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RESUMO

O crescimento gengival induzido por drogas (CGID) ¢ um efeito adverso associado ao uso
cronico de trés medicamentos principais: a fenitoina, um anticonvulsivante, a ciclosporina,
uma droga imunossupressora e os agentes farmacoldgicos conhecidos como bloqueadores dos
canais de calcio (BCC). A nifedipina ¢ um bloqueador dos canais de calcio que, por sua
potente acdo vasodilatadora, tornou-se uma droga largamente utilizada em cardioterapia,
especialmente, para controle da hipertensdo arterial. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar as caracteristicas microscopicas e o indice proliferativo epitelial do tecido gengival de
pacientes sob terapia cronica com nifedipina. Para este fim, foram obtidas vinte amostras de
tecido gengival de usudrios cronicos de nifedipina, sendo que, a maioria dos pacientes nao
apresentava CG clinicamente detectdvel. Para fins comparativos, foram utilizadas nove
amostras de tecido gengival de pacientes saudaveis e ndo usuarios de drogas indutoras de CG
(controle). As amostras foram avaliadas microscopicamente, por meio da coloracao de
hematoxilina-eosina, quanto ao tamanho das cristas epiteliais. Para a avaliacdo do indice
proliferativo epitelial, foi realizada a identifica¢do celular das proteinas Ki-67 e Ciclina Bl
pela técnica da imunoistoquimica (streptavidina-biotina-peroxidase), bem como a
quantificacio das células positivas (células +) por mm”. Os resultados revelaram que os
pacientes usudrios de nifedipina exibiram um tecido epitelial com cristas significativamente
mais longas do que os pacientes do grupo controle (Mann-Whitney, p=0,02). No entanto,
quanto a atividade proliferativa dos queratinocitos, ndo pdde ser observada diferenca
significante entre os dois grupos (Mann-Whitney, p>0,05). Os achados revelaram que as
alteracdes microscopicas observadas no epitélio de pacientes usudrios de nifedipina ndo
ocorreram por aumento da atividade mitotica dos queratinocitos, mas considerando dados da
literatura, sugere-se que este aumento possa ocorrer devido a uma inibicdo da taxa de
apoptose destas células.

Palavras-chave: Proliferagao de células, Apoptose, Nifedipina, Efeitos adversos.



ABSTRACT

Drug induced gingival overgrowth (DIGO) is an adverse effect associated with the chronic
use of three main drugs: phenytoin, an anticonvulsant, cyclosporin, an immunosuppressant
drug and the pharmacological agents known as calcium channel blockers (CCB). Nifedipine is
a calcium channel blocker, which because of its strong vessel dilating action has become
widely used in cardiotherapy, in particular for the control of arterial hypertension. The aim of
this study is to evaluate the microscopic characteristics and the epithelial proliferation index
of gingival tissue in patients undergoing chronic treatment with nifedipine. To do so, twenty
samples of gingival tissue of patients undergoing chronic treatment with nifedipine were
obtained. The majority of these patients did not present clinically detectable gingival
overgrowth. For comparative purposes, nine samples of gingival tissues of healthy patients
who did not use drugs associated with gingival overgrowth (control) were used. The samples
were microscopically analyzed using hematoxylin-eosin staining, to determine the size of the
epithelial rete pegs. To carry out the epithelial proliferation index evaluation, a cellular
identification of the Ki-67 and B1 Cyclin proteins was done using the immunohistochemical
technique (streptavidin-biotin-peroxidase), as well as the quantification of positive cells
(+cells) in mm2The results showed that the epithelial tissue of nifedipine users has
considerably longer rete pegs that of the control group (Mann-Whitney, p=0.02). However,
with regard to the proliferating activity of the keratinocytes, no significant difference was
observed between the two groups (Mann-Whitney, p>0.05). The findings show that the
microscopic alterations observed in the epithelium of nifedipine users are not caused by the

mitotic activity of the keratinocytes but taking data from the literature into consideration, it is
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suggested that this increase might be caused by an inhibition of apoptosis rate of these same

cells.

Keywords: Cell Proliferation, Apoptosis, Nifedipine, Adverse effect.
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1. INTRODUCAO

A nifedipina é uma diidropiridina pertencente a classe de agentes farmacologicos
conhecidos como bloqueadores dos canais de calcio (BCC). Estes s3o medicamentos
largamente utilizados para tratamento de distirbios cardiovasculares tais como: angina do
peito, arritmias ventriculares e hipertensdo arterial (MUELLER et al., 1981; OPIE et al.,

1987).

O principio de a¢do da nifedipina é a inibicao do influxo do calcio extracelular
através das membranas das células musculares lisas dos vasos sangiiineos e das células do
musculo cardiaco (ANTMAN et al.,, 1980). O processo de contracdo destes tecidos ¢
dependente do movimento do calcio extracelular através de canais especificos. Desta forma,
bloqueando a entrada do ion célcio, a for¢a de contracdo do miocardio ¢ reduzida, resultando
num menor consumo de oxigénio. No leito vascular, a reducdo do influxo de célcio causa
relaxamento arterial e, conseqiientemente, vasodilatacdo. Estes mecanismos fundamentam o
emprego clinico da nifedipina como uma potente droga anti-hipertensiva e anti-anginosa

(STONE et al., 1980; HENRY, 1980).

A hipertensdo arterial ¢ uma condi¢do clinica altamente prevalente em todo o
mundo. Dados de um recente estudo epidemioldgico brasileiro indicaram que a hipertensao
atingiu 46,4% dos homens e 55,9% das mulheres com idades iguais ou superiores a sessenta
anos (ZAITUNE et al., 2006). Para o controle dos niveis de pressdo arterial, varias medidas
podem ser empregadas; desde modificagdes no estilo de vida até o uso de drogas anti-
hipertensivas. Para a maioria dos pacientes, os diuréticos podem ser considerados como
medicamentos de primeira escolha. No entanto, dependendo de outras indicagdes especificas

como diabetes mellitus, nefropatia ou doenga cardiovascular, pode haver a necessidade de
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associacao dos diuréticos com outras drogas como os beta-bloqueadores, os bloqueadores do
receptor de angiotensina, os inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA) e os
bloqueadores dos canais de calcio. Em algumas situagdes especiais, os BCC podem ser
indicados, inclusive, como monoterapia para hipertensdo ou mesmo no tratamento de outras
desordens cardiovasculares (ABERNETHY; SCHWARTZ, 1999, WHO, INTERNATIONAL

SOCIETY OF HYPERTENSION WRITING GROUP, 2003).

Os BCC, embora sejam medicagdes extremamente uteis, podem gerar alguns
efeitos colaterais indesejaveis. Os efeitos toxicos mais importantes consistem em extensoes
diretas de sua agdo terapéutica, ja que a inibi¢do excessiva do calcio pode causar depressao
cardiaca grave, incluindo bradicardia, bloqueio atrioventricular, insuficiéncia cardiaca
congestiva e parada cardiaca. Outros efeitos de menor importancia sdo tontura, rubor facial,

constipacdo intestinal, ndusea e edema periférico (KATZUNG; CHATERJEE, 2003).

De especial interesse para a Odontologia é a ocorréncia de crescimento gengival
(CG) apds o uso da nifedipina. Além do notdério comprometimento estético, este efeito
adverso pode interferir nas proprias fungdes orais, prejudicando a mastigagdo e a fonagao.
Assim, nos casos mais severos, hd a necessidade de repetidas cirurgias para a corre¢ao
estética ou funcional (WESTBROOK et al., 1997, SEYMOUR; THOMASON ¢ ELLIS,
1996). Além disto, o CG ¢ capaz de produzir uma modificagdo no micro-ambiente gengival,
ou seja, as dimensdes gengivais aumentadas geram sitios de intensa anaerobiose. Essa
alteracdo no nivel de tensdo de oxigénio favorece a proliferagdo de bastonetes anaerdbios
Gram-negativos que podem iniciar ou agravar a doenga periodontal destrutiva (NAKOU et

al., 1998; LEUNG et al., 2003).

Embora o mecanismo de instalacdo do CG ainda ndo esteja totalmente esclarecido,
alguns trabalhos indicaram que, pelo menos em parte, a proliferacdo celular pode ser

responsavel pelo aumento de volume do tecido gengival. Estudos utilizando a técnica de
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imunoistoquimica e cultura de células detectaram aumento da atividade proliferativa de
fibroblastos e queratindcitos em CG induzidos por nifedipina, ciclosporina, fenitoina e
vigabatrina (SAITO et al.,, 1999; NURMENNIEMI; PERNU e KNUUTTILA, 2001;

PARKAR et al., 2004; TAKEUCHI, 2004; MESA et al., 2004).

O espessamento do tecido epitelial ¢ um aspecto marcante da hiperplasia gengival
induzida por nifedipina e tem sido relatado desde os primeiros estudos microscopicos
(LEDERMAN et al., 1984; BARAK; ENGELBERG e HISS, 1987). Um achado interessante
do estudo de Barak et al. (1987) foi que os tecidos gengivais dos pacientes sob terapia com
nifedipina exibiram graus variados de prolongamento das cristas epiteliais, mesmo que nao
manifestassem um CG clinicamente expressivo. Todavia, ainda ndo esta esclarecido se estas
alteragdes epiteliais subclinicas estdo associadas a um aumento da atividade mitotica dos

queratinocitos.

O comportamento proliferativo dos queratindcitos pode ser investigado por meio
da identificacdo de proteinas especificas que sdo expressas nas diferentes fases do ciclo
celular. Assim, a técnica da imunoistoquimica, que utiliza anticorpos especificos contra alvos
desejados, permite o reconhecimento de proteinas que sdo marcadores de proliferagdo celular.
O Ki-67 ¢ uma proteina nuclear que estd presente em todas as fases ativas do ciclo celular
(G1, S, G2 e M); porém, esta ausente na fase de repouso (GO). Assim, a expressdo do
antigeno Ki-67 ¢ um excelente recurso para a identificacdo da fracdo de crescimento de uma

dada populagao celular (SCHOLZEN; GERDES, 2000).

A Ciclina B1 é uma proteina citoplasmatica que conjugada com outra proteina
conhecida como Cdk 1 forma o MPF (M-fase Promoting Factor), ou seja, o fator promotor de
mitose. Assim, a ciclina Bl ¢ um membro de ciclinas mitdticas que regulam a entrada da
célula em mitose (HWANG et al., 1995). Estudos com citometria de fluxo mostraram que a

Ciclina B1 comega a se acumular na fase S e G2, atingindo um pico de concentragdo na
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mitose, especialmente na metafase (WIDROW et al., 1997). Deste modo, a identificacdo da
Ciclina B1 tem sido utilizada como um indicador da taxa de células que estdo em mitose no

CG (PARKAR et al., 2004; TAKEUCHLI, 2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas microscopicas e a
imunoexpressdo dos marcadores de proliferacdo celular Ki-67 e Ciclina Bl no epitélio
gengival de pacientes sob uso continuo e regular da nifedipina. Além da andlise
imunoistoquimica, utilizamos a técnica histologica convencional para detectar possiveis
efeitos da nifedipina sobre o epitélio, mesmo em nivel subclinico. Essa investigacao justifica-
se em funcdo do grande niumero de pacientes que utilizam regularmente este medicamento. A
analise destes resultados, além de contribuir para a compreensdo da patogénese do
crescimento gengival, pode fornecer importantes informagdes sobre a seguranca do uso

continuado de nifedipina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A primeira referéncia de crescimento gengival induzido por drogas (CGID) foi
feita em 1939, portanto, h4d mais de sessenta anos. Naquela ocasido, o autor reportou um caso
de hiperplasia gengival associada ao uso cronico da droga anticonvulsivante fenitoina

(KIMBALL, 1939).

Com a evolugdo da Farmacologia e o aparecimento de novas drogas, surgiram
outros relatos de hiperplasia gengival medicamentosa. Assim, no inicio da década de oitenta,
houve uma revolucdo na terapia dos transplantes com a descoberta das propriedades
imunossupressoras da ciclosporina. O uso dessa droga aumentou consideravelmente a
sobrevida dos pacientes transplantados, no entanto, varios efeitos colaterais também foram
observados como hipertensdo, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e hiperplasia gengival. Em
1983, foi publicado o primeiro relato de crescimento gengival associado ao uso de

ciclosporina (RATEITSCHAK-PLUSS et al., 1983).

No ano seguinte, dois trabalhos pioneiros e independentes relataram o crescimento
gengival associado a terapia com nifedipina. Lederman et al. (1984) descreveram este efeito
colateral em uma paciente de 58 anos que fazia uso de 90 mg/dia de nifedipina durante trés
meses. O CG manifestou-se como um aumento tecidual de aspecto lobular e generalizado,
localizando-se tanto nas papilas vestibulares quanto nas linguais. Ramon et al. (1984)
relataram a ocorréncia de CG em cinco pacientes medicados com doses diarias de 30 a 60 mg
de nifedipina. Apds estes casos iniciais, autores de varias partes do mundo publicaram relatos
que confirmariam a associagdo entre o uso cronico de nifedipina e o CG (LUCAS; HOWELL

e WALL, 1985; VAN DER WALL; TUINZING e HES, 1985; ZLOTOGORSKI et al., 1989).
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De maneira surpreendente, pode ser observado que drogas com estruturas quimicas
e indicagdes terapéuticas diversas como fenitoina, ciclosporina e nifedipina eram capazes de
induzir crescimentos gengivais semelhantes do ponto de vista clinico e microscopico

(BENCINI et al., 1985).

2.1 CONCEITOS BASICOS

2.1.1 Metabolismo Celular do Ton Calcio

E bem conhecido que o ion calcio (Ca2+) é um importante mensageiro usado em
varias fungdes celulares. Nas células eucariotas, variagdes no nivel do calcio citosélico
regulam processos como a segregagdo de cromossomos, a fertilizagdo e a contragdo muscular.
Do mesmo modo, nas células procariotas, o ion calcio esta incrivelmente implicado com
numerosas fung¢des bacterianas, interferindo na patogenicidade, quimiotaxia e no ciclo celular.
A concentracdo do célcio livre no citosol ¢ mantida em niveis muito baixos em relagdo ao
meio extracelular tanto em células procariotas como eucariotas. O conhecimento de que os
mecanismos controladores do calcio intracelular de procariotas e leveduras sdo muito
semelhantes aqueles dos vertebrados comprova a importancia crucial deste ion nas fungdes
celulares, desde as células mais simples até as mais complexas (NORRIS, 1989; NORRIS et

al., 1996).

Uma interessante caracteristica do ion calcio ¢ que a célula ndo é capaz de
produzi-lo e nem de destrui-lo, mas unicamente controlar suas concentragdes intracelulares
usando o meio extracelular como fonte principal. Assim, as células evolutivamente tém
conseguido “domesticar” o ion célcio utilizando uma complexa maquinaria que lhes permite
controlar, com muita precisdo, os niveis de calcio ionico intracelular. Este controle pode se

dar por meio de proteinas que se ligam ao calcio, bombas que retiram Ca2+ de depositos
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intracelulares (reticulo endoplasmatico) e do meio extracelular ou através de canais da

membrana citoplasmatica que sao permeaveis ao calcio (ELLIOTT, 2001).

Curiosamente, a mobilizacao do ion célcio nao ocorre de modo similar em todas
as células. Nas células excitdveis, ou seja, capazes de disparar potenciais de acdo em suas
membranas, o aumento da concentragdo do calcio citosélico se da por meio do influxo de
calcio extracelular através de canais dependentes de voltagem e também a partir dos depositos
intracelulares oriundos do reticulo endoplasmatico. As células musculares lisas e os neuronios
sdo exemplos de células excitaveis. Nas células ndo-excitaveis como os fibroblastos, a
mobilizagdo do Ca2+ pode ocorrer a partir dos depositos intracelulares e também a partir do
meio extracelular. Nesse ultimo caso, o célcio pode passar por dois tipos diferentes de canais,
a saber, os canais dependentes de depdsito (ativados quando ocorre queda no nivel de Ca2+
intracelular) e os canais independentes de depdsitos (também chamados canais cationicos nao-
seletivos) que podem ser abertos por mensageiros intracelulares tais como o dacido
araquidonico. Resumindo, ha basicamente trés vias pelas quais o Ca2+ pode entrar numa
c¢lula animal: os canais de célcio operados por voltagem, os canais dependentes de depositos

e os canais cationicos ndo-especificos (BARRITT, 1999).

Existem varios tipos canais de calcio regulados por voltagem que foram
classificados com base numa combinagdo de critérios eletrofisiologicos e farmacologicos. Até
0 momento, estdo descritos seis subtipos de canais de calcio regulados por voltagem: L, T, N,
P, Q e R. Esses subtipos variam quanto a sua cinética de ativacdo e inativagao, seu limiar de
voltagem para a ativagdo, condutincia e sensibilidade a agentes bloqueadores. Em geral, os
canais L sdo importantes na regula¢do da contragdo do musculo liso e cardiaco. Os canais N

(bem como os canais P e Q) estdo envolvidos na liberagdo de neurotransmissores e
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hormonios, enquanto os canais T medeiam a entrada de Ca2+ nos neurénios (RANG et al.,

2003).

Os canais de célcio do tipo L sdo estruturas complexas que foram inicialmente
identificadas nas membranas plasmaticas de células musculares cardiacas. Posteriormente,
esses canais também foram isolados em células musculares lisas que compdem 0s vasos
sangiliineos, o utero, os bronquiolos e os tecidos gastrintestinal e geniturinario. Estudos
futuros demonstraram que, até mesmo algumas células nao-contrateis(como os leucécitos, as
plaquetas e as células das glandulas salivares) podem conter canais de célcio do tipo L. As
drogas conhecidas como bloqueadores dos canais de calcio (BCC) sdo capazes de se ligar
diretamente a esses canais especificos e bloquear a entrada do fon céalcio nas células. E por
meio desse mecanismo que os BCC conseguem diminuir a contratilidade das fibras

musculares do coragdo e dos vasos sangiliineos (ABERNETHY; SCHWARTZ, 1999).

2.1.2 O Ciclo Celular e os Marcadores de Proliferagao Celular

A teoria celular proposta por Rudolf Virchow, em 1855, estabeleceu que a célula
constitui-se na unidade morfoldgica e funcional de todos os seres vivos. Embora este conceito
ndo possa ser totalmente aceito nos dias atuais, sabe-se que desde as formas mais
rudimentares de vida como os microrganismos até seres mais complexos como plantas e
animais, todos sdo constituidos por células. A partir desse conceito, pode-se concluir que a
continuidade da vida depende da divisdo celular, ou seja, a Unica maneira de se gerar mais
células ¢ através de células pré-existentes. O principio é simples, uma célula duplica o seu
conteudo, divide-se em duas células-filhas idénticas e assim ocorre a continuidade da vida. O
ciclo de duplicagdo e divisdo celular é conhecido como ciclo celular (MURRAY; HUNT,

1993).
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O ciclo celular também pode ser entendido como o periodo de tempo entre duas
divisoes celulares sucessivas. A duragdo do ciclo varia enormemente entre diferentes
organismos, entre células em diferentes fases de desenvolvimento e entre diferentes tipos de
c¢lulas no mesmo organismo. Por exemplo, a divisdo celular da bactéria Escherichia coli
pode levar apenas vinte minutos. O ciclo celular de leveduras do género Saccharomyces pode
durar de 90 a 120 minutos. As células de mamiferos que se dividem mais rapidamente, t€ém
um ciclo de aproximadamente 24 horas (VINELLA; D'ARI, 1995; FORSBURG; NURSE,

1991, NORBURY; NURSE, 1992).

O ciclo celular ¢ tradicionalmente dividido em duas fases: intérfase e mitose. A
intérfase ¢ o periodo em que a célula se organiza para entrar em divisdo e a mitose ou fase M
¢ a divis@o celular propriamente dita. A observagdo de que a duplicagdo (replicagdo) dos
cromossomos ocorre durante um momento especifico da intérfase, originou subdivisdo dessa
fase em trés partes: Fase S(synthesis), periodo no qual ocorre a sintese do DNA; a Fase G1
(Gapl), antecedente da sintese e a Fase G2 (Gap2), periodo apos a sintese de DNA e
imediatamente anterior a mitose. H4 ainda a fase GO que acontece quando as células
abandonam o ciclo e param de se dividir tempordria ou definitivamente (vide figural). O
periodo de mitose ¢ uma fase relativamente curta do ciclo celular, sendo a sua duracdo
bastante constante entre diferentes tipos de células (freqlientemente cerca de uma hora). O
mesmo acontece com as fases S e G2, verificando-se que, em termos de duragdo, a maior
variabilidade ocorre na fase G1. Essa fase corresponde ao periodo em que a célula cresce e
executa suas funcdes e verifica-se que, com raras excegdes, as cé¢lulas que entram em GO,
fazem-no em um ponto imediatamente anterior a iniciacdo da sintese de DNA. Os processos
essenciais envolvidos na duplicagdo e divisdo do contetdo celular sdo coordenados e
induzidos por um grande nimero de moléculas presentes, tanto no meio extracelular, quanto

no meio intracelular (JACOBS, 1992; TAVARES; PERDIGAO, 2001).
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Figura 1- Representagdo esquematica do ciclo celular (Adaptada de Junqueira e Carneiro,2004)

Ciclo celular

Atualmente, existe muito interesse na utilidade clinica dos marcadores
imunoistoquimicos de proliferacdo celular, particularmente, os marcadores nucleares. A
imunoistoquimica ¢ uma técnica que se utiliza da alta especificidade da reacdo antigeno-
anticorpo para a localizacdo de moléculas (antigenos) expressas pelas células durante o ciclo
celular. Assim, para se localizar uma determinada proteina, a imunoistoquimica usa
anticorpos especificos que se ligam fortemente a esta molécula; porém, para que este
complexo antigeno-anticorpo seja visualizado ao microscopio, € preciso o acoplamento de

todo este sistema a varios tipos de marcadores. (HALL; WOODS, 1990).
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O Ki-67 ¢ uma proteina nao-histonica com peso molecular aparente de 345 a 348
quilodaltons, presente em todas as fases do ciclo celular, exceto GO (figura 1). Apesar disso,
existem oscilagdes no nivel desta proteina que ocorrem devido a variagdes quantitativas da
sintese desta molécula em diferentes fases do ciclo celular. Assim, o antigeno Ki-67 ¢ um
marcador para detectar a fracdo de uma determinada populacdo celular que estd em
crescimento, porém sua maior expressao ocorre nas fases G2 e M. Originalmente, o antigeno
Ki-67 somente podia ser estudado em sec¢des congeladas. Porém, uma série de anticorpos
anti-Ki67 (anticorpos MIB) desenvolvida por pesquisadores alemaes permitiu a identifica¢ao
dessa proteina em material tumoral embebido em parafina apds a recuperacdo antigénica

(BRUNO; DARZYNKIEWICZ, 1992; GERDES et al., 1992).

As ciclinas constituem um grupo de proteinas citoplasmaticas que foram
inicialmente isoladas em embrides de ourigo-do-mar e que sdo sintetizadas e degradadas de
modo ciclico, em sincronia com o ciclo celular. Essas proteinas, quando conjugadas com
outras moléculas protéicas denominadas quinases ou CDKs, formam o MPF (M-Phase
Promoting factor), ou seja, o fator citoplasmatico responsavel pela entrada das células em
mitose. Em todas as células eucariotas, a progressdo do ciclo celular ¢ controlada pela
ativacdo e inativagdo sucessivas de diferentes complexos ciclina-CDK (EVANS et al., 1983;

LOHKA; HAYES e MALLER, 1988; PINES, 1999).

A quantidade de conjugados ciclina-CDK varia de acordo com a complexidade
celular. Nos eucariotas inferiores, como as leveduras, hd apenas dois genes que codificam
CDKs. Nos mamiferos, ja foram isolados dezesseis tipos de ciclinas, denominadas pelas letras
A, Bl1, B2, C, D1, D2, D3, E, F, G1, G2, H, I, K, T1 e T2. Todas essas ciclinas ttm em
comum uma regido de homologia, a caixa ciclina, que ¢ na realidade um dominio de ligacao
para as CDKs. As ciclinas podem ser referidas como mitoticas ou da fase S conforme o seu

pico de expressdo ocorra durante a fase M ou S, respectivamente. A Ciclina B 1 € a principal
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ciclina mitdtica em eucariotas superiores que, em conjunto com a CDK 1, forma o MPF, esse
complexo tem um papel essencial na transicdo da fase G2 para a mitose. Deste modo, o pico
de expressdo da Ciclina B1 ocorre nas fases G2 e M (HUNT, 1991; JOHNSON; WALKER,

1999; TAVARES; PERDIGAO, 2001) (figura 1).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO CRESCIMENTO GENGIVAL INDUZIDO POR NIFEDIPINA

Barak et al. (1987) publicaram um estudo pioneiro sobre a prevaléncia do
crescimento gengival induzido por nifedipina (CGIN). Em uma amostra de 34 pacientes
tratados com nifedipina, os autores encontraram crescimento gengival clinicamente evidente
em apenas cinco individuos (14,7%). Os achados microscopicos das 34 bidpsias gengivais
revelaram variados graus de hiperqueratose, espessamento da camada espinhosa, proliferacao
fibrobléstica do tecido conjuntivo que exibia também um numero aumentado de vasos
sangiiineos e leve infiltrado inflamatdrio cronico perivascular. No entanto, o achado mais
marcante foi a presenca de cristas epiteliais alongadas ou ““rete pegs” em dire¢do ao tecido
conjuntivo. Os autores mediram o comprimento dessas cristas epiteliais e observaram que
aqueles cinco, pacientes portadores de CG, exibiram o grau mais severo de hiperplasia
epitelial. Entretanto, a andlise histopatologica dos 29 pacientes sem CG evidenciou graus
leves ou moderados de hiperplasia epitelial, sugerindo a nifedipina pode ter um efeito

subclinico sobre o epitélio gengival.

Considerando a alta prevaléncia de hipertensao em idosos e que muitos destes
pacientes utilizam regularmente os BCC, Fattore et al. (1991) pesquisaram as condigdes
periodontais de 58 pacientes em um hospital de veteranos de Chicago-EUA. Desses pacientes,
23 eram usuarios de nifedipina e 35 estavam recebendo diltiazem. Apos avaliagdo
periodontal, pdde ser detectada hiperplasia gengival em 74% dos pacientes tratados com

diltiazem e em 83% daqueles recebendo nifedipina. Os autores reconheceram que esse estudo
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teve limitagdes importantes por nao ter avaliado o nivel de higiene bucal dos pacientes € nem
o tempo de uso e a dose dos medicamentos. Apesar disso, enfatizaram que hiperplasia
gengival ¢ um evento significativo nos pacientes usuarios de BCC e que a ocorréncia desse

efeito colateral deve ser considerada quando hé indicagdo para o uso dessas drogas.

Em 1992, Barclay et al. investigaram a incidéncia e severidade do CGID em um
grupo de dezenove pacientes cardiopatas. Além desses, foram avaliados nove usudrios de
atenolol e dezenove pacientes saudaveis. Dentre os dezenove pacientes usuarios de nifedipina,
quatro (21%) apresentaram CG significativo que exigiu remog¢ao cirurgica. A andlise do
indice de placa ndo mostrou diferenga significativa nos trés grupos. No entanto, os pacientes
tratados com nifedipina exibiram indice gengival significativamente superior aos demais
grupos. Com relagdo a incidéncia relativamente alta do estudo, os autores consideraram que o
recrutamento de pacientes em um hospital como feito neste trabalho ndo tem um valor tao
representativo como o da populagdo em geral. Outro aspecto interessante ¢ que, apesar de
exibirem indices de placa semelhantes aos outros pacientes, os usudrios de nifedipina
mostraram maior indice inflamacdo gengival. Desse modo, os autores ressaltaram o papel do

tecido conjuntivo e da resposta inflamatdria na patogénese do CG.

Nery et al. (1995) realizaram um estudo sobre prevaléncia CGIN em um grupo de
181 pacientes recrutados em um centro de atendimento a idosos. A prevaléncia de CG foi de
43,6%, ou seja, 79 de 181. E interessante que, nesse trabalho, os autores incluiram também
pacientes edentados usudrios ou ndo de proteses. Dentre os 39 edentados, quatro pacientes
(10,3%) apresentaram CG. Os resultados mostraram que os fatores mais fortemente
associados ao CGIN foram o indice de higiene bucal e a presenga de dentes. Ndo ficou
definido o grau de CG encontrado nos pacientes edentados; porém, 21 pacientes dentados

tiveram indice de crescimento gengival de 2 ou 3. A andlise microscopica do CG de cinco
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pacientes dentados mostrou alteracdes no epitélio e tecido conjuntivo que foram compativeis

com aquelas descritas em estudos anteriores.

Com o objetivo de obter uma amostragem representativa de uma grande area
populacional, Ellis et al. (1999) empreenderam uma investigagdo sobre a prevaléncia do CG
entre os usuarios dos BCC nifedipina, amlodipina e diltiazem em 911 pessoas. Os autores
enfatizaram que, ao contrario de trabalhos anteriores que recrutaram pacientes em hospitais,
esse estudo abrangeu uma area urbana com 1,15 milhdo de pessoas. De 442 individuos
tratados com nifedipina, apenas 6,3% exibiram CG significativo. Os pesquisadores
concluiram que a prevaléncia de CGIN clinicamente importante foi muito mais baixa do que a
observada em trabalhos anteriores. Além disto, pdde ser notado que o risco para o CGIN foi
trés vezes maior nos individuos do género masculino. O indice de placa ndo foi considerado
um fator de risco para o CG; porém, o grau de inflamagdo gengival, medido pelo indice de
sangramento papilar, esteve fortemente associado com a ocorréncia de CG. Embora
reconhecendo que o mecanismo de desenvolvimento do CG seja multifatorial, os autores

salientaram o papel da inflamagdo induzida pela placa na patogénese de CGID.

2.3 PATOGENESE DO CRESCIMENTO GENGIVAL

Um trabalho experimental conduzido por Ishida et al. (1995) pesquisou fatores que
poderiam influenciar o CGIN em ratos. Foram avaliados fatores tais como idade, género, dose
de nifedipina na dieta, nivel de nifedipina no soro e duracdo da terapia. Os resultados
sugeriram que o CG ocorreu de maneira dependente da dose de nifedipina e da sua
concentragdo no soro. Além disso, ficou evidente que os individuos mais jovens e do género

masculino foram mais susceptiveis a ocorréncia de CG.
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A patogénese do CGID foi exaustivamente discutida por Seymour et al. (1996).
Apbs uma extensa revisdo da literatura, os autores sugeriram um modelo multifatorial para
instalacdo do crescimento gengival que, em ultima instancia, seria mediado por uma interagao
entre as drogas, os seus metabolitos e os fibroblastos gengivais. Dentre os diversos fatores que
poderiam estar envolvidos na patogénese, os autores relacionaram trés considerados
essenciais: os fatores genéticos que conferem heterogeneidade aos fibroblastos gengivais, as
variaveis farmacolédgicas das drogas (concentragdo no plasma, no fluido gengival, no biofilme

dental e na saliva) e a inflamagdo gengival mediada pela placa dentaria.

Em um estudo clinico de 97 pacientes sob terapia com nifedipina, Tavassoli et al.
(1998) encontraram 29 % de pessoas com algum grau de CG. O tempo de uso da droga e o
nivel de inflamacdo gengival estavam diretamente associados a severidade do CG. A idade
teve uma leve influéncia, no entanto, os individuos do género masculino foram,
significativamente, mais afetados. Nesse estudo, o indice de placa dos pacientes ndo interferiu
com a prevaléncia do crescimento gengival. Assim, os autores entenderam que a presenca da
inflamagdo gengival associada a placa ndo parece ser essencial para a instalacdo do CGIN,
mas influencia na sua severidade. Discutindo patogénese, os autores expressaram que, embora
acreditem que os fibroblastos sejam as células-chave para o desenvolvimento do CGID, varios
outros fatores individuais também podem estar envolvidos. Assim, o nivel de inflamagao
gengival, o género, o tempo de ingestdo do medicamento e, até certo ponto, a idade podem

participar do mecanismo de instala¢do do crescimento gengival.

Em outro estudo de revisdo, Seymour et al. (2000) analisaram que varios fatores de
risco podem estar associados ao CGID, dentre estes estdo as variaveis demograficas como a
idade e género, as varidveis ligadas as drogas como a dose e a duragdo da terapia, o uso
concomitante de outras medica¢des indutoras de CG, a condicdo periodontal e os fatores

genéticos. Os autores afirmaram que a heterogeneidade genética dos fibroblastos gengivais
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persiste como um fator chave que explicaria as diferengas individuais na severidade do CG.
Com relagdo a influéncia da placa, os dados disponiveis na literatura ndo sao suficientes para
esclarecer se o acumulo de placa dentaria ¢ um fator contribuinte ou uma conseqiiéncia do

CG.

2.3.1 O Papel da Inflamacéo, dos Fibroblastos e da Matriz Extracelular

Os dados sobre a influéncia da placa dentaria e a inflamacdo gengival na
patogénese do CG sdo confusos e contraditorios. Heijl e Sundin (1988) investigaram o efeito
da nitrendipina (uma diidropiridina semelhante a nifedipina) nos tecidos gengivais de caes
beagle. Seis animais machos receberam altas doses de nitrendipina duas vezes por dia durante
vinte semanas. Pode ser constatado que 100% dos caes exibiram graus significativos de CG
apds dez semanas de uso da droga e que houve uma exacerbacdo cumulativa do CG apos
vinte semanas. Além disso, foi observado que o CG s6 se instalou em areas com depdsitos de
placa e sinais de inflamagdo. As dimensdes gengivais se mantiveram inalteradas nas areas

saudaveis.

Nishikawa et al. (1991) relataram um caso clinico de crescimento gengival
progressivo. O paciente de 60 anos era portador de angina do peito e vinha recebendo 40 mg
diarias de nifedipina nos ultimos seis meses. Além do CG, o paciente também apresentava
periodontite cronica com perda oOssea alveolar moderada e difusa. Como o tratamento
periodontal convencional (raspagem/alisamento radicular e controle de placa) teve pouco
efeito sobre o CG, os autores procederam a uma cirurgia periodontal para a remocao do tecido
hiperplasico. Apds a cirurgia, o paciente obedeceu a um rigoroso esquema de
acompanhamento regular para controle de placa. Ap6s um periodo de controle de quatro anos,

ndo foi observada recorréncia do CG, apesar da manuteng¢do da terapia com nifedipina.
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O sucesso na resolucdo do CGIN apenas com controle de placa também foi
relatado por Hancock ¢ Swan (1992). Um paciente de 58 anos manifestou severo CG apos o
uso de 60 mg diarias de nifedipina por dezoito meses. Uma abordagem periodontal meticulosa
direcionada para a remocao dos depositos de placa e céalculo através de varias sessdes de
raspagem/alisamento radicular e reiteradas instrugdes para controle de placa resultaram em
significante reducdo do CG. Este caso demonstrou a possibilidade de tratamento do CG
apenas com minucioso controle da inflamagao gengival, sem a necessidade de substitui¢ao do

medicamento.

A maioria dos casos estudados de CGID refere-se a ocorréncia desta complicacao
em areas dentadas. Isto contribui fortemente para uma associagdo com os efeitos da placa
depositada na superficie dentaria. No entanto, existem alguns relatos de CG em rebordos
edentados em pacientes usudrios de fenitoina feitos por Dreyer e Thomas (1978), Poppell e
Collins (1987), Darling et al. (1988) e Bredfeldt (1992). Nesses trabalhos, apesar de ndo haver
dentes associados ao aumento tecidual, pdde ser observada uma grande quantidade de
depositos (placa dental e calculo) nos proprios tecidos hiperpldsicos ou nas proteses totais. Os
autores desses relatos acreditam que o raro desenvolvimento destes aumentos teciduais na
mucosa mastigatoria acontega devido a uma interagcdo entre os irritantes locais (trauma da

prétese ou depositos microbianos) e susceptibilidade individual de alguns pacientes.

Thomason et al. (1994) relataram uma severa hiperplasia em rebordo maxilar
desdentado de um paciente que fazia uso de ciclosporina e nicardipina. Nesse trabalho, foi
sugerido que a origem do CG estaria relacionada ao trauma de uma protese total e infeccao
por candida albicans. Os autores enfatizaram a participagdo da inflamagdo no

desenvolvimento da hiperplasia medicamentosa.

Esses relatos de casos sugerem fortemente que a presenca da inflamacdo gengival

associada a placa dentéria seja um fator essencial para a instalacdo do crescimento gengival
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induzido pela nifedipina e outras drogas; no entanto, respeitados estudos experimentais nao
confirmam esses achados. Morizaki et al. (1993) usando ratos jovens como modelo
experimental, provaram que a placa dentdria ndo constitui um fator imprescindivel para a
instalacdo do CG. Os pesquisadores mostraram que animais isentos de placa e inflamagao
exibiram crescimento gengival consideravel quando submetidos a uma dieta acrescida de
nifedipina. No entanto, a placa dentéria teve influéncia na severidade do CG, uma vez que,
naqueles animais exibindo acimulo de placa, o grau de CG foi significativamente mais

expressivo.

Outro trabalho experimental com dezesseis ratos Sprague-Dawley, realizado por
Fu et al. (2001), questionou a hipdtese de que a presenga de dentes e inflamagao sejam fatores
essenciais para o desenvolvimento do crescimento gengival induzido por ciclosporina
(CGIC). Inicialmente, os dezesseis ratos foram submetidos a exodontias dos molares
superiores direitos. Apos duas semanas de cicatrizagdo, os animais foram alocados
aleatoriamente em dois grupos de oito individuos. O grupo teste recebeu uma dose didria de
15 mg/kg de ciclosporina por quatro semanas, enquanto o grupo controle recebeu apenas 6leo
mineral. Foi evidenciado crescimento mucoso no rebordo alveolar desdentado dos animais
que estavam recebendo ciclosporina. A analise histométrica revelou que o rebordo dos
animais do grupo teste apresentou areas de tecido epitelial e conjuntivo significativamente

maiores.

Utilizando uma metodologia similar, Chen et al. (2005) pesquisaram o papel de
diversos fatores de crescimento na patogénese do CG em rebordos edentados de ratos
Sprague-Dawley. O objetivo foi avaliar a influéncia dos fatores de crescimento na auséncia da
inflamacao local. A altura e largura do rebordo alveolar foram medidas em oito animais que
receberam doses didrias de 30mg/Kg de ciclosporina durante quatro semanas. Além disso, foi

analisada a expressdo do RNAm para TGF-B1, PDGF-B, IGF-1 e VEGF e a marcagdo



Revisdo da Literatura 37

imunoistoquimica para estes mesmos fatores de crescimento. Os resultados mostraram que o
rebordo edentado do grupo teste apresentou altura e largura significativamente maiores do que
o grupo controle. Houve uma maior expressao do RNAm para oTGF-1 ¢ VEGF no rebordo
edentado dos ratos tratados com ciclosporina. Foi observada também uma maior
imunomarcagdo para o TGF-f1 e VEGF no tecido conjuntivo do rebordo dos ratos que

receberam a droga imunossupressora.

Apesar desses achados, ha evidente constatacdo clinica que o CG instala-se, quase
invariavelmente, em areas dentadas. Isto levou a hipotese que, de alguma forma, a nifedipina
poderia se fixar na gengiva e estabelecer interagdes celulares diretas ou indiretas. Assim, Ellis
et al. (1993) inquiriram se os niveis de nifedipina no fluido gengival influenciariam a
incidéncia e severidade do CG. Usando filtros de papel, os pesquisadores colheram fluido
gengival em bolsas maiores de quatro mm em nove pacientes usuarios de nifedipina. Foi
possivel detectar a presenca de nifedipina no fluido gengival de sete pacientes. O pico de
concentragdo da droga no fluido gengival foi de 15 a 90 vezes maior do que os niveis
encontrados no plasma. Os autores especularam que poderia haver um limiar de concentragao
de nifedipina no fluido para que ocorresse CG e que este limiar seria varidvel de paciente para

paciente.

Num trabalho complementar, Ellis et al. (1995) investigaram o valor das variaveis
periodontais na fixagdo da nifedipina no fluido gengival. Foram medidos os niveis de
nifedipina em sitios saudaveis (profundidade de sondagem clinica, PSC < 4 mm) e doentes
(PSC >4 mm) de dez pacientes respondedores ao CG, ou seja, aqueles pacientes que exibiram
alteracdes clinicas significativas no volume gengival apds o uso de nifedipina. As varidveis
periodontais avaliadas em cada paciente foram o indice de sangramento papilar, o indice de
placa, a profundidade de bolsa e o indice de CG. Os resultados indicaram uma forte

correlacdo entre o indice de sangramento papilar e o indice de placa com os depositos de
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nifedipina no fluido gengival. Os autores relataram que o seqiliestro de nifedipina no fluido
gengival estd diretamente relacionado com o Status inflamatorio do tecido gengival, ou seja,
quanto maior o acumulo de placa e maior o nivel de inflamacdo, maior serd a presenga de

nifedipina no fluido gengival e, provavelmente, na placa dentéria.

O infiltrado inflamatoério de 43 pacientes cardiopatas foi estudado por Bullon et al.
(2001). Utilizando a coloragdo pela hematoxilina-eosina, os autores quantificaram os
plasmocitos, linfocitos, histiocitos e polimorfonucleares da lamina prépria de dezoito
pacientes usudrios de nifedipina, treze pacientes tratados com diltiazem e doze individuos
portadores de cardiopatia isquémica que recebiam outras medica¢des tais como anti-
coagulantes e beta-bloqueadores. Doze pacientes saudaveis serviram como controle. A técnica
de imunoistoquimica utilizando anticorpos monoclonais foi empregada nas amostras destes
mesmos pacientes para avaliar a imunoexpressdo das moléculas CD20 (linfocitos B) e
CD45RO (linfocitos T). Os resultados indicaram que, apesar do indice de placa e inflamagao
gengival ser similar nos quatro grupos, o infiltrado inflamatorio foi significativamente
diferente entre eles. Os usudrios de nifedipina exibiram um infiltrado com uma concentragao
de linfécitos até dez vezes maior do que os demais grupos. Os autores concluiram que a
nifedipina afeta o infiltrado inflamatério aumentando o ntimero de linfécitos, especialmente

do tipo B, e que o numero destas células cai significativamente apos o tratamento periodontal.

Huang et al. (2003) pesquisaram o papel dos receptores de testosterona e das
interleucinas na patogénese do CGIN. A andlise imunoistoquimica revelou que as células
inflamatorias e os fibroblastos gengivais dos pacientes com CG exibiram expressdo de
receptores de testosterona significativamente superior aos pacientes sauddveis ou com
periodontite. Quando analisada a imunoexpressdo de varias citocinas nas células do infiltrado
inflamatorio, foi constatado que o CG apresenta uma predominéncia de resposta imunoldgica

celular do tipo Thl, caracterizada pela evidente marcacdo das citocinas IL-2 e interferon-y.
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Com esses dados, os autores asseguraram a acao dos linfécitos T no desenvolvimento do
CGIN que, inclusive, pode estar inter-relacionada com a participagdo dos receptores de

androgeno.

O papel da testosterona e da inflamacao gengival na patogénese do CGID ja havia
sido analisado por Dayan et al. (1998). Estudando caes machos, os autores encontraram uma
correlacdo positiva entre o nivel sérico de testosterona, o grau de inflamagao gengival e indice
de hiperplasia gengival. De maneira interessante, o estudo comprovou que caes castrados
recebendo oxodipina durante quatro meses nao desenvolveram CG e que esses mesmos
animais, quando receberam injecdes de testosterona, manifestaram hiperplasia gengival e

aumento do indice gengival.

Um recente experimento com cultura de células conduzido por Sato et al. (2005)
comparou as taxas de proliferacdo celular e sintese de DNA de fibroblastos gengivais em
pacientes respondedores e ndo-respondedores sob o efeito da interleucina pro-inflamatoria IL-
1 a. Os resultados revelaram que os fibroblastos incubados com nifedipina e IL-1 «
mostraram taxas de proliferacdo e sintese de DNA significativamente maiores e que este
efeito era mais pronunciado nos pacientes respondedores. Os autores sugeriram que a
interagdo entre nifedipina e a inflamagdo gengival pode exercer um importante papel na

patogénese do crescimento gengival.

Na literatura, ha suficiente suporte cientifico para assegurar que os fibroblastos
gengivais sejam as células mais importantes na intrincada patogénese do CGID. Trabalhos
como os de Fuji et al. (1994) demonstraram que os fibroblastos colhidos de pacientes
respondedores ao CG exibiram taxas de proliferacdo celular, sintese de DNA e sintese de

colageno, superiores aqueles extraidos de pacientes nao-respondedores.

Recentemente, os resultados de um estudo conduzido por Takeuchi (2004)

indicaram que os fibroblastos de pacientes reativos ou respondedores se mostraram mais
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susceptiveis a fatores de crescimento como o bFGF e, desta forma, exibiram maiores taxas de

proliferagao celular.

A asser¢ao de que existam subpopulagdes de fibroblastos funcionalmente distintas
no tecido gengival humano foi comprovada em um trabalho de Hassel e Stanek, em 1983. Os
autores colheram tecido gengival normal em uma unica papila e puderam encontrar seis tipos

de fibroblastos diferentes quanto as taxas de crescimento e atividade sintética.

A hipoétese da existéncia de subtipos diferentes de fibroblastos passou a ser usada
para explicar as diferencas na resposta gengival apds terapia por nifedipina, havendo
pacientes respondedores e nao respondedores ao CG. Mc Kevitt e Irwin, em 1995,
encontraram significativas diferengas entre os fibroblastos gengivais de pacientes
respondedores ao CG com relagdo as taxas de proliferacdo celular, sintese de proteinas e
coldgeno. Um interessante resultado do trabalho foi que a adicdo de nifedipina aos
fibroblastos em cultura teve um surpreendente efeito inibitdrio. Esse achado sugeriu que a
interagdo entre a nifedipina e os fibroblastos residentes pode ndo acontecer apenas de maneira

direta, outros agentes como as citocinas inflamatorias poderiam mediar essa interacao.

O efeito da nifedipina sobre fibroblastos gengivais humanos também foi estudado
por Fujimori et al. (2001). Inicialmente, as células em cultura foram incubadas com
concentragdes crescentes de nifedipina e outros BCC. Apds duas semanas, pdde ser
constatada uma significante redu¢dao no niimero de células mortas, sugerindo uma acao direta
e dose-dependente da nifedipina sobre a sobrevivéncia dos fibroblastos. Em seguida, os
fibroblastos foram cultivados junto com células inflamatorias tipo RAW264 (semelhantes a
macrofagos), sendo que, a este meio, foram adicionadas concentragcdes crescentes de
lipopolissacaride (LPS). Foi observado que a porcentagem de fibroblastos mortos aumentou
proporcionalmente em resposta a concentragdes crescentes de LPS, no entanto, a adigdo de

nifedipina ao meio reduziu significativamente o numero de células mortas. Os autores
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sugeriram que a morte desses fibroblastos ocorreu devido a producao de oxido nitrico e
peroxinitrito pelas células inflamatdrias em resposta ao LPS e que a nifedipina, bloqueando a
produgdo desses mediadores, inibiu a morte dos fibroblastos gengivais. Assim, o estudo
mostrou que a nifedipina apresentou um efeito protetor contra a morte das células do tecido

conjuntivo com ou sem a participagao do estimulo inflamatério.

Outros estudos investigaram o papel do metabolismo da matriz extracelular
gengival na patogénese do CG. Tipton et al. (1994) analisaram o comportamento de
fibroblastos em cultura retirados de dois pacientes com CGIN e compararam com o0s
fibroblastos gengivais de trés pacientes saudaveis. Os achados desse experimento in Vitro
mostraram que os fibroblastos colhidos dos pacientes com CG ndo produziram grande
quantidade de fibronectina, além disso, o nivel de producao de glicosaminoglicanas foi menor
em relacdo aos fibroblastos de gengiva normal. A taxa de proliferacao das células também nao
mostrou diferengas significativas entre os dois grupos. No entanto, as linhagens de
fibroblastos de pacientes com CG mostraram producdo de grande quantidade de colageno e
baixa produgdo de colagenase quando comparados com os pacientes normais. O metabolismo

alterado do colageno foi considerado um importante fator na instalagdo do CGIN.

A participacdo de outras proteinases da matriz extracelular na patogénese do GC
também tem sido estudada. Usando 34 ratos Fischer como modelo experimental, Ozaki et al.
(1998) pesquisaram o papel da medullasin no CG. Essa enzima ¢ uma proteinase secretada
por neutrdfilos em sitios inflamados e que ¢ capaz de degradar componentes do tecido
conjuntivo como o colageno e as proteoglicanas. Nesse experimento, foi observada uma
marcante expressdo da enzima medullasin em neutrofilos e células semelhantes a macrofagos
nos tecidos hiperplasicos em relacdo aos controles. Os autores declararam que, embora a
medullasin tenha uma fungéo conhecida na degradacdo do colageno, essa proteinase pode ser

produzida por macréfagos, participar de fendmenos imunoregulatorios e, desta forma,
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estimular a fun¢dao dos fibroblastos via citocinas e fatores de crescimento envolvidos no
processo inflamatorio. A medullasin poderia assim mediar uma interagdo entre a inflamagéo e

os fibroblastos gengivais residentes.

Outra proteinase, a catepsina L, foi considerada por Nishimura et al. (2002) como
uma molécula-chave na patogénese do CGID ja que essa enzima produzida por fibroblastos ¢é
capaz de degradar varios componentes da matriz extracelular tais como colageno e
fibronectina. Os autores demonstraram que ratos com deficiéncia do gene catepsina L
desenvolveram crescimento gengival. Nesse estudo, foi mostrado que a nifedipina, inibindo a
atividade da catepsina L, causa diminui¢do da degradacdo da matriz extracelular. Por meio
deste mecanismo, haveria acimulo de proteinas da matriz extracelular. Tais estudos indicam
que o CG pode ser mediado por um desequilibrio entre a formacdo e degradacdo dos

componentes da matriz extracelular.

2.3.2 Os Efeitos das Drogas no Epitélio Gengival

A despeito da vasta evidéncia da participagdo dos fibroblastos e da matriz
extracelular na patogénese do CGID, as analises microscopicas dos tecidos gengivais
hiperpléasicos revelam, invariavelmente, um acentuado espessamento do tecido epitelial
caracterizado pela proliferacao de cristas epiteliais alongadas em direcdo ao tecido conjuntivo
(BARAK; ENGELBERG e HISS, 1987). Assim, o efeito das drogas no tecido epitelial

também tem sido estudado.

Pisanty et al. (1990), usando a técnica de microscopia elétrica de varredura,
investigaram se a administragdo prolongada de ciclosporina poderia afetar o epitélio gengival.
Foram analisados espécimes colhidos em biopsias de doze pacientes tratados com

ciclosporina por mais de 20 meses. Os resultados revelaram a presenga de focos de estruturas
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cristalizadas em forma de agulhas incrustadas no interior do epitélio. Essas estruturas foram
consideradas depositos intraepiteliais de ciclosporina. Os autores sugeriram que as alteragdes

epiteliais observadas no CGIC ocorriam devido ao deposito intraepitelial da droga.

Um acumulo intraepitelial de ciclosporina também foi encontrado por O"Valle et
al. (1994) estudando trinta casos de CG induzido por essa droga imunossupressora. Pela
técnica da imunoistoquimica, os autores puderam identificar expressao da ciclosporina em
depositos granulares difusamente distribuidos no citoplasma e sob a membrana celular das
células epiteliais. Nesse trabalho, foi demonstrada uma correlagdo positiva entre os depositos
intraepiteliais e o grau de CG. No entanto, ndo foi citada qualquer correlagdo entre estes

depositos e as alteragdes epiteliais.

Com o objetivo de investigar a atividade proliferativa dos queratindcitos em
CGID, Niimi et al. (1990) estudaram a enzima DNA polimerase a. Os autores compararam a
expressdo imunoistoquimica desta proteina na camada basal de trés grupos de pacientes:
transplantados renais recebendo ciclosporina (n=8), pacientes com crescimento gengival
induzido por fenitoina (n=5) e pacientes portadores de inflamacdo gengival ndo-especifica
(n=8). A marcacdo imunoistoquimica dessa enzima foi sensivelmente menor nos grupos
recebendo medicamentos, especialmente, a ciclosporina. Esse resultado indicou que a
ciclosporina teria um surpreendente efeito antiproliferativo sobre os queratindcitos gengivais.
De posse dos achados, os autores sugeriram que a hiperplasia epitelial observada nos
crescimentos gengivais induzidos por essas drogas ndo se daria por aumento da proliferagao
dos queratinodcitos, mas por um prolongamento da vida dessas células. Outro achado do
trabalho foi que a placa dentaria pode funcionar como um reservatdrio para depodsito de

ciclosporina.
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A acdo da ciclosporina sobre os epitélios e, especialmente, sobre os queratinocitos
permanece um assunto conflitante. Um estudo in vitro publicado por Nickoloff et al. (1988),

revelou um efeito supressivo da ciclosporina sobre a proliferagdo de queratindcitos humanos.

De modo similar, Esposito et al. (2000), trabalhando com cultura de varios tipos de
células humanas incubadas com ciclosporina, encontraram diferentes comportamentos
celulares. A ciclosporina teve um marcante efeito antiproliferativo e indutor de apoptose para
as células endoteliais e epiteliais do rim. Esse efeito teve um carater dose-dependente. O
crescimento dos fibroblastos ndo foi afetado pela ciclosporina, no entanto, a capacidade de
produgdo de proteinases por essas células foi sensivelmente diminuida. Os autores sugeriram
que a ciclosporina ¢ capaz de promover um acimulo de matriz extracelular ndo por aumento

da sintese, mas por uma inibi¢ao das proteinases.

A expressdo imunoistoquimica de marcadores de proliferacdo celular tem sido
utilizada como instrumento para investigacdo do comportamento dos queratindcitos sob o
efeito das drogas implicadas no CG. Em um trabalho pioneiro, Saito et al. (1999) estudaram a
expressdo das proteinas p53 e Ki-67 em hiperplasias gengivais induzidas por nifedipina e
fenitoina. Foram analisados tecidos gengivais retirados de quatro pacientes portadores de
CGIN, sete casos com CGIF e cinco pacientes saudaveis. Os resultados evidenciaram que em
torno de 50% dos tecidos hiperpladsicos exibiram marcacdo epitelial para o antigeno p 53,
enquanto, os tecidos normais mostraram-se totalmente isentos de expressdo desse antigeno.
Além disso, o indice de marcagdo para o Ki-67 foi significativamente maior nos dois grupos
de tecidos hiperplasicos em relacdo ao grupo controle. Essa marcacdo ocorreu na camada
basal e suprabasal do epitélio e também nos fibroblastos. Um surpreendente achado foi a
reducdo da expressdo do Ki-67 nas tipicas cristas epiteliais alongadas do CG. Os autores
consideraram que a supressdo do crescimento epitelial poderia ser traduzida como resposta

das células a um dano no DNA, como ficou evidenciado pela expressdao do p53. Assim, esses
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resultados mostraram-se conflitantes em relacdo ao efeito da nifedipina e fenitoina na

proliferacao das células epiteliais.

A atividade mitotica dos queratindcitos nos CG induzidos por ciclosporina e
nifedipina também foi estudada por Nurmenniemi et al., em 2001. Dependendo do tipo de
droga ¢ da combinagdo terapéutica, os pacientes (n=33) foram alocados em trés grupos de
onze individuos. Assim, havia um grupo composto por usuarios de ciclosporina, outro
formado por pacientes recebendo ciclosporina e também nifedipina ¢ um ultimo grupo de
pacientes tratados somente com nifedipina. Dezenove pacientes saudaveis formaram o grupo
controle. A expressdo do antigeno Ki-67 foi avaliada em trés diferentes epitélios da regiao
dentogengival: o epitélio oral, o epitélio oral sulcular e o epitélio sulcular. A expressdo do Ki-
67 na vertente vestibular do epitélio gengival (epitélio oral) foi significativamente superior
nos trés grupos de pacientes sob medica¢do em relacdo ao grupo saudavel. O epitélio oral
sulcular mostrou uma atividade proliferativa similar nos quatro grupos. A imunoexpressao do
Ki-67 no epitélio sulcular foi significativamente maior no grupo da ciclosporina, nos demais
grupos, a proliferagdo do epitélio sulcular foi semelhante ao grupo controle. Assim, foi
concluido que o aumento da espessura epitelial tipicamente observado nos crescimentos
gengivais induzidos por nifedipina e ciclosporina estaria associado ao aumento da atividade
mitdtica. As diferencas encontradas entre as taxas de proliferacdao do epitélio oral, epitélio oral
sulcular e o do epitélio sulcular sugerem que a inflamagao local pode interferir nos efeitos das

drogas sobre esses tecidos.

Crescimento gengival associado ao uso da droga anticonvulsivante vigabatrina
também foi recentemente relatado na literatura. Mesa et al. (2004) pesquisaram a proliferacao
dos queratindcitos em quatro casos de crescimento gengival induzido por esse medicamento.
Os resultados da andlise imunoistoquimica mostraram uma significante expressdo do antigeno

Ki-67 na camada basal e suprabasal do epitélio quando comparados com grupos saudédveis ou
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portadores de doenga periodontal. De maneira similar aos achados de Saito et al. (1999), uma
expressiva marcagdo para a proteina p53 foi evidenciada no CG em relagdo ao outros grupos.
Os pesquisadores concluiram que a vigabatrina induziu um aumento da atividade mitética dos
queratindcitos e que esta proliferagdo epitelial contribuiu para o crescimento gengival

juntamente com a participacao do tecido conjuntivo.

Alguns trabalhos questionaram se as alteragdes classicas dos epitélios
hiperplasicos tais como aumento da paraqueratinizagcdo, acantose ¢ cristas alongadas
ocorreriam em fungdo da proliferacao celular ou da inibi¢do da apoptose. Assim, Saito et al.
(2000) observaram a imunoexpressao das proteinas c-Myc e bel-2 no tecido epitelial de cinco
pacientes com CGIN e sete pacientes com CGIF. A c-Myc ¢ uma oncoproteina observada em
varios tipos de cancer e associada a atividade proliferativa das células tumorais, enquanto a
bcl-2 é uma proteina fortemente relacionada com a inibicdo da apoptose. Os resultados
mostraram uma sinérgica hiperexpressdo das duas proteinas nos tecidos hiperplésicos. Estes
achados podem indicar que existe uma ac¢ao coordenada de proliferagdo celular e inibicao da

apoptose no tecido epitelial dos crescimentos gengivais induzidos por drogas.

Para melhor entender o papel da apoptose na hiperplasia epitelial do CGIN,
Shimizu et al. (2002) usaram ratos Fischer como modelo experimental. Vinte animais foram
alimentados com dieta rica em nifedipina por trinta dias. Os ratos foram sacrificados aos oito,
quinze e trinta dias de experimento. Foram analisadas amostras de gengiva vestibular dos
molares inferiores e também da regido mediana do palato duro. Os resultados revelaram que o
acentuado espessamento epitelial observado nas areas dentadas ocorreu devido a um efeito
inibitério da apoptose e prolongamento da vida dos queratindcitos € ndo por aumento da
proliferagdo celular. Estas alteracdes ndo foram observadas na mucosa palatina. A partir

desses achados, os autores concluiram que a nifedipina, através do bloqueio dos canais de
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calcio, poderia ter um efeito direto sobre os queratindcitos, inibindo o processo de apoptose e

prolongando a vida dessas cé¢lulas.

Handajani et al. (2003) avaliaram o efeito da nifedipina sobre a expressdo da
proteina bcl-2 na gengiva de ratos Sprague-Dawley. Por meio da analise imunoistoquimica, os
autores observaram que doses crescentes de nifedipina ocasionaram uma correspondente
expressao da proteina bel-2 na camada suprabasal do epitélio. Os autores concluiram que a
terapia com nifedipina foi capaz de causar uma inibicdo da apoptose dos queratindcitos de

ratos e que a intensidade dessa alteracao esteve relacionada com a dose e duragdo da terapia.

2.3.3 A Interacao Epitélio-Tecido Conjuntivo

A participagdo de fatores oriundos do tecido conjuntivo no aumento da
proliferacao dos queratindcitos foi investigada em alguns estudos. Das e Olsen (2000)
avaliaram a produgdo do Keratinocyte Growth factor (KGF), um fator mitogénico produzido
pelos fibroblastos e direcionado especificamente para os queratinocitos. Os fibroblastos de
gengiva humana normal foram cultivados in vitro e incubados com diferentes concentragdes
de nifedipina. Os resultados mostraram que os fibroblastos produziram quantidades crescentes
de KGF em resposta a concentragdes cada vez maiores de nifedipina. Desse modo, o trabalho
sugeriu que o espessamento epitelial observado no CGIN pode ser mediado pela
hipersecrecao do fator mitogénico KGF, configurando assim uma interacao do epitélio com o

tecido conjuntivo.

Das, Newman ¢ Olsen (2002) empreenderam uma investigacdo sobre o receptor
para KGF no epitélio gengival, comparando a expressao imunoistoquimica desse receptor
entre gengiva saudavel e crescimento gengival induzido por ciclosporina. Os achados desse

experimento in Vitro revelaram que houve uma expressdo significativamente maior do
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receptor para KGF no CGIC em relacao a gengiva normal. Os autores confirmaram o achado
anterior e sugeriram que uma intera¢ao entre epitélio e tecido conjuntivo pode induzir um
aumento da capacidade mitotica dos queratindcitos e exercer um importante papel na

patogénese do CG.

Estudos de recombinagdo cruzada conduzidos por Mackenzie e Hill (1984)
mostraram que o tecido conjuntivo continua a influenciar e modificar o padrao de arquitetura,

crescimento e diferenciacao celular do epitélio por toda a vida adulta.

Assim, Hyland et al. (2004) examinaram esta interagdo no CGIC. Os
pesquisadores mensuraram a produgdo das proteinas Keratinocyte Growth factor (KGF) e
Scatter Factor (SF) que sdo fatores de crescimento produzidos pelos fibroblastos e
direcionados aos queratinocitos. Foram cultivados fibroblastos colhidos de trés pacientes com
gengiva normal e células colhidas de trés casos de CG. Essas células foram incubadas com
varias concentragdes de ciclosporina. Os resultados indicaram que, para os fibroblastos do
CQG, a adi¢ao de 500ng/ml de ciclosporina teve um efeito inibitorio na produg¢do de KGF e SF,
enquanto a concentracdo de 2000 ng/ml resultou num efeito estimulatério. Em contato com os
fibroblastos de gengiva normal, a ciclosporina aumentou significativamente a producgdo de
KGF e SF. Os autores defenderam a hipdtese de que a ciclosporina seria capaz de alterar a
produgdo de fatores de crescimento para os queratindcitos € que essa a¢ao seria dependente da

dose e da resposta celular de diferentes subtipos de fibroblastos.
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3. PROPOSICAO

Considerando que a nifedipina ¢ uma medicacdo anti-hipertensiva largamente
utilizada no Brasil ¢ que o uso cronico dessa droga estd associado ao aparecimento de
crescimento gengival, empreendemos um estudo que, por meio da técnica histologica
convencional (H.E.) e imunoistoquimica, analisou o epitélio gengival de pacientes sob terapia
cronica com nifedipina. O objetivo deste estudo foi detectar possiveis efeitos da nifedipina
sobre o epitélio gengival em nivel subclinico e correlacionar esses achados com o indice de

proliferacao dos queratindcitos que foi medido através das proteinas Ki-67 e Ciclina B1.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DA AMOSTRA

A amostra para este estudo foi representada por pacientes usudrios de nifedipina
selecionados em varias unidades de Satde pertencentes a Liga da Hipertensao do Municipio
de Goiania. Foram selecionados vinte pacientes hipertensos controlados e usudrios de
nifedipina que constituiram o grupo I (grupo teste). O grupo II (grupo controle) foi composto
por nove pacientes que foram atendidos no Servigo de Periodontia da Policia Militar do
Estado do Tocantins e nos quais havia indicagdo para resseccdo de tecido gengival saudavel
durante cirurgia de aumento de coroa clinica. Assim, um fragmento de gengiva vestibular
clinicamente saudavel, que seria descartado, foi encaminhado para as andlises laboratoriais. O
protocolo de atendimento dos pacientes do grupo teste foi aprovado de acordo com as normas
do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias — COEP (vide Anexo). Os

seguintes critérios de selecao foram empregados para o recrutamento dos pacientes:
Grupo [

= Estar sob controle médico;

» Fazer uso diario e regular de nifedipina por um periodo minimo de seis meses;

® Ndo ser fumante;

® Nao ser edentado total;

® Exibir CG clinicamente significante ou apresentar indicacao para exodontia;

® Aceitar participar da pesquisa.
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Grupo II

» Nao fazer uso de nifedipina, ciclosporina, fenitoina ou qualquer outra droga de uso

continuo;

® Nao apresentar doenga periodontal;

® Ndo ser fumante;

® Nao usar aparelho ortodontico fixo.

Os pacientes do grupo teste foram esclarecidos, detalhadamente, sobre os
métodos a serem utilizados e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido

(Apéndice I) autorizando os procedimentos.

4.2 EXAME CLINICO

Inicialmente, os pacientes usudrios de nifedipina foram entrevistados e

responderam a um questionario dirigido (Apéndice II) contendo os seguintes dados:

® Jdentificagdo do paciente: nome, género, idade e outras informagdes pessoais;

® Historia médica e odontoldgica: investigacdo de doengas e condi¢des sistémicas,

tratamentos odontoldgicos anteriores e eventuais complicagdes;

® Protocolo medicamentoso utilizado no momento, incluindo a dose diaria de nifedipina e o

tempo de uso da medicagao.

Em seguida, os pacientes foram submetidos a uma avaliacao clinica completa que
incluia mensuragao da pressao arterial e exame loco - regional da face, pescoco e articulagdes
témporo-mandibulares. As mucosas de revestimento, a lingua, o tecido gengival e os dentes

foram, cuidadosamente, inspecionados durante o exame da cavidade bucal.
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4.3 ABORDAGEM PERIODONTAL E BIOPSIA GENGIVAL

Apds a avaliagdo clinica, os pacientes selecionados receberam atencgao periodontal
basica. Inicialmente, foram instruidos sobre técnicas de higiene bucal e, em seguida, passaram
por uma ou duas sessdes semanais para remocao de calculo sub e supragengival por meio de

instrumentagao manual ou ultrassonica complementada com profilaxia com taga de borracha.

Assim, o sitio indicado para a remocao do tecido foi selecionado de acordo com a
necessidade de tratamento do paciente em fun¢do das implicagcdes éticas, ja que a maioria dos
pacientes (exceto um) ndo exibia crescimento gengival que justificasse remocao cirrgica.
Esse paciente com CG mais evidente apresentava severa inflamagdo gengival associada a um
grande acimulo de placa e calculo. Foi realizada uma rigorosa instrumentagdo periodontal
com curetas de Gracey com o objetivo de controlar a inflamagdo gengival. Apds esse
procedimento, foi feita uma biopsia de mucosa ceratinizada a trés mm da margem gengival do

canino superior esquerdo.

Para os demais pacientes com dimensdes gengivais normais ou levemente
aumentadas, o fragmento de gengiva foi removido em uma érea isenta de inflamac¢do na qual
estava indicada a exodontia de dentes remanescentes ou restos radiculares. Na maioria dos
casos, os dentes removidos estavam isentos de doenca periodontal. Quando o dente indicado
para a exodontia apresentava sinais de periodontite, foi realizado um vigoroso debridamento

manual duas semanas antes da cirurgia.

Deste modo, ap0s a realizagdo da exodontia, fragmentos de quatro a cinco mm de
mucosa ceratinizada vestibular ou proximal localizados, aproximadamente, a trés mm da
margem gengival foram removidos para as analises de laboratério. Apos a coleta do material,
0s pacientes que apresentavam necessidade de seguimento no tratamento odontolégico, foram

encaminhados para as diversas clinicas da FO/UFG.
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Todas as amostras obtidas foram acondicionadas em frascos de formol a 10%
tamponado ¢ enviadas para o laboratorio de Patologia Bucal da FO/UFG, onde foram

submetidas a andlise histologica convencional e imunoistoquimica.

4.4 TECNICAS EMPREGADAS
4.4.1 Técnica Histol6gica Convencional (Hematoxilina e Eosina)

O material selecionado foi processado, incluido em parafina e seccionado em
micrétomo (Leica RM2165). De cada bloco de parafina, foram obtidos cortes consecutivos de
Sum que foram colocados sobre laminas histologicas e corados pelos métodos da
Hematoxilina e Eosina (H-E). As laminas coradas pela Técnica Histologica Convencional
foram submetidas a anélise microscopica subjetiva por um patologista experiente. Na analise,
foram anotados aspectos do tecido epitelial como o tipo de queratinizagdo, a presenca de
acantose e o tamanho das cristas epiteliais. No tecido conjuntivo, foram observados outros
dados como o grau de colagenizacdo e a intensidade do infiltrado inflamatério. Deste modo,
realizou-se um estudo descritivo e comparativo das caracteristicas microscopicas do tecido

epitelial e conjuntivo nos dois grupos de pacientes.

4.4.2 Técnica Imunoistoquimica

Ao obter os cortes seriados, descritos anteriormente, alguns foram seccionados em
3um e estendidos sobre laminas de vidro silanizadas (DAKO, S3003, Glostrup-Denmark) e
submetidos a técnica imunoistoquimica por meio de Imunoperoxidase (streptavidina-biotina-
peroxidase) para a identifica¢cdo das moléculas Ki-67 e Ciclina Bl. Inicialmente, os cortes
sobre as laminas foram desparafinizados e hidratados por meio de: 1- xilol, 3 vezes, 5 minutos

cada vez; 2- alcool absoluto, 3 vezes, 2 minutos cada vez; 3- alcool etilico 95% 1 vez, 2
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minutos; 4- solugdo salina tamponada de Tris (TBS), Ph=7.2 por 1 minuto. Em seguida, as
laminas foram incubadas em tampao citrato, pH=6.0 (SIGMA, P4809, Saint Louis — USA)
aquecido a temperatura de 95°C, com auxilio de Banho Maria Digital (DeLeo), para exposi¢do
dos seguintes antigenos: Ki-67 e Ciclina B1, por 20 minutos. Ap6s lavagens com TBS, as
laminas foram mergulhadas em peroxido de hidrogénio (Merck) a 3% em solugdo salina

tamponada (PBS), por 40 minutos, para o bloqueio da peroxidase endogena.

Apos serem lavadas com TBS, as laminas foram incubadas com soro de leite a 3%
em agua destilada (leite desnatado Molico®) por 20 minutos, a fim de se obter o bloqueio das
ligacdes protéicas inespecificas. Em seguida, as laminas foram secas e incubadas com os
anticorpos primarios, por 18 horas ¢ mantidas na temperatura de 4°C. Os anticorpos que foram
utilizados e suas respectivas dilui¢des estdo especificados no Quadro 1. Todas as dilui¢des
foram realizadas utilizando PBS associado a soro-albumina bovina (PBS-BSA) a 1%. Apos o
periodo de 18 horas, realizaram-se as lavagens consecutivas e posteriormente a incubagdo com
os anticorpos biotinilados anti-IgG de coelho/camundongo/cabra por 30 minutos, a temperatura
de 22 a 25 °C, seguido pela incubagdo da streptoavidina marcada com peroxidase por 30

minutos, a temperatura ambiente (kit DAKO LSAB+, Peroxidase- Universal- K0690).

Posteriormente as lavagens consecutivas com TBS, procedeu-se a revelagdo da
reacdo utilizando o 3.3’Diaminobenzidina (DAB) em uma solugdo cromogénica (DAKO,
K3468), por 2 a 3 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz. A reagdo foi
interrompida com agua destilada e as laminas contra-coradas com hematoxilina de Mayer, por
3 minutos, a temperatura ambiente. Apds serem lavadas com 4gua destilada por duas vezes, as
laminas foram desidratadas com alcoois (70, 95 e 100 GL), passadas em xilol (3 vezes) e

montadas com solucdo de resina ndo aquosa (Entellan-Mikroskopie-Merck).
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Os controles negativos das reagdes foram realizados através da substituicao dos
anticorpos primarios por PBS-BSA 1%, bem como por soro normal de camundongo (DAKO,

X0910-1, Glostrup-Denmark), descartando assim possiveis falsos positivos.

Quadro | — Anticorpos primarios ¢ suas respectivas dilui¢des, clones, codigos e fabricantes
utilizados nas amostras.

Anticorpo Diluicdo | Clone Codigo Fabricante
Monoclonal de | 1: 100 MM 1 | NCL-Ki67 MM 1 | Novocastra
camundongo anti-Ki (Benton Lane,
67 humano UK)

Monoclonal de | 1: 40 7TA9 NCL — Ciclina B1 | Novocastra
camundongo  anti- (Benton Lane,
Ciclina B1 humana UK)

4.5 ANALISES QUANTITATIVAS
4.5.1 Medida do Comprimento das Cristas Epiteliais

Utilizando laminas coradas pela Técnica Histologica Convencional, foi feita uma
estimativa pormenorizada sobre o comprimento das cristas epiteliais. Para a mensuracdo deste
dado, foi utilizado o lado do reticulo de integracio (CARL ZEISS-4740680000000-
Netzmikrometer 12.5x), no aumento de 10x, sendo que, nessa ampliagdo, o lado do reticulo
esta dividido em dez espagos de 0,125 mm, perfazendo um total de 1,25 mm. Todas as cristas
epiteliais contidas em cada corte microscopico foram medidas e enquadradas em duas
categorias: cristas curtas (at¢ 0,75 mm) e longas (maiores de 0,75 mm). Todas as medidas

foram feitas por um mesmo examinador e os valores foram expressos em porcentagem.
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4.5.2 Contagem de Células por mm?

O namero de células Ki-67 positivas (Ki-67") e Ciclina B1 positivas (Ciclina B1")
foi quantificado por meio de andlise morfométrica, utilizando microscopico optico contendo
um reticulo de integragdo em rede quadrada (CARL ZEISS-4740680000000- Netzmikrometer
12.5x). Para esta contagem, utilizou-se a objetiva de 40x; neste aumento, o lado (L) do
reticulo de integragdo, obtido por meio de uma lamina milimetrada, corresponde a 0,31mm.
Determinou-se a area do reticulo (A), pela expressio matematica: A= (L)*, resultando em

uma area de 0,0961mm2.

Em cada amostra selecionada, as células epiteliais das camadas basais e
suprabasais foram quantificadas em dez campos microscopicos consecutivos (area total de
0,961mm?). Registrou-se o niimero total de células epiteliais marcadas com os dois anticorpos
na area total percorrida e dividiu-se este nimero por 0,96 1mm?, obtendo-se a média de células

. e s 2
epiteliais imunomarcadas por milimetro quadrado (mm”).

Todas as contagens foram realizadas por um uUnico examinador previamente

calibrado e orientado.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Utilizando o programa SPSS, versdao 10.0.1, 1999 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA),
foram analisadas duas varidveis: a densidade de marcagdo das células epiteliais e o
comprimento das cristas epiteliais. A densidade de marcacdo foi expressa em nimero de
células marcadas por mm? e a altura das cristas epiteliais foi analisada em porcentagem de

cristas maiores ou menores que 0,75 mm.

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos ao teste estatistico nao-
paramétrico de Mann-Whitney para comparacao entre dois grupos nao pareados (grupos I e
IT). Diferengas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas quando

p<0,05.
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5. RESULTADOS

Os resultados serdo demonstrados de forma descritiva e também por meio de
tabelas. A caracterizacdo geral da amostra estd resumida na tabela abaixo (Tabela 1), na qual
estdo descritas as médias e desvios padrao das varidveis demograficas (nimero de pacientes,
idade e distribuicao por género) e farmacoldgicas (dose de nifedipina e tempo de uso da droga).
O grupo teste foi composto por vinte pacientes usudrios de nifedipina. Destes, apenas um
paciente (5%) apresentou CG clinicamente evidente. Os demais apresentaram dimensoes
gengivais normais ou levemente alteradas. Em alguns desses pacientes, pdde ser notado um
ligeiro espessamento da gengiva, no qual a margem gengival perdeu a sua caracteristica normal
de borda aguda e assumiu um aspecto mais rombo, porém, estas pequenas alteragdes nao

exigiram intervengao cirurgica.

Tabela 1- Médias, desvios padrdo, valores minimos e maximos das variaveis demograficas e
farmacoldgicas nos dois grupos.

Variaveis Grupo | (Usuérios de nifedipina)  Grupo Il (Controle)
Numero de pacientes 20 09
Idade (anos) 58,65+ 11,40 (37-74) 40 +10,15(24-51)
Distribuicao por género 9:11 5:4
M: F)
Dose de nifedipina 33,50 £ 10,40 (10-40) -
(mg/dia)

Tempo de uso (meses) 50,75+35,98 (10-144) -
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5.1 ANALISE SUBJETIVA

Grupo | - Usuérios de nifedipina

Os cortes microscopicos revelaram epitélio gengival do tipo pavimentoso estratificado,
ora paraqueratinizado ora ortoqueratinizado, exibindo também dareas de acantose e cristas
epiteliais de comprimentos variaveis. O tecido conjuntivo subjacente apresentava-se, na
maioria dos casos, sem infiltrado inflamatério, porém alguns poucos casos mostravam um
infiltrado leve ou moderado. Além disso, pdde ser observado um numero varidvel de

fibroblastos, grande quantidade de fibras colagenas e vasos sangiiineos (Pagina 61, figuras 2,4).

Grupo Il - Controle

Os cortes microscopicos evidenciaram tecido gengival revestido por epitélio
pavimentoso estratificado exibindo cristas epiteliais curtas e areas de acantose. O tecido
conjuntivo mostrava-se com infiltrado inflamatdrio leve ou ausente, colagenizacdo densa e

numero variavel de fibroblastos e vasos sangiiineos (Pagina 61, figuras 3,5).

5.2 ANALISES QUANTITATIVAS
5.2.1 Comprimento das Cristas Epiteliais

Todas as cristas epiteliais contidas nos cortes microscopicos foram medidas e os
valores percentuais foram enquadrados em duas categorias: cristas curtas (at¢ 0,75 mm) e
cristas longas (acima de 0,75mm). Pode ser observado que houve diferengas significantes na
porcentagem de cristas longas quando foram comparados os dois grupos (Tabela 2). Assim,

considerando este aspecto microscopico, pdde ser evidenciado que o grupo de pacientes
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usudrios de nifedipina exibiu uma porcentagem maior de cristas epiteliais longas quando

comparado com o grupo controle.

Tabela 2 - Porcentagem de cristas epiteliais alongadas nos dois grupos

Variavel Grupo I (Usudrios de Grupo II Teste Mann-
nifedipina) (Controle) Whitney
% de cristas longas 17,02 * 10,50 * p< 0,02
(Posto-médio)

* Valor estatisticamente significante.

5.2.2 Contagem de Células por mm?2

Os dados quantitativos de imunomarcacdo das células epiteliais basais e
suprabasais revelaram que houve uma expressao maior do anticorpo Ki-67 do que da Ciclina
B1 nos dois grupos. No entanto, nao foi encontrada diferenca significante na marcagdo
quando foram comparados entre si o grupo de usudrios de nifedipina e o grupo controle, tanto
para o Ki-67 como para a Ciclina B1 (Quadro 2). As figuras 6, 7, 8 ¢ 9 (Pagina 62) ilustram a

marcacao imunoistoquimica para os anticorpos Ki-67 e Ciclina B1 nos dois grupos.

Quadro 2 - Médias, desvios padrio e postos médios do niimero de células epiteliais Ki-67" e
ciclina B1" por mm2,

Grupo | Grupo 11
Marcador
M¢dia (DP) Posto-médio M¢dia (DP) Posto-médio
Ki-67 378,39 +£ 222,28 14,75 400,96 + 260,86 15,56
Ciclina B1 85,79 £45,12 15,68 75,57 + 45,83 13,50

Mann-Whitney, p>0,05. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos I e II
considerando o niimero de células epiteliais Ki-67" ¢ ciclina B1" por mm®.
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Figura 2 — Amostra de tecido

gengival de paciente usudrio de
nifedipina.
A — Epitélio paraqueratinizado
exibindo crista epitelial longa (seta
vermelha)

B — Tecido conjuntivo com intensa
colagenizacdo (seta amarela) e
auséncia de infiltrado inflamatdrio
(H.E., Aumento Original de 25x).

Figura 4 - Amostra de tecido gengival
de paciente usuario de nifedipina.

A - Epitélio paraqueratinizado com
cristas longas (seta amarela). B - Tecido
conjuntivo exibindo grande numero de
fibroblastos, fibras coldgenas e auséncia
de infiltrado inflamatorio (H.E.,
Aumento Original de 25x).
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Figura 3 - Amostra de tecido gengival
de paciente controle.

A - Epitélio paraqueratinizado com
cristas curtas (seta azul). B - Tecido
conjuntivo exibindo grande numero de
fibroblastos, fibras coladgenas (seta
verde) e auséncia de infiltrado
inflamatorio (H.E., Aumento Original de
25x).

NN B : -
Figura 5 - Amostra de tecido gengival
de paciente controle.

A - Epitélio paraqueratinizado com
cristas curtas (seta azul). B - Tecido
conjuntivo exibindo grande nimero de
fibroblastos, fibras colagenas (seta
verde) e auséncia de infiltrado

inflamatorio (H.E., Aumento Original de
25%).



Resultados 62

Figura 7 — Amostra de tecido gengival de paciente
controle muitas células epiteliais Ki-67 positivas
(em marrom), com marcagdo nuclear, presentes
principalmente na camada basal.
(Imunoistoquimica, Aumento Original de 100x).

Figura 6 — Amostra de tecido gengival de
paciente teste mostrando muitas células
epiteliais Ki-67 positivas (em marrom), com
marcagdo nuclear, presentes principalmente na
camada basal. (Imunoistoquimica, Aumento
Original de 100x).

Figura 8 — Amostra de tecido gengival de
paciente teste mostrando poucas células
epiteliais Ciclina Bl positivas (em marrom),
com marca¢do citoplasmatica, presentes
principalmente na camada basal.
(Imunoistoquimica, Aumento Original de
100x).

Figura 9 — Amostra de tecido gengival de
paciente controle mostrando poucas células
epiteliais Ciclina Bl positivas (em marrom),
com marcagdo citoplasmatica, presentes
principalmente na camada basal.
(Imunoistoquimica, Aumento Original de
100x).
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6. DISCUSSAO

Os dados sobre a prevaléncia do crescimento gengival entre os usuarios de
nifedipina sdo bastante conflitantes, com taxas variando de 6,3% (ELLIS et al., 1999) até 83%
(FATTORE et al., 1991). Esta enorme variabilidade esta provavelmente associada a questoes
metodoldgicas como o local de selecdo dos pacientes, o nimero de individuos pesquisados e
os critérios para avaliagdo do CG. A taxa de 83% de pacientes exibindo CG foi a maior
prevaléncia relatada na literatura; porém, avaliou um reduzido numero de apenas 23
pacientes. Do mesmo modo, outros estudos sobre prevaléncia do CGIN utilizaram amostras
pequenas e, além disto, os pacientes foram recrutados em servigos hospitalares o que pode

influenciar na representatividade dos dados (BARAK et al., 1987; BARCLAY et al., 1992).

Tavassoli et al. (1998) pesquisaram uma amostra consideravel de 97 pacientes e
encontraram uma prevaléncia de 29% de CGIN. No entanto, o mais importante estudo
epidemioldgico sobre este tema foi conduzido por Ellis et al. (1999) e abrangeu uma grande
area populacional. Os pesquisadores avaliaram 442 pacientes usuarios de nifedipina e
encontraram apenas 6,3% com CG clinicamente importante. A baixa prevaléncia de CG
encontrada por Ellis et al. (1999) estd em conformidade com os nossos achados, muito
embora, tenhamos trabalhado com uma amostra bastante reduzida. Assim, dos nossos vinte
pacientes, apenas um (5%) exibiu CG clinicamente significante. As evidéncias mais fortes
sugerem, entdo, que a ocorréncia de CG em usuarios de nifedipina seja um evento raro(ELLIS

et al., 1999).

Um dos fatores que podem influenciar na patogénese do CG e que, pelo menos
em parte, explicariam esta baixa prevaléncia ¢ a idade. Estudos clinicos com outras drogas

indutoras de crescimento gengival sugerem que as criancas e adolescentes sdo mais
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susceptiveis ao CG do que os adultos (ESTERBERG; WHITE, 1945; DALEY; WYSOCKY e
DAY, 1986; HEFTI et al., 1994). Embora estes achados sejam limitados a fenitoina e
ciclosporina, outros trabalhos clinicos e experimentais revelaram que os individuos mais
jovens foram mais afetados pelo crescimento gengival induzido pela nifedipina (ISHIDA et
al., 1995; NAKOU et al., 1998)). Assim, embora a patogénese do CG seja complexa e
multifatorial e a influéncia do fator idade ainda ndo esteja totalmente esclarecida, € possivel
que a idade mais avang¢ada dos usuarios de nifedipina diminua a susceptibilidade destes

pacientes ao CG.

Mesmo considerando o CG como um efeito colateral raro, esse tema continua a
ser bastante estudado em todo mundo. O principal objetivo das pesquisas nesse campo ¢
buscar um entendimento sobre os intrincados mecanismos envolvidos na patogénese do CG.
Virias conseqiiéncias indesejaveis podem advir com a instalagdo do CG. Além das evidentes
alteracdes estéticas, pode haver dificuldades de mastigagio e fonacdo e o inicio ou
agravamento da doenga periodontal destrutiva (WESTBROOK et al., 1997; SEYMOUR;
THOMASON e ELLIS, 1996; NAKOU et al., 1998; LEUNG et al., 2003). Em nosso estudo,
pudemos constatar que o proprio manejo dos usudrios de nifedipina portadores de crescimento
gengival pode tornar-se mais complexo em fun¢do da idade dos pacientes e das condi¢des
sistémicas associadas, ja que além da hipertensdo, muitos pacientes apresentavam Diabetes
Mellitus e outras enfermidades cronicas debilitantes. Apesar da coexisténcia destas doengas
sistémicas, conseguimos realizar os procedimentos cirurgicos (exodontias e bidpsias

gengivais) sem quaisquer intercorréncias.

Na literatura cientifica, hd um consenso geral de que o CGID tem uma patogénese
multifatorial. Dentre as vérias hipoteses levantadas, estdo a predisposicdo genética e as
alteracdes da homeostase do tecido gengival, especialmente na funcdo dos fibroblastos e na

interagdo das drogas com os fatores de crescimento (NURMENNIEMI, 2006). Além disso,
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muitos estudos clinicos tém investigado a associacdo entre o Status de higiene bucal e
prevaléncia e severidade do CG. Esses estudos sugerem que a inflamagdo gengival induzida
pela placa pode ser um importante fator no desenvolvimento e expressao do CGID. Por outro
lado, outras variaveis como dose e¢ duragdo da terapia parecem ter pouca influéncia na
patogénese do CG (SEYMOUR et al., 1996; NURMENNIEMI, 2006). Assim, as hipoteses
mais consistentes sobre patogénese do CG apontam para uma inequivoca participacao de
fatores oriundos do tecido conjuntivo. Numerosos estudos demonstraram o papel do
metabolismo dos fibroblastos e da inflamagdo gengival na instalagdo do CGID (FUJI et al.,
1994; TIPTON et al., 1994; MC KEVITT; IRWIN, 1995; HUANG et al., 2003; SATO et al.,
2005). E importante ressaltar que, em nosso estudo, a inflamagao estava praticamente ausente
em todos os casos, jA que os pacientes receberam tratamento periodontal basico com o

objetivo de reduzir ao maximo o efeito da inflamagao gengival associada a placa e calculo.

Apesar disso, as evidentes alteracdes epiteliais invariavelmente observadas nos
casos de CG, sempre sugeriram alguma participagdo proveniente do epitélio. A analise
microscopica dos primeiros casos relatados j& revelou uma caracteristica marcante do CG que
¢ o espessamento epitelial. Ramon et al. (1984) mostraram que o tecido epitelial dos pacientes
com CG era de 5 a 10 vezes mais espesso que o epitélio dos pacientes saudaveis. Dentre os
aspectos histopatologicos encontrados por Barak et al. (1987), o achado mais impressionante
foi o prolongamento das cristas epiteliais em direcdo a ldmina propria. As cristas epiteliais de
34 pacientes foram medidas e classificadas em diferentes graus de hiperplasia. Nesse estudo,
Barak et al. observaram que mesmo pacientes sem CG clinicamente evidente exibiram cristas

epiteliais mais longas em relacdo ao grupo controle.

Por meio da andlise microscopica convencional, o presente estudo confirmou os
achados de Barak et al. (1987) e constatou que, embora nao houvesse CG expressivo, o tecido

gengival dos pacientes usudrios de nifedipina exibiu marcantes alteragdes epiteliais em
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relagdo ao grupo controle. A porcentagem de cristas epiteliais longas (maiores que 0,75 mm)
foi significativamente maior nos pacientes do grupo teste do que nos controles saudaveis
(Tabela 2). Nossos resultados indicam que o uso cronico de nifedipina pode acarretar

alteragdes epiteliais, mesmo na auséncia de CG clinicamente evidente.

As técnicas de imunoistoquimica comecaram a ser desenvolvidas a partir da
década de quarenta. No entanto, nos ultimos dez anos, os grandes avancos na especificidade
dos anticorpos e nos sistemas de marcagdo projetaram a imunoistoquimica como um recurso
extraordinario para realizacdo de diagnosticos a nivel celular (MILLER, 1995). Assim, estas
técnicas tém sido amplamente utilizadas em varios campos da Patologia Bucal, inclusive para
investigar a proliferacdo epitelial no CG. Varios estudos utilizaram a expressao do antigeno
Ki-67 para avaliar a atividade mitotica dos queratindcitos em crescimentos gengivais
induzidos por nifedipina, fenitoina, ciclosporina e vigabatrina (SAITO et al, 1999;
NURMENNIEMI et al., 2001; MESA et al., 2004; NURMENNIEMI et al., 2006). Em todos
esses trabalhos, a atividade mitdtica dos queratindcitos nos CGID foi significativamente

maior do que nos tecidos gengivais saudaveis.

Em nosso estudo, utilizamos o Ki-67 ¢ também a Ciclina Bl como marcadores
para pesquisar a atividade proliferativa dos queratindcitos de vinte pacientes sob terapia
cronica com nifedipina. Dentre esses pacientes, apenas um apresentava CG moderado, no
entanto, o aumento das dimensdes gengivais desse paciente ndo pode ser creditado apenas ao
efeito da nifedipina. Como havia pesados depositos de placa e calculo, esse crescimento
tecidual pode ter sido o resultado da conjun¢do do efeito ndo-inflamatério mediado pela droga
com o efeito inflamatério mediado pelos fatores locais, o que caracteriza o aumento gengival
combinado (CARRANZA Jr., 1983). Diferentemente dos estudos anteriores nos quais o0s
pacientes exibiam graus moderados ou severos de CG, a grande maioria dos nossos pacientes

apresentava tecido gengival com dimensdes normais ou ligeiramente aumentadas.
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A possivel influéncia da inflamagdo sobre a atividade mitotica das células
epiteliais ¢ um assunto que apresenta informagdes controversas na literatura. O classico
estudo de Page e Schroeder (1976) estabeleceu que a inflamagao gengival é capaz de induzir
uma resposta proliferativa das células epiteliais. No entanto, Carro, Evans ¢ Leone (1997)
demonstraram que o aumento do nivel de inflamagao gengival teve um efeito inibitdrio sobre
a proliferagdo de células epiteliais em cultura. Independentemente de qual seja o real efeito da
inflamacao gengival sobre a taxa de prolifera¢ao celular, em nosso estudo, procuramos afastar
ou diminuir esta interferéncia. As areas escolhidas para a remoc¢ao tecidual, tanto no grupo
teste como no grupo controle, foram sitios clinicamente saudaveis, com um nivel minimo de
inflamacao. Assim, acreditamos que os resultados encontrados representam o comportamento

das células epiteliais com pouca influéncia dos estimulos inflamatérios.

Nossos resultados mostraram que ndo pdde ser encontrada diferenga significativa
nas taxas de proliferacdo celular entre os usudrios de nifedipina e os pacientes do grupo
controle. Isso foi valido tanto para o Ki-67 como para a Ciclina Bl, contrariando outros
estudos que encontraram uma maior expressao do Ki-67 em usudrios de nifedipina exibindo
CG (SAITO et al., 1999; NURMENNIEMI et al., 2001). Foi claramente identificado que a
marcagdo para o Ki-67 teve numeros mais altos do que a marcagdo pela Ciclina B1. Isso se
deve ao fato de que a proteina nuclear Ki-67 ¢ expressa em todas as fases ativas do ciclo
celular, ou seja, G1, S, G2 e M (SCHOLZEN; GERDES, 2000) e por isso, o numero de
células marcadas ¢ maior quando comparado a Ciclina B1 que ¢ expressa em fases mais curtas

do ciclo celular, isto ¢, G2 e M (HWANG et al., 1995).

E possivel que as altas taxas de proliferagio de queratindcitos observadas por
Saito et al. (1999), Nurmenniemi et al. (2001,2006) e Mesa et al. (2004) s6 ocorreram devido
a estimulos provenientes do tecido conjuntivo. Provavelmente, s6 hd aumento da atividade

mitdtica das células epiteliais quando ha um CG moderado ou severo. Apesar das limitagdes,
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nossos resultados sugerem que, como nao havia CG, o tecido gengival dos pacientes usudrios

de nifedipina teve taxa de proliferacdo semelhante ao tecido saudavel.

Alguns estudos mostraram que a proliferacdo dos queratinocitos pode ser mediada
por fatores de crescimento provenientes do tecido conjuntivo tais como o KGF e o SF (DAS;
IRWIN, 2000; DAS; NEWMAN; OLSEN, 2002; HYLAND et al., 2004). Assim, é possivel
sugerir que a alta atividade proliferativa dos queratindcitos nos CGID ndo ocorra por uma
acdo direta das drogas no epitélio, mas como um resultado da interacdo das drogas com
fibroblastos gengivais. Em alguns pacientes reativos, pode haver subpopulagdes de
fibroblastos que reajam direta ou indiretamente ao efeito das drogas e produzam uma série de
eventos responsaveis pelo CG (HASSEL; STANEK, 1983; FUJI et al., 1994; TIPTON et al.,
1994; MC KEVITT; IRWIN, 1995; NISHIMURA et al., 2002; PARKAR et al., 2004;
TAKEUCHI, 2004). Um desses eventos pode ser a producdo de fatores mitogénicos que

geram um aumento da atividade mitotica dos queratindcitos.

E interessante observar que as alteragdes epiteliais detectadas pela analise
microscopica ndo corresponderam a um aumento da atividade mitdtica dos queratindcitos
quantificada pela imunoistoquimica. Embora reconhecamos as limitagcdes deste estudo,
podemos sugerir que o prolongamento das cristas epiteliais nos usudrios de nifedipina nao
ocorra em fun¢do do aumento da capacidade proliferativa, mas provavelmente por inibi¢cdo da
taxa de apoptose dos queratindcitos. Saito et al. (1999) notaram uma surpreendente redugado
da expressdo do Ki-67 nas cristas alongadas de pacientes com CG, isso sugere que o
prolongamento das cristas ndo tenha relagdo com proliferacdo epitelial. Outros estudos
demonstraram que a nifedipina foi capaz de bloquear a apoptose de células endoteliais
(SUGANO; TSUCHIDA e MAKINO, 2002; YAMAGISHI et al., 2003). Esse efeito inibidor
da apoptose também foi verificado em relacdo ao CG. Trabalhos clinicos (SAITO et al., 2000)

e experimentais (SHIMIZU et al., 2002; HANDAJANI et al., 2003) mostraram que a
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nifedipina induziu a inibicdo da apoptose dos queratindcitos e, conseqiientemente, a um
prolongamento da vida destas células, o que explicaria o espessamento epitelial observado no

CG.

Neste estudo, ndo utilizamos marcadores especificos (como a proteina bcl-2) que
indiquem inibi¢cdo de apoptose. Apesar disso, podemos supor que o uso cronico de nifedipina
seja capaz de acarretar inibi¢do da taxa de apoptose dos queratindcitos gengivais. O
aparecimento de cristas epiteliais longas estaria associado ao prolongamento da vida das
células e nd3o a um aumento na taxa de proliferacdo. Sabe-se que a apoptose ¢ um fendomeno
que envolve uma cascata de eventos bioquimicos os quais exigem um aumento da concentragao
do célcio intracelular (RIBEIRO et al., 1993; CANO-ABAD et al., 2001). Assim, ¢ possivel
que esse efeito sobre o epitélio se processe até mesmo de maneira direta, ou seja, a nifedipina
bloquearia o influxo intracelular de célcio e com isso impediria a entrada das células epiteliais
em apoptose (SHIMIZU et al., 2002). Essa a¢do direta da nifedipina sobre as células epiteliais
estd reforcada por um estudo recente que demonstrou, de forma inédita, a presen¢a de canais de
calcio do tipo L em queratinocitos de pele humana (DENDA; FUJIWARA e HIBINO, 2006).
De maneira analoga, o queratindcito gengival também pode apresentar canais de célcio do tipo
L. A nifedipina ligando-se a estes sitios, assim como o faz as células musculares, seria capaz de

bloquear a entrada de Ca2+ e conseqlientemente impedir a apoptose.

Enfim, os resultados encontrados neste estudo mostraram que o uso cronico de
nifedipina ¢ capaz de ocasionar alteragdes subclinicas no tecido gengival humano ao nivel do
epitélio. Tais alteragdes, entretanto, ndo parecem estar relacionadas ao aumento da atividade
mitdtica, mas a um efeito inibidor da apoptose. O significado clinico dessas alteracdes e os

possiveis fatores associados a elas precisam ser elucidados por futuros estudos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

e O uso cronico de nifedipina estd associado com alteragdes subclinicas no epitélio
gengival. Essas alteracdes foram caracterizadas por um aumento da porcentagem de
cristas epiteliais longas.

e Nao houve diferenca significante na expressao dos marcadores de proliferacao celular Ki-
67 e Ciclina B1 entre o grupo de usuarios de nifedipina e o grupo controle. Portanto, a
taxa de proliferacdo epitelial dos usudrios de nifedipina foi semelhante aos pacientes

saudaveis.

A partir destas conclusdes e com base na revisdo da literatura, podemos sugerir

que:

e As clevadas taxas de proliferacio do tecido epitelial descritas em outros estudos
ocorreram devido a estimulos provenientes do tecido conjuntivo em pacientes reativos ao

CGIN.

e O aparecimento de cristas epiteliais alongadas no tecido gengival dos usudrios de
nifedipina esta provavelmente relacionado a um efeito inibidor da apoptose dos

queratinocitos.
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Ja houve mudancas na dose de nifedipina ? ( ) Sim ( ) Nao. Qual ?

Tem alergia a algum medicamento ? () Sim ( ) Nao. Qual ?




Teve alguma reagdo indesejavel apos anestesia local ? () Sim () Nao ( ) Qual ?

Teve algum tipo de hemorragia apds procedimento cirargico ? ( ) Sim ( ) Néo

E ou ja foi fumante ? () Sim () Ndo

Tem diabetes mellitus ? () Sim () Nao

Observacdes relevantes sobre a histdria médica:

Declaro serem verdadeiras as informagdes prestadas,

Assinatura do paciente



I11- EXAME FISICO - LOCO-REGIONAL

Pressdo arterial

Exame Extrabucal

Exame intrabucal (Mucosas - Dentes — Periodonto - Ocluséo)

IV-2 INDICE DE CRESCIMENTO GENGIVAL (ICG)
(Modificado de Ellis et al, 2001)

13/12 12/11 11/21 21/22 22/23

33/32 32/31 31/41 41/42 42/43

Valor em porcentagem

Observacoes
Serdo avaliadas as 10 papilas dos dentes anteriores. Se houver algum dente perdido, a papila adjacente
sera considerada. Cada papila podera receber os seguintes scores : 0 = nenhum crescimento da papila
interdental. 1 = crescimento leve, produzindo aparéncia romba da ponta da papila. 2 = crescimento
moderado, envolvendo aumento lateral da papila através da coroa do dente, porém menos que %4 da
largura da coroa. 3 = severo crescimento da papila atingindo mais de % largura da coroa. O score
maximo de crescimento gengival sera 30, representando 100%.



DATA

PROCEDIMENTO

ASSINATURA
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