderada vascularizacdo (n = 22), percentuais de
positividade em células mononucleadas fusiformes e ovdides presentes no tecido conjuntivo
que variaram de 0,00% a 1,60%, com uma meédia de 0,20%. Nos casos com intensa
vascularizacdo (n = 38), esses percentuais variaram de 0,00% a 0,10%, com um IP médio de
0,21% (GRAFICO 7). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou n&o existir diferenca
estatisticamente significativa entre as medianas dos IPs para o Ki-67 no tecido conjuntivo
com relacdo ao grau de vascularizacao (p = 0,355) (TABELA 9).

TABELA 9. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica U e
significancia estatistica (p) para os IPs para o Ki-67 em células mononucleadas
fusiformes e ovdides presentes no tecido conjuntivo de acordo com o grau de

vascularizacdo. Campina Grande, PB — 2012.

Vascularizagdo n Mediana Q25-Q7s Média dos postos U p
Moderada 22 0,00 0,00-0,20 28,14 366,00 0,355
Intensa 38 0,00 0,00-0,40 31,87

Fonte: Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia / UEPB.
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GRAFICO 7. Box-plot relativo aos IPs para o Ki-67 em células mononucleadas fusiformes e
ovoides presentes no tecido conjuntivo de acordo com o grau de vascularizacéo.
Campina Grande, PB — 2012

A analise dos IPs para o Ki-67 com relacdo ao grau de colagenizacdo do tecido
conjuntivo revelou, para 0os casos com moderada deposicdo de fibras colagenas (n = 21),
percentuais de positividade em células mononucleadas fusiformes e ovoides presentes no
tecido conjuntivo que variaram de 0,00% a 1,60%, com uma média de 0,25%. Nos casos com
intensa colagenizacdo (n = 39), estes percentuais variaram de 0,00% a 1,20%, com um IP
médio de 0,17% (GRAFICO 8). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou no existir
diferenca estatisticamente significativa entre as medianas dos IPs para o Ki-67 no tecido
conjuntivo em relacdo ao grau de colagenizacéo (p = 0,653) (TABELA 10).

TABELA 10. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica U
e significancia estatistica (p) para os IPs para o Ki-67 em células mononucleadas
fusiformes e ovdides presentes no tecido conjuntivo de acordo com o grau de

colagenizacdo. Campina Grande, PB — 2012.

Colagenizagdo n Mediana Q25-Q7s Média dos postos U p
Moderada 21 0,00 0,00-0,50 31,69 384,50 0,653
Intensa 39 0,00 0,00-0,20 29,86

Fonte: Programa de Pés-Graduacdo em Odontologia / UEPB.
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GRAFICO 8. Box-plot relativo aos IPs para o Ki-67 em células mononucleadas fusiformes e
ovaides presentes no tecido conjuntivo de acordo com o grau de colagenizagao.
Campina Grande, PB — 2012.

5.2.2 Andlise da expressao da proteina Bcl-2

A andlise dos IPs para o Bcl-2 nos revestimentos epiteliais revelou, para as HGIs, IPs
que variaram de 1,40% a 26,10%, com uma média de 11,23%. Nos CGIDs, esses percentuais
variaram de 2,40% a 27,10%, com um IP médio de 14,67%. Por sua vez, nos espécimes de
GS, os IPs para o anticorpo anti-Bcl-2 variaram de 0,80% a 19,30%, com uma média de
10,24% (GRAFICO 9). O teste paramétrico de ANOVA One-Way revelou auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos IPs para o Bcl-2 no revestimento
epitelial de CGIDs, HGIs e espécimes de GS (p = 0,061) (TABELA 11) (FIGURA 4 ¢ 5).



85

FIGURA 4. Positividade para o Bcl-2 em células da camada basal do epitélio de revestimento de HGI

(A) e CGID (B) (LSAB, 400x).



