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Fibromatose gengival hereditaria (FGH) € uma condicéo bucal rara clinicamente manifestada por um aumento gengi-
val generalizado e fibrético, podendo apresentar-se de forma isolada ou associada a outras alteracdes, como parte de
sindromes. Os mecanismos biolégicos envolvidos na FGH sao desconhecidos, e os resultados de estudos de cultura ce-
lulares sédo controversos. Para elucidar as caracteristicas fenotipicas dos fibroblastos de FGH, nés isolamos quatro li-
nhagens celulares de fibroblastos de FGH de individuos de uma mesma familia e comparamos as caracteristicas mor-
fologicas e proliferativas com fibroblastos provenientes de pacientes com gengiva clinicamente normal (GN).
Fibroblastos de GN e FGH em condic¢oes de subconfluéncia celular apresentaram tipicas caracteristicas morfologicas,
como formato fusiforme, nticleo central e longos prolongamentos citoplasmaticos, mas em condicoes de saturacao da
densidade celular, os fibroblastos de FGH apresentaram dimensdes menores que as células controle. A relacdo nu-
cleo/citoplasma foi sempre menor para todas as linhagens celulares de fibroblastos de FGH, sugerindo que a redugéo
celular, é proveniente de uma reducao ou compactacao citoplasmatica e nao nuclear. A capacidade proliferativa de fi-
broblastos de FGH foi maior que a de fibroblastos de GN. Estes resultados sugerem que diferencas morfologicas e pro-
liferativas dos fibroblastos de FGH podem estar associadas aos eventos biologicos envolvidos na etiopatogenia do au-
mento gengival observado em pacientes com FGH.

UNITERMOS: Fibromatose gengival; Fibroblastos; Cultura de células.

|NTRODUQI\O relato, inimeros outros trabalhos tém procurado
caracterizar clinica, microscopica, bioquimica e

Fibromatose gengival € um termo genérico usa- geneticamente a FGH. Entretanto, os resultados
do clinicamente para identificar um aumento volu- de estudos que caracterizam a FGH séo controver-
métrico da gengiva, freqiientemente resultado do sos. A FGH é uma condicao rara (1:750.00)*, de
acumulo de grandes quantidades de colageno™. A crescimento lento, que se manifesta clinicamente
fibromatose gengival é classificada em iatrogénica, por aumento gengival firme, indolor, nao hemorra-
idiopética, inﬂamat()ria, medicamentosa e heredi- gico’ de Coloragéo rosea e pontﬂhado Superﬁcial
taria. A fibromatose gengival de carater hereditario caracteristico que pode recobrir parcial ou total-
é denominada de fibromatose gengival hereditaria mente a coroa dental e que ndo apresenta ten-
(FGH). déncia a regressdo espontanea*’. A gravidade do
O primeiro relato de FGH que se tem conheci- aumento gengival é variavel, podendo variar de
mento ocorreu em 1856 com Gross. A partir deste leve a grave mesmo em individuos de uma mesma

* P6s-Graduandos; ** Professores — Departamento de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da UNICAMP.
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familia®'. Este aumento pode ser generalizado, isto
é, envolver todos os dentes de ambos os arcos, ou
parcial, envolver somente um arco ou porcoes de
um arco. O envolvimento localizado é mais fre-
quente na superficie palatina da tuberosidade ma-
xilar e na superficie lingual da mandibula.

A FGH é transmitida de forma heterogénea, po-
dendo manifestar de forma isolada ou mais rara-
mente, como componente de sindromes. A altera-
cao mais comumente observada em associacao a
FGH é a hipertricose, a qual esta ocasionalmente
associada a retardo mental e epilepsia. A FGH ge-
ralmente apresenta um modo de heranca autosso-
mico dominante, contudo, o gene demonstra varia-
veis graus de penetrancia e expressividade.
Formas autossdmicas recessivas sao ocasional-
mente relatadas®’.

Ha consenso geral que o aumento gengival é
proveniente de uma hiperplasia nao inflamatéria
dos elementos do tecido conjuntivo. Densos e nu-
merosos feixes de fibras colagenas mostram-se en-
trelacados e permeados por fibroblastos, vasos
sanglineos e ocasionalmente, discreto infiltrado
inflamatério. O epitélio pavimentoso estratificado
paraqueratinizado encontra-se hiperplasico e, pro-
fundas e delgadas criptas epiteliais projetam-se
em direcdo ao conjuntivo subjacente®'®.

O objetivo deste estudo foi isolar e comparar as
caracteristicas morfologicas e proliferativas de cul-
turas primarias de fibroblastos gengivais de qua-
tro pacientes de uma mesma familia com FGH com
fibroblastos gengivais de pacientes com gengiva
clinicamente normal (GN).

MATERIAL E METODO
Pacientes

Foram analisados fibroblastos gengivais de pa-
cientes com GN e com FGH. Tecido gengival nor-
mal foi obtido através de biopsias por "punch", en-
tre os dentes 13 e 14, dois a trés milimetros acima
da margem gengival livre. Foram selecionados ape-
nas os individuos que apresentaram gengiva clini-
camente normal sem evidéncias de inflamacao ou
hiperplasia, e auséncia de historia de uso de medi-
camentos relacionados a aumento gengival. A gen-
giva dos pacientes portadores de FGH foi coletada
durante tratamento cirtrgico de rotina (gengivec-
tomias e gengivoplastias) no servico de atendimen-
to de pacientes especiais Orocentro/FOP - UNI-
CAMP. Todos os pacientes com FGH foram de uma
mesma familia, e apenas foram selecionados os in-
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dividuos com aumento gengival generalizado de
aspecto fibroso e sem sinais de inflamacédo. A Ta-
bela 1 mostra as informacdes clinicas das linha-
gens celulares de fibroblastos gengivais. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as
normas relativas a ética em pesquisa envolvendo
seres humanos — deliberacdo do Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Pira-
cicaba - UNICAMP.

Os tecidos gengivais foram seccionados em 2
fragmentos, sendo um utilizado para estabeleci-
mento das culturas primarias de fibroblastos e o
outro para analise histopatolégica. O material en-
viado para processamento histopatologico foi fixa-
do em formalina a 10%, embebido em parafina,
seccionado em cortes de 5 um de espessura e cora-
dos com a técnica de hematoxilina e eosina (H. E.).

Cultura primaria

Fragmentos gengivais de pacientes normais e
com FGH foram removidos e imersos em meio de
cultura de Eagle modificado por Dulbecco's
(DMEM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
acrescido de 10% soro fetal bovino (Cultilab Ltda.,
Campinas - SP), 125 mg/ml ampicilina G e
50 ng/ml anfotericina B a 4° C e levados imediata-
mente a geladeira, onde foram mantidos por 16 h.
Os fragmentos foram lavados trés vezes na mesma
solucao, cortados em fragmentos de aproximada-
mente 1 mm’® e transferidos para frascos de cultu-
ra de 25 cm?, que foram mantidos a temperatura

TABELA 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes.

Linhagem Sexo | Idade | Localizagdo Gra,dgagﬁo
celular clinica*
GN1 F 29 13-14 0

é GN3 M 26 13-14 0
Slow | M 26 13-14 0

GNS5 M 23 13-14 0
FGH2 F 28 34 -36 1
| FGH3 M 22 13-23 2
E FGH5 M 20 13-23 2
FGH7 M 18 33-34 2

*Graduacao clinica: (0) excelente condicdo gengival, sem
sinais de inflamacdo ou hiperplasia gengival; (1)
aumento gengival leve; (2) aumento gengival moderado;
e (3) aumento gengival agressivo. Classificacdo segundo
MACHADO!4, 1996.
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de 37°C, atmosfera timida contendo 5% CO,. O
crescimento celular foi monitorado diariamente e o
meio de cultura trocado a cada 2 ou 3 dias, de
acordo com o metabolismo celular. A concentracao
de ampicilina G foi reduzida para 50 mg/ml apos
15 dias de cultivo. Apods atingirem a subconfluén-
cia, as células foram subcultivadas. No subcultivo,
o meio de cultura foi removido e as células lavadas
em solucédo de tampao fosfato salino pH 7,4 (PBS)
acrescido de 0,5 mM acido etilenodiamino tetracé-
tico (Sigma). Em seguida, as células foram separa-
das do assoalho da garrafa de cultura pela adicao
de 1 ml de tripsina (Sigma) a 0,2%. A tripsina foi
inativada com 10 ml de meio de cultura acrescido
de 10% soro fetal bovino. A suspensao de células
foi entao centrifugada a 400 g por 2 min, o sobre-
nadante descartado e as células ressuspensas e
plaqueadas em laminas de vidro preparadas para
cultura (LabTek — Nunc. Int., Naperville IL, USA).
Transcorrido 24 h, as células de GN e FGH aderi-
das as laminas foram fixadas em 70% etanol, cora-
das pela técnica convencional de H. E. e examina-
das a microscopia de luz. Em todos os
procedimentos de cultivo foram observados cuida-
dos para a manutencao da esterilidade.

Analise de crescimento celular

Fibroblastos de GN e FGH (1.000; 2.000; 4.000;
6.000; 8.000; 10.000 células) em meio de cultura
foram plaqueados em triplicata em "wells" de uma
placa de cultura de 24 - "wells" (Corning Sci. Prod.
Inc., Acton MA, USA) e incubados a 37°C, atmosfe-
ra imida contendo 5% CO,. Transcorrido 16 h de
incubacao, os "wells" foram gentilmente lavados
com PBS e o meio de cultura substituido por
DMEM contendo 1% soro fetal bovino. Apés 16 h,
as células foram novamente incubadas com
DMEM acrescido de 10% soro fetal bovino. Apos 4
dias de proliferacéo, as células foram separadas do
assoalho da placa de cultura pela adicdo de 1 mlde
uma solucao de tripsina a 0,2% em PBS. O indice
de crescimento celular foi determinado por conta-
gem da populacao celular em camara de Neubau-
er. Este ensaio foi realizado em triplicata.

RESULTADOS

Clinicamente os individuos afetados por FGH
apresentaram aumento gengival de aspecto fibroso
com crescimento lento e progressivo. Em todos os
casos, o aumento gengival foi generalizado sendo a
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FIGURA 1 - Foto clinica de um dos pacientes com FGH
deste estudo. Note a severa e generalizada hiperplasia
gengival envolvendo todos os dentes de ambos os
maxilares. Os dentes sdo morfologicamente normais e
nao sao observadas quaisquer alteracoes radiograficas.
FIGURA 2 - Fotomicrografia da gengiva obtida apos
gengivectomia/gengivoplastia do paciente da Figura 1. A
hiperplasia gengival é proveniente de um acentuado
aumento no numero de feixes de fibras colagenas do
tecido conjuntivo. O epitélio apresentou hiperplasia e
profundas e delgadas criptas epiteliais projetam em
direcao ao conjuntivo (H. E., 250 X).
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regido anterior o sitio de maior agressividade (Fi-
gura 1). O tecido gengival removido cirurgicamente
mostrou tipicas caracteristicas microscopicas.
Comparando com a gengiva de pacientes do grupo
controle, a gengiva de individuos com FGH mos-
trou um tecido conjuntivo fibroso com densos e
numerosos feixes de fibras colagenas. O epitélio
acantético e hiperplasico projeta em direcdo ao te-
cido conjuntivo formando longas e delgadas e,
muitas vezes, irregulares criptas epiteliais (Figu-
ra 2). As caracteristicas microscopicas foram simi-
lares para todos os pacientes.

Os fibroblastos de FGH apresentaram velocida-
de de crescimento maior que fibroblastos de GN.
Fibroblastos gengivais foram observados emergin-
do de todos os fragmentos de FGH em média apés
18 dias, e dos fragmentos de GN apods 25 dias.
Apods 30 a 35 dias de cultura primaria, mais que
90% do frasco estava preenchido com fibroblastos
de FGH, sendo entao realizado a primeira subcul-
tura. Por outro lado, a cultura de GN cresceu mais
lentamente e a primeira subcultura so foi possivel
apos 42 dias do inicio do cultivo. Tanto na cultura
primaria quanto nas subculturas, foi evidente que
fibroblastos de FGH proliferaram mais rapidamen-
te que fibroblastos de GN. Apo6s a décima subcul-
tura foi observado uma reducao na velocidade de

FIGURA 3 -
Caracteristicas
morfolégicas dos
fibroblastos de GN (A e
C) e de FGH (B e D).
Note o tipico formato
fusiforme de ambas as
células em condicdes de
subconfluéncia celular.
Em condicbes de =
confluéncia celular,
fibroblastos de GN
demonstraram uma
relacdo nucleo/ |
citoplasma maior que
fibroblastos de FGH.
Painel superior (A e B) -
fibroblastos em |
condicoes de |
subconfluéncia celular.
Painel inferior (C e D) -
células em confluéncia. ¥
(H. E., 320 X))
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crescimento, e proximo a décima quinta, tanto as
células de FGH quanto as de GN, ndo mais progre-
diram como inicialmente, sendo entao descarta-
das.

As células de FGH e GN, apesar da diferenca de
velocidade de crescimento, proliferaram em orien-
tacao paralela respeitando o espaco que deve nor-
malmente existir entre as membranas celulares e,
em condicoes de confluéncia celular nao foi obser-
vado empilhamento, desorganizacado na distribui-
cao ou morte celular. Morfologicamente em condi-
coes de subconfluéncia celular, os fibroblastos de
FGH e GN foram similares. Exibiram formato fusi-
forme com ntucleo central e tipicos prolongamentos
citoplasmaticos. Porém, em condicdes de con-
fluéncia celular, os fibroblastos de FGH demons-
traram tamanho e largura menores que fibroblas-
tos de GN. A coloracao das células pela técnica
convencional de H. E. e analise em microscopia de
luz demonstrou que, a reducao no volume celular
dos fibroblastos de FGH em condicdoes de con-
fluéncia celular é resultado da reducéao no volume
citoplasmatico, e nao no volume nuclear (Figu-
ra 3). A relacdo nucleo/citoplasma sempre foi mai-
or para as linhagens de fibroblastos de GN quando
comparado com as linhagens de fibroblastos de
FGH.
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Fibroblastos de GN e FGH foram plaqueados em
concentracao variando de 1x10° a 10* célu-
las/"well" em placas de cultura de 24-"wells" e in-
cubados por 16 h em DMEM/10% soro fetal bovi-
no, seguido por incubacao adicional de 16 h em
soro fetal bovino a 1%. Um periodo de incubacéao
em meio de cultura na auséncia soro fetal bovino
ou a niveis reduzidos é requerido previamente a
estimulacao celular no objetivo de cessar as vias
de ativacado da proliferacao celular por fatores de
crescimento presentes no soro. E demonstrado
que periodos superiores a 4 h de auséncia da in-
fluéncia de soro fetal bovino sao suficientes para
reduzir o metabolismo celular a niveis basais com
consequente inibicao da proliferacdo, sem aparen-
te prejuizo na viabilidade celular”. A analise proli-
ferativa de fibroblastos provenientes de GN e FGH
€ mostrada na Figura 4. Diferencas na relacédo de
proliferacao foi observada para todas as concen-
tracoes celulares analisadas.

DISCUSSAO

Hiperplasia gengival generalizada pode estar
associada com o uso de drogas como fenitoina, ci-
closporina e nifedipina'®, ou associada a condicoes
inflamatérias e tumorais' ou pode ainda ser trans-
mitida de forma hereditaria, como componente ou
nao de uma sindrome’. No grupo estudado, a hi-
perplasia gengival generalizada foi transmitida de
forma autossdémica dominante e nenhum dos indi-
viduos apresentou qualquer outra alteracdo comu-
mente relatada em associacdo a fibromatose gengi-
val’. As caracteristicas clinicas e microscopicas
dos pacientes com FGH foram similares as descri-
tas previamente na literatura.

FGH é caracterizada por um aumento gengival
generalizado com deposicdo e acimulo excessivos
de colageno. Os mecanismos celulares envolvidos
nesta alteracdo nao sao ainda conhecidos. No pre-
sente estudo, fibroblastos gengivais de 4 membros
de uma mesma familia afetada com FGH foram
isolados e cultivados e alguns pontos foram de in-
teresse. Primeiro, o tempo inicial necessario para
que os fragmentos gengivais aderissem aos frascos
de cultura de plastico e para que as células come-
cassem a emergir dos fragmentos foram diferentes
entre fibroblastos de GN e FGH (aproximadamente
10 dias). Segundo, os fibroblastos de FGH apre-
sentaram nas etapas de cultura primaria e subcul-
tivo velocidade de crescimento maior que fibro-
blastos de GN. Apesar desta diferenca, os
fibroblastos de GN apresentaram comportamento

50
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Namero final de células (x 103)

1 2 4 6 8 10
Numero inicial de células (x 10%)

FIGURA 4 - Relacao de crescimento celular para fibro-
blastos de GN e FGH. Fibroblastos de GN e FGH foram
plaqueados em diferentes concentracdes celulares,
como mencionado em Material e Métodos, e cultivados
por 4 dias. Em seguida, a populacao celular foi determi-
nada por contagem utilizando-se camara de Neubauer.
Para todas as concentracoes celulares analisadas, dife-
rencas no numero de células em culturas de fibroblastos
de FGH foi sempre maior que culturas de células nor-
mais.

caracteristico de célula normal, inclusive com ini-
bicao por contato da proliferacao celular. Terceiro,
fibroblastos de GN e FGH apresentaram similares
caracteristicas morfologicas em condicoes de sub-
confluéncia celular, enquanto que em condicoes
de confluéncia, fibroblastos de FGH apresentam
uma relacao nucleo/citoplasma menor que fibro-
blastos controle.

Existem poucos estudos na literatura avaliando
os fibroblastos gengivais isolados de pacientes
com FGH. JOHNSON et al."' (1986) foram os pri-
meiros a isolar e caracterizar os fibroblastos de
uma menina com hiperplasia gengival generaliza-
da associada a hipertricose, macroglossia e altera-
coes faciais. Os fibroblastos isolados por
JOHNSON et al."' (1986) demonstraram alteracoes
nucleares de tamanho e vida celular em cultura
curta, além de proliferarem mais lentamente
quando comparados com células de GN. A quanti-
dade de proteina total sintetizada por estas células
foi a mesma que nas células normais, mas a quan-
tidade de colageno foi apenas a metade da produzi-
da por células controle. SHIRASUNA et al.** (1989)
também isolaram e caracterizaram fibroblastos de
dois irmaos afetados com FGH generalizada. Em
analise por microscopia de contraste de fase, estes
autores nao observaram diferencas entre fibro-
blastos de GN e FGH. Entretanto, a microscopia
eletronica demonstrou que fibroblastos de FGH
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apresentam os reticulos endoplasmaticos, mito-
condrias e aparelhos de Golgi mais desenvolvidos
que fibroblastos de GN. COLLAN et al.* (1982) des-
creveram através de microscopia eletrénica, sub-
populacdes de fibroblastos gengivais em FGH.
Estes autores identificaram dois tipos distintos de
fibroblastos: fino, associado as areas ricas em ma-
triz extracelular, mas pobre em fibras colagenas; e
0 grosso, aparentemente inativo, mas rico em fi-
bras colagenas. Os fibroblastos nas areas com
grande quantidade de colageno continham reticulo
endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi dilata-
dos e proeminentes, numerosas mitocondrias e
microfilamentos citoplasmaticos.

HASSELL; COOPER® (1980) e posteriormente
PHIPPS et al'” (1997) propuseram a teoria das
subpopulacdes celulares para explicar a patogéne-
se dos varios tipos de aumentos gengivais. Estes
autores demonstraram que existem subpopula-
coes de fibroblastos gengivais com diferencas ge-
notipicas e funcionais, mas com muitas similari-
dades morfologicas, em tecidos normais e
alterados. Esta hipotese de diferentes subpopula-
coes celulares é suportada por diferencas signifi-
cantes nos niveis de producao de varias moléculas
da matriz extracelular como colageno, fibronecti-
na, proteoglicanos e glicosaminoglicanos"'%'>'°,
Estes estudos sugerem que alteracdes no tecido
conjuntivo gengival podem ser resultado da esti-
mulacédo e da instabilidade das subpopulacdes de
fibroblastos residentes, e ndo, da presenca de um
novo tipo alterado, sendo que as proporcdes dos
varios subtipos celulares e as atividades podem
ser reguladas por mediadores quimicos tal como
citocinas.

A identificacédo de linhagens de fibroblastos com
heterogeneidade genotipica e fenotipica, diferindo
em caracteristicas morfologicas e proliferativas, é
essencial para o melhor entendimento dos eventos
biologicos que resultam no aumento gengival de
pacientes com FGH. Dentro desta observacao, es-
tudos de culturas celulares sdao fundamentais
para este entendimento.

CONCLUSOES

1. Fibroblastos de GN e FGH apresentam em con-
dicoes de subconfluéncia celular caracteristi-
cas morfologicas semelhantes, porém, em con-
dicoes de saturacao da densidade celular,
fibroblastos de FGH apresentam uma relacao
nucleo/citoplasma menor que células isoladas
de pacientes com GN.

2. Linhagens celulares de fibroblastos de FGH
apresentaram uma velocidade proliferativa
maior que linhagens de fibroblastos de GN.

3. Apesar das diferencas morfologicas e da veloci-
dade de crescimento, fibroblastos de FGH apre-
sentam inibicdo da proliferacao por contato.

4. Estudos de cultura de células representam im-
portantes ferramentas laboratoriais para o me-
lhor entendimento dos eventos biolégicos rela-
cionados com doencas especificas, como por
exemplo a FGH.
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Hereditary gingival fibromatosis (HGF) is a rare oral condition, clinically manifested through a generalized and fibrotic
enlargement of the gingiva, which may present as an isolated clinical finding or in association with other features, as
part of a syndrome. The biological mechanisms involved in HGF are unknown, and the results of cell-culture studies
are controversial. To elucidate the phenotypic and proliferative characteristics of HGF fibroblasts, we isolated 4 cell
lines of gingival fibroblasts from members of the same family with HGF, and compared with gingival fibroblasts from 4
healthy patients (NG). HGF and NG fibroblasts, in subconfluent culture densities, showed typical morphological char-
acteristics, such as spindle form with a central spherical nucleus and long cytoplasmatic prolongations, but in satura-
tion density, HGF cells were shorter than control cells. The nucleus/cytoplasm relation was always smaller in all HGF
cell lines, suggesting that the cellular reduction is derived from reduction or compaction of the cytoplasm and not of
the nucleus. The proliferation rate was higher in fibroblasts from HGF than in the ones from NG. These results suggest
that differences in the morphology and proliferation of HGF fibroblasts may be associated with the biological events in-
volved in the pathogenesis of gingival overgrowth in HGF patients.

UNITERMS: Fibromatosis, gingival; Fibroblasts; Cell culture.
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