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Myofibroblasts in focal reactive overgrowths of the gingiva .....................

(A ser submetido a revista Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal)



RESUMO

A mucosa gengival pode desenvolver processos proliferativos ndo neoplasicos
secundarios ao processo inflamatério desencadeado pela acdo de irritantes
locais. Entre estes processos, destacam-se a hiperplasia fibrosa focal, o
fibroma ossificante periférico, o granuloma piogénico e a lesao periférica de
células gigantes. Miofibroblastos sao fibroblastos diferenciados que possuem
caracteristicas intermediarias entre fibroblastos classicos e células musculares
lisas, por expressarem a proteina alfa actina de musculo liso ou a-SMA (alpha-
smouth muscle actin). Representam uma das principais células responsaveis
pela sintese e degradacao de componentes da matriz extracelular durante os
processos de inflamagcdo, reparo e remodelacdo tecidual, participando
ativamente de processos patolégicos caracterizados pela fibrose de érgaos e
tecidos. Embora a presenca de miofibroblastos tenha sido relatada em
fibromatose gengival hereditaria e em hiperplasia gengival medicamentosa,
poucos estudos avaliam o papel dos miofibroblastos no desenvolvimento de
processos proliferativos ndo neoplasicos gengivais. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar a presenca de miofibroblastos em hiperplasia fibrosa focal,
fibroma ossificante periférico, granuloma piogénico e lesao periférica de células
gigantes, investigando sua possivel participagdo no desenvolvimento destes
processos proliferativos ndo neoplasicos gengivais. Foram selecionadas 10
amostras de mucosa gengival normal, 10 amostras de hiperplasia fibrosa focal,
10 amostras de fibroma ossificante periférico, 10 amostras de granuloma
piogénico, e 10 amostras de lesao periférica de células gigantes provenientes
de material de arquivo emblocado em parafina. Estas amostras foram

submetidas a reacdo de imunoistoquimica para o marcador de miofibroblastos



o-SMA. Imunomarcacao para células de musculo liso de vasos sanguineos foi
utilizado como controle positivo. A auséncia de miofibroblastos foi observada
em todas as amostras de mucosa gengival normal, hiperplasia fibrosa focal,
granuloma piogénico, fioroma ossificante periférico e leséo periférica de células
gigantes. Os resultados sugerem que miofibroblastos nao participam no
desenvolvimento dos processos proliferativos ndo neoplasicos gengivais

avaliados.

Palavras chave: Imunoistoquimica, Doengas gengivais, Hiperplasia Gengival,
Granuloma Piogénico; Fibroma Ossificante; Lesdo Periférica de Células

Gigantes.
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INTRODUCAO GERAL

Em periodontia, o clinico frequentemente depara-se com condi¢des que
envolvem processos inflamatérios relacionados ao biofilme dental, como
gengivite e periodontite, que lideram os diagnésticos periodontais (LOE et al.,
1978; GJERMO et al., 2002). Entretanto, alguns pacientes podem apresentar
outros processos patoldgicos localizados no periodonto, entre os quais se
destacam processos proliferativos ndo neopladsicos que sao lesdes
caracterizadas por proliferacdo celular secundaria a um processo inflamatorio
desencadeado pela agao de irritantes locais sobre a mucosa bucal (SAPP et
al.,, 1997; NEVILLE et al., 2004). Os processos proliferativos nao neoplasicos
gengivais mais comuns sao hiperplasia fibrosa focal (fiboroma traumatico)
granuloma piogénico, fioroma ossificante periférico e leséo periférica de células
gigantes (BUCHNER et al., 1977; SAPP et al.,, 1997; NEVILLE et al., 2004).

A hiperplasia fibrosa focal representa uma reagao hiperplasica a agentes
irritantes locais (trauma, biofilme dental, célculo, restauragcdes com margens
irregulares) que desencadeiam um processo inflamatorio caracterizado pela
proliferacao de fibroblastos e pela intensa deposicao de fibras colagenas (KFIR
et al., 1980; SAPP et al., 1997; ZHANG et al., 2007). Quando acomete a
gengiva, sua localizacdo é mais comum na regido anterior da maxila,
usualmente na papila interdental (BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980).
Manifesta-se como um nodulo, séssil ou pediculado, de consisténcia firme, cor
frequentemente similar a da mucosa normal adjacente, geralmente
assintomatico e com didmetro menor que 2 centimetros (BUCHNER et al.,
1977; KFIR et al., 1980). Histologicamente, a lesdao caracteriza-se pela

proliferacdo de fibroblastos associados a deposicdo de feixes de fibras
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colagenas dispostos em varias diregcdes, além da presenga de infiltrado
inflamatério predominantemente mononuclear (KFIR et al., 1980; ZHANG et al.,
2007). A lesao é coberta por epitélio estratificado pavimentoso e pode mostrar-
se ulcerada em areas traumatizadas (KFIR et al., 1980).

O fibroma ossificante periférico também denominado de fibroma
cemento ossificante periférico € um processo proliferativo caracterizado pela
proliferacao de tecido conjuntivo fibroso associado a deposicao de osso e de
material mineralizado semelhante a cemento (BUCHNER e HANSEN, 1987;
SAPP et al, 1997). De patogénese incerta, acredita-se que estas lesbes
estejam associadas a proliferagao reacional de células do tecido conjuntivo
gengival, periésteo ou do ligamento periodontal com potencial osteogénico
(BUCHNER e HANSEN, 1987; YANG et al., 1993; SAPP et al., 1997).
Representa também uma lesdo reacional a irritantes locais, principalmente
biofilme dental (SAPP et al., 1997; NEVILLE et al., 2004). O fibroma ossificante
periférico acomete exclusivamente a gengiva e o rebordo alveolar (BUCHNER
e HANSEN, 1987; FORTES et al., 2002). Caracteriza-se pela presenca de um
nédulo, de base pediculada ou séssil, podendo ocorrer na forma lobulada
(BUCHNER e HANSEN, 1987; KFIR et al., 1980; FORTES et al., 2002).
Histologicamente, a lesdo apresenta numerosos fibroblastos fusiformes ou
ovoides, com nucleos frequentemente volumosos e vesiculares. Estas células
podem ser permeadas por quantidade variavel de fibras colagenas, trabéculas
de ostedide, trabéculas de osso maduro, areas de calcificacdo distréfica e
corpos mineralizados ovoides semelhantes a cemento. Infiltrado inflamatério
composto predominantemente de linfocitos e plasmécitos pode também ser

observado (BUCHNER e HANSEN, 1987).
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O granuloma piogénico € um processo proliferativo ndo neoplasico de
pele e mucosas caracterizado pela proliferagéo reacional de células endoteliais,
sendo a mucosa bucal um dos sitios mais afetados (ANGELOPOULOS, 1971;
SAPP et al, 1997). Representa uma resposta tecidual exacerbada a um
irritante  ndo especifico local (biofilme dental, calculo ou margem de
restauracbes em excesso) ou injuria traumatica que desencadeiam um
processo inflamatério (BHASKAR e JACOWAY, 1966; KFIR et al., 1980;
JAFARZADEH et al., 2006). O granuloma piogénico € o processo proliferativo
nao neoplasico mais frequentemente encontrado na gengiva (BHASKAR e
LEVIN, 1973; BUCHNER et al., 1977; FORTES et al., 2002; AL-KHATEEB e
ABABNEL, 2003; ZAREI et al., 2006; SHAMIM et al., 2008). Seu aspecto
clinico & de um nédulo, pediculado ou séssil, com uma superficie lisa, lobulada
ou papilar, comumente ulcerada e que tende ao sangramento espontaneo ou
sobre leve trauma (ANGELOPOULOS, 1971; KFIR et al, 1980).
Histologicamente, caracteriza-se pela presenca de proliferacdo endotelial
associada a formacdo de espacos vasculares. Proliferacdo de células
endoteliais e de vasos sanguineos organizados em lobulos pode também ser
observada. Células inflamatérias mononucleares e polimorfonucleares estao
presentes na lamina propria. O granuloma piogénico é recoberto por epitélio
estratificado pavimentoso ndo queratinizado ou paraqueratinizado que
frequentemente encontra-se ulcerado (BHASKAR e JACOWAY, 1966;
BHASKAR e LEVIN, 1973; KFIR et al., 1980; SAPP et al., 1997; NEVILLE et

al., 2004).
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A lesado periférica de células gigantes € um processo proliferativo
caracterizado pela presenca de células mononucleares associadas a células
gigantes multinucleadas, sendo uma lesao reativa originaria do periésteo ou do
ligamento periodontal, usualmente como resultado de fatores irritantes locais
como biofilme dental, célculo, trauma local e extragao dentaria (GIANSANTI e
WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; BODNER et al., 1997, SAPP et al.,
1997; MOTAMEDI et al., 2007). A lesdo periférica de células gigantes € um
processo proliferativo que ocorre exclusivamente na gengiva e em rebordos
edéntulos (GIANSANTI e WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; KFIR et
al., 1980; KATSIKERIS et al., 1988; MOTAMEDI et al., 2007). O aspecto clinico
da lesdao é de um nédulo, pediculado ou séssil, de consisténcia firme, com
coloragéao que vai do vermelho ao arroxeado (BHASKAR et al., 1971; KFIR et
al., 1980; KATSIKERIS et al., 1988). Com relacdo ao aspecto histolégico, a
lesao periférica de células gigantes apresenta, na lamina prépria, colecao bem
delimitada de numerosas células mononucleares permeadas por células
gigantes multinucleadas (GIANSANTI e WALDRON, 1969; BHASKAR et al.,
1971; BHASKAR e LEVIN, 1973; BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980;
KATSIKERIS et al., 1988; ZHANG et al., 2007). As células mononucleares
podem ser ovais ou fusiformes e apresentam nucleo arredondado e vesicular
com nucléolo proeminente (KATSIKERIS et al.,, 1988). As células gigantes
multinucleadas podem exibir citoplasma eosinofilico e nucleos picnéticos, bem
como citoplasma levemente basofilico com nucleos volumosos, ovdides,
vesiculares e nucléolos proeminentes (BHASKAR et al., 1971; KATSIKERIS et
al, 1988). Areas hemorragicas com deposicdo de hemossiderina também

podem ser vistas na maioria dos casos (GIANSANTI e WALDRON, 1969;
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BHASKAR et al., 1971; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et al., 1988). Infiltrado
inflamatério de linfocitos, plasmécitos e, ocasionalmente, histiocitos esta
presente na maior parte dos casos, com intensidade que geralmente varia de
leve a moderado (KATSIKERIS et al.,, 1988). Leucdcitos polimorfonucleares
também podem ser observados, geralmente associados a areas de ulceracao
(KATSIKERIS et al., 1988). Osso maduro ou ostedide pode ser visualizado em
aproximadamente metade das les6es (KATSIKERIS et al., 1988). Bonetti et al.
(1990) demonstraram que as células gigantes multinucleadas exibiram
imunomarcacao para marcadores de osteoclastos, concluindo que sua origem
poderia estar relacionada a células precursoras de osteoclastos
indiferenciadas. Tiffee e Aufdemorte (1997), confirmaram que a maioria das
células gigantes multinucleadas (99,26%) possuia imunomarcacao para
osteoclastos e que 38% também exibiam marcagdo especifica para
macréfagos. Segundo os autores, a lesdo parece se originar de uma linhagem
de macrofagos/histiocitos com aspectos intermediarios entre osteoclastos e
macréfagos.

Miofibroblastos s&do uma subpopulacao de fibroblastos que desenvolvem
morfoldgica e imunofenotipicamente caracteristicas semelhantes a de células
musculares lisas (POWELL et al., 1999; TOMASEK et al., 2002). A principal
caracteristica fenotipica do miofibroblasto estd na capacidade de sintetizar
proteinas citoesqueléticas sob a isoforma de a-SMA (SKALLI et al., 1986;
DESMOULIERE et al., 2005) e filamentos protéicos que participam ativamente
na contracao celular de células musculares lisas (TOMASEK et al., 2002). Ao
microscépio Optico, os miofibroblastos apresentam-se com aspecto fusiforme ou

estrelado e citoplasma palidamente eosinofilico (EYDEN, 2008).
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Ultraestruturalmente, apresentam proeminente reticulo endoplasmatico rugoso,
complexo de Golgi produzindo granulos de secrecao, miofilamentos periféricos,
juncoes em fibronexos e juncdes tipo Gap (EYDEN, 2008). Sintetizam feixes de
microfilamentos em seu citoplasma, cujo conjunto € denominado fibras de
“stress” (TOMASEK et al., 2002). Estes estao dispostos paralelamente ao longo
eixo axial da célula logo abaixo da membrana plasmatica e a incorporagao da
a-SMA confere a estas células uma alta atividade contratil (EYDEN, 2008).

A origem de miofibroblastos tem sido relacionada a fibroblastos
presentes nas adjacéncias de sitios inflamados (GABBIANI et al., 1971; MAJNO
et al., 1971). A diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos depende do
meio extracelular (HINZ et al., 2001) e da presenca de fator de crescimento
transformante beta-1 ou TGF-B; (transforming growth factor-beta 1) para a
inducéao de sintese de a-SMA (DESMOULIERE et al., 1993).

Miofibroblastos tém a habilidade de sintetizar e secretar citocinas, fatores
de crescimento, mediadores inflamatérios, proteinas de adesao e componentes
da matriz extracelular, principalmente colageno tipo I, lll, IV e VI (POWELL et
al., 1999). Adicionalmente, secretam metaloproteinases de matriz ou MMPs
(matrix metalloproteinases) e inibidores teciduais de metaloproteinases ou
TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases) (POWELL et al., 1999; McKAIG et
al., 2003).

Miofibroblastos participam de processos fundamentais para o
desenvolvimento como a morfogénese de tecidos e 6rgaos (POWELL et al.,
1999). Além disso, representam um caminho chave no reparo por cicatrizacao,
participando ativamente na contracao do tecido de granulagéo e fechamento da

ferida (GABBIANI et al, 1971; TOMASEK et al., 2002, DESMOURIERE et
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al.,2003; HINZ, 2007). Desempenham também papel importante no processo
de invasdo e metastase tumoral (DE WEVER et al, 2004; KALLURI e
ZEISBERG, 2006). Tendo em vista sua participacao ativa na remodelacao da
matriz extracelular, os miofibroblastos participam de condicbes patoldgicas
como a fibrose de érgaos e tecidos (DESMOURIERE et al.,2003; TOMASEK et
al., 2002; HINZ, 2007). Este processo estd intimamente relacionado a
sobrevida de miofibroblastos nos sitios afetados (DESMOURIERE et al.,1995;
TOMASEK et al., 2002; HINZ, 2007). Ap6s desempenhar sua funcéo no reparo
tecidual, estas células desaparecem por apoptose (DESMOURIERE et
al.,1995; TOMASEK et al., 2002). Contudo, a presenca continua de TGF-B4
pode inibir a apoptose de miofibroblastos (ZHANG e PHAN, 1999),
principalmente nos tecidos nos quais o processo inflamatério se perpetua
(FUJITA et al., 2002; TOMASEK et al., 2002; DESMOURIERE et al., 2003;
HINZ, 2007).

Em um estudo com amostras de tecidos gengivais oriundos de
hiperplasia gengival induzida por fenitoina, Dill e lacopino (1997), identificaram,
através de microscopia eletrbnica, células com caracteristicas de
miofibroblastos.

Dayan et al. (1989) demonstraram a presenca de miofibroblastos em 5
amostras de lesdo periférica de células gigantes utilizando histoquimica para
miosina como marcador de miofibroblastos. A observacdo em microscopia
Optica demonstrou presenca de ocasionais miofibroblastos proximos as células
gigantes multinucleadas. Estas células também foram identificadas
ultraestruturalmente através de caracteristicas como nucleo alongado e um

complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido.
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Lombardi e Morgan (1995) demonstraram, através de imunomarcacao
para a-SMA, que lesdes fibrosas da mucosa bucal como fibroma ossificante
periférico e hiperplasia fibrosa foram essencialmente negativas para
miofibroblastos.

Miguel et al. (2003) investigaram a presenga de miofibroblastos em dez
amostras de fibroma de células gigantes, dez de hiperplasia fibrosa e dez de
fibroma de mucosa bucal, através de imunomarcacao para HHF-35 (actina
musculo-especifica). A presenca de miofibroblastos foi verificada apenas em
dois casos de fibroma de células gigantes e em um de fibroma de mucosa
bucal. Estes autores sugeriram que miofibroblastos n&o possuem uma
participacao significativa na patogénese destas lesoes.

Bitu et al. (2006) observaram a presenga de miofibroblastos em
amostras de fibromatose gengival hereditaria através de imunomarcagao para
a-SMA. Estas amostras também apresentaram aumento na expressado de
TGF-B1, quando comparadas a tecido gengival normal. Os autores sugeriram
que os miofibroblastos podem favorecer a fibrose gengival caracteristica desta

doenca.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

Avaliar a presenca de miofibroblastos nos seguintes processos proliferativos
nao neoplasicos gengivais: hiperplasia fibrosa focal, fibroma ossificante

periférico, granuloma piogénico e lesao periférica de células gigantes.
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CONSIDERACOES GERAIS

Processos proliferativos ndo neoplasicos sao lesées comuns na mucosa
bucal e a gengiva é um sitio onde frequentemente estes processos ocorrem
(STABLEIN & SILVERGLADE, 1985; SAPP et al., 1997; NEVILLE et al., 2004).
Estas lesbes sdo caracterizadas por proliferacdo celular secundaria a um
processo inflamatério desencadeado pela agdo de irritantes locais sobre a
mucosa bucal (BHASKAR & JACOWAY, 1966; GIANSANTI & WALDRON,
1969; BHASKAR et al., 1971; KFIR et al., 1980; BODNER et al., 1997; SAPP et
al., 1997; JAFARZADEH et al., 2006; MOTAMEDI et al., 2007). Os processos
proliferativos ndo neoplasicos gengivais mais comuns sao a hiperplasia fibrosa
focal, o fibroma ossificante periférico, o granuloma piogénico e a lesao
periférica de células gigantes (BUCHNER et al.,, 1977; SAPP et al., 1997;
NEVILLE et al, 2004). Estas lesbes sdo compostas por um ou mais
componentes do tecido conjuntivo como colageno, tecido mineralizado, células
endoteliais e células gigantes multinucleadas (SAPP et al., 1997). Hiperplasia
fibrosa focal é caracterizada pela proliferacdo de fibroblastos e pela intensa
deposicao de fibras colagenas (KFIR et al., 1980; SAPP et al., 1997). O fibroma
ossificante periférico caracteriza-se pela proliferacdo de tecido conjuntivo
fibroso associado a deposicao de osso e de material mineralizado semelhante
a cemento (BUCHNER e HANSEN, 1987; SAPP et al., 1997). O granuloma
piogénico exibe intensa proliferacao de células endoteliais (ANGELOPOULQS,
1971; SAPP et al., 1997). A lesao periférica de células gigantes apresenta
numerosas células mononucleares associadas a células gigantes
multinucleadas (GIANSANTI e WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971;

BODNER et al. 1997; SAPP et al., 1997; MOTAMEDI et al., 2007).
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Miofibroblastos sdo fibroblastos diferenciados que possuem
caracteristicas intermediarias entre fibroblastos classicos e células musculares
lisas (GABBIANI et al., 1971; SKALLI et al., 1986; TOMASEK et al., 2002).
Representam uma das principais células responsaveis pela sintese e
degradacdao de componentes da matriz extracelular durante os processos de
inflamacéo, reparo e remodelacao tecidual. Portanto, participam ativamente de
processos patolégicos caracterizados pela fibrose de 6rgaos e tecidos.
(TOMASEK et al., 2002; DESMOURIERE et al.,2003; HINZ, 2007).

Embora a presenca de miofibroblastos tenha sido relatada em
fibromatose gengival hereditaria (BITU et al., 2006) e em hiperplasia gengival
medicamentosa (DILL e IACOPINO, 1997), poucos estudos avaliam o papel
dos miofibroblastos no desenvolvimento de processos proliferativos néao
neoplasicos gengivais.

Este estudo foi conduzido com 10 amostras de cada uma destas lesées
para investigar a possibilidade de miofibroblastos estarem envolvidos em sua
patogénese através de deposicdo continua de constituintes da matriz
extracelular.

Para a detecgdo de miofibroblastos, as amostras foram submetidas a
reacdo imunoistoquimica para a deteccdo de o-SMA, um marcador de
miofibroblastos amplamente utilizado na literatura (SKALLI et al., 1986;

TOMASEK et al., 2002; HINZ, 2007).
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ABSTRACT

Focal reactive overgrowths of the gingiva are lesions characterized by cell
proliferation due to inflammatory process triggered by local irritants. The most
common are focal fibrous hyperplasia (FFH), peripheral ossifying fibroma
(POF), pyogenic granuloma (PG), and peripheral giant cell granuloma (PGCGQG).
Myofibroblasts are differentiated fibroblasts that express alpha smooth muscle
actin (a-sma). These cells synthesize and degrade extracellular matrix
components during inflammation and process of tissue repair and remodeling.
Consequently, myofibroblasts actively participate in diseases characterized by
fibrosis of organs and tissues. Although the presence of myofibroblasts has
been reported in hereditary gingival fibromatosis and drug-induced gingival
hyperplasia, few studies evaluated its presence in focal reactive overgrowths of
the gingiva. Therefore, the aim of this study is to evaluate the presence of
myofibloblasts in the main focal reactive overgrowths of the gingiva (FFH, POF,
PG, and PGCQG). A total of 10 focal fibrous hyperplasia, 10 peripheral ossifying
fiboroma, 10 pyogenic granuloma, and 10 peripheral giant cell granuloma from
archival formalin-fixed, paraffin-embedded specimens were evaluated. 10
samples of normal gingival mucosa were used as a control. Myofibroblasts were
identified by immunohistochemical detection of a-sma, a marker for
myofibroblasts. Normal vessel’s smooth muscle immunoreactivity was used as
a positive control. A light microscopy was used to evaluate the immunostaining
results. No myofibroblasts were observed in normal gingival mucosa. FFH, PG,
POF, and PGCG did not also show the presence of myofibroblasts. In

conclusion, myofibroblasts were not detected in the focal reactive overgrowths
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of the gingiva evaluated, suggesting that these cells do not participate in its

pathogenesis.

Key words: myofibroblast, focal fibrous hyperplasia, pyogenic granuloma,

peripheral ossifying fiboroma, peripheral giant cell granuloma.
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RESUMO

A mucosa gengival pode desenvolver processos proliferativos néao
neoplasicos secundarios ao processo inflamatério desencadeado pela agao de
irritantes locais. Entre esses processos, destacam-se a hiperplasia fibrosa
focal, granuloma piogénico, fiboroma ossificante periférico e lesao periférica de
células gigantes. O objetivo desta revisdo é abordar a etiopatogenia, as
caracteristicas clinicas, as caracteristicas histopatolégicas, o tratamento e o
progndéstico destas lesdes, enfatizando a importancia do conhecimento destes

processos patologicos para a pratica clinica odontologica.

Palavras-chave: Doencas Gengivais; Epulide; Hiperplasia Gengival; Granuloma

Piogénico; Fibroma Ossificante; Lesao Periférica de Células Gigantes.
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ABSTRACT

Focal reactive overgrowths of the gingiva are lesions characterized by cell
proliferation due to inflammatory process triggered by local irritants. The most
common are focal fibrous hyperplasia, peripheral ossifying fibroma, pyogenic
granuloma, and peripheral giant cell granuloma. The aim of the present study is
to review the etiopathogenesis, the clinical features, the histopathology, the
treatment and the prognosis of these lesions, emphasizing its importance in

dental clinical practice.

Key words: Gingival Disease; Epulis; Gingival Hyperplasia; Pyogenic

Granuloma; Ossifying Fibroma; Giant Cell Granuloma.
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INTRODUCAO

Em periodontia, frequentemente o clinico depara-se com condicdes que
envolvem processos inflamatérios relacionados ao biofilme dental, como
gengivite e periodontite, que lideram os diagnésticos periodontais (LOE et al.,
1978; GJERMO et al., 2002).

Entretanto, alguns pacientes podem apresentar outros processos
patoldgicos localizados no periodonto, entre os quais se destacam processos
proliferativos nao neoplasicos, neoplasias, doencas mucocutaneas e
manifestacdes bucais de doencas sistémicas (STABLEIN e SILVERGLADE,
1985; SAPP et al.,, 1997; NEVILLE et al., 2004). Nestas situagdes, o clinico
deve ser capaz de compreender as diferentes hip6teses de diagndstico
diferencial, além de realizar a conduta adequada para o estabelecimento do
diagnéstico e do tratamento. Os processos proliferativos ndo neoplasicos sao
lesbes caracterizadas por proliferacdo celular secundaria a um processo
inflamatério desencadeado pela acao de irritantes locais sobre a mucosa bucal
(SAPP et al.,, 1997; NEVILLE et al., 2004). Os processos proliferativos néo
neoplasicos mais comuns sao hiperplasia fibrosa focal (fibroma traumatico)
granuloma piogénico, fiboroma ossificante periférico e lesao periférica de células
gigantes (BUCHNER et al., 1977; SAPP et al.,, 1997; NEVILLE et al., 2004;
ZHANG et al., 2007). Na atual classificacdo das doencas periodontais
(ARMITAGE, 1999), apenas o granuloma piogénico possui classificacao
diferenciada como doenca gengival modificada por fatores sistémicos.

O objetivo desta revisdo é abordar a etiopatogenia, as caracteristicas
clinicas, as caracteristicas histopatologicas, o tratamento e o prognéstico dos

processos proliferativos ndo neoplasicos gengivais, enfatizando a importancia
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do conhecimento destes processos patoldégicos para a pratica clinica
odontolégica.
Hiperplasia fibrosa focal

A hiperplasia fibrosa focal representa uma reacao hiperplasica a agentes
irritantes locais (trauma, biofilme dental, célculo, restauragdes com margens
irregulares) que desencadeiam um processo inflamatério caracterizado pela
proliferacdo de fibroblastos e pela intensa deposicdo de fibras colagenas
(SAPP et al., 1997).

A hiperplasia fibrosa focal acomete principalmente mulheres, na quarta
década de vida (BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980). Pode acometer
qualquer regido da mucosa bucal, sendo mais comumente observada na
mucosa jugal, ao longo da linha de oclusdo (NEVILLE et al., 2004). Quando
acomete a gengiva, sua localizacdo é mais comum € na regido anterior da
maxila, usualmente na papila interdental (BUCHNER et al., 1977; KFIR et al.,
1980). Manifesta-se como um nédulo, séssil ou pediculado, de consisténcia
firme, cor frequentemente similar a da mucosa normal adjacente, geralmente
assintomatico e com didmetro menor que 2 centimetros (Figura 1a) (BUCHNER
etal.,, 1977; KFIR et al., 1980).

Histologicamente, a lesdo caracteriza-se pela proliferacao de fibroblastos
associados a deposicao de feixes de fibras colagenas dispostos em varias
direcbes, além da presenca de infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear (Figura 2a) (KFIR et al., 1980; ZHANG et al., 2007). A leséao é
coberta por epitélio estratificado pavimentoso que pode mostrar-se ulcerado em

areas traumatizadas (KFIR et al., 1980).
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Seu tratamento envolve excisao cirlrgica completa incluindo o periésteo,
além da remocao de fatores irritantes (SAPP et al., 1997; NEVILLE et al., 2004;
HOLMSTRUP e REIBEL, 2005; ZAREI et al., 2007).

Granuloma piogénico

O granuloma piogénico € um processo proliferativo ndo neoplasico de
pele e mucosas caracterizado pela proliferagéo reacional de células endoteliais,
sendo a mucosa bucal um dos sitios mais afetados (ANGELOPOULOS, 1971;
SAPP et al., 1997). Esta nomenclatura foi sugerida por Kerr (1951) e é a mais
comumente aceita pela literatura, apesar de nado expressar seus aspectos
clinicos e histopatolégicos (ANGELOPOULOS, 1971). Representa uma
resposta tecidual exacerbada a um irritante ndo especifico local (biofilme
dental, calculo ou margem de restauragcdes em excesso) ou injuria traumatica
que desencadeiam um processo inflamatério (BHASKAR E JACOWAY, 1966;
KFIR et al., 1980; JAFARZADEH et al, 2006). YUAN et al. (2000)
demonstraram que, em comparagcdo com tecido gengival normal e amostras de
tecido com periodontite, 0 granuloma piogénico apresenta maior expressao de
fatores angiogénicos (fator de crescimento endotelial vascular - VEGF) e menor
expressao de fatores anti-angiogénicos (angiostatina). Os autores concluiram
que a patogenia da lesdao esta relacionada a um descontrole homeostatico
entre inibidores e estimuladores da angiogénese.

O granuloma piogénico é o processo proliferativo ndo neoplasico mais
frequentemente encontrado na gengiva (BHASKAR e LEVIN, 1973; BUCHNER
et al., 1977; FORTES et al., 2002; AL-KHATEEB e ABABNEL, 2003; ZAREI et
al., 2006; SHAMIM et al., 2008). Ocorre predominantemente em mulheres

jovens na segunda e terceira décadas de vida (BHASKAR e LEVIN, 1973;
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BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980; FORTES et al., 2002; AL-KHATEEB
e ABABNEL, 2003; ZAREI et al., 2006; SHAMIM et al., 2008), possivelmente
pelo efeito vascular dos horménios femininos (JAFARZADEH et al., 2006).

Frequentemente, o granuloma piogénico acomete a gengiva de
mulheres gravidas, associado a elevagcdo nos niveis de estrogeno e
progesterona, situacdo na qual é denominado tumor gravidico ou granuloma
gravidico (FABE, 1954; DIAZ-GUZMAN e CASTELLANOS-SUAREZ, 2004).
Diaz-Guzman e Castellanos-Suarez (2004) verificaram que granuloma
piogénico apresenta uma prevaléncia significantemente maior em gravidas
(2,15%) que em nao gravidas (0,06%). Ojanotko-Harri et al. (1991) avaliaram a
concentracdo de progesterona em granulomas piogénicos de mulheres
gravidas e demonstraram que o metabolismo deste horménio foi baixo nas
amostras, permitindo assim que a progesterona ativa permanecesse livre
nestes tecidos. Como a progesterona € imunossupressora, estes autores
concluiram que os niveis de progesterona ativa alteram a reacao inflamatéria
ao biofilme dental prevenindo uma rapida inflamagdo aguda e criando uma
inflamacao crénica exacerbada, que poderia predispor o desenvolvimento do
granuloma piogénico.

Seu aspecto clinico € de um nédulo, pediculado ou séssil, com uma
superficie lisa, lobulada ou papilar, comumente ulcerada e que tende ao
sangramento espontdneo ou sobre leve trauma (ANGELOPOULOS, 1971;
KFIR et al., 1980) (Figura 1b). Sua coloragao pode variar do vermelho ao rosa,
dependendo da colagenizacao do tecido (ANGELOPOULQOS, 1971; KFIR et al.,
1980). Aproximadamente 75% dos casos acometem a gengiva (BHASKAR e

JACOWAY, 1966), principalmente na papila interdental da regidao superior
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anterior vestibular (ANGELOPOULQOS, 1971). Entretanto, pode acometer
também outros sitios da mucosa bucal como labio, lingua, palato e mucosa
jugal (BHASKAR e JACOWAY, 1966; ANGELOPOULOS, 1971). Estes
processos proliferativos possuem um tamanho que pode variar de 3 mm a 6 cm
(BHASKAR e JACOWAY, 1966; BHASKAR e LEVIN, 1973).

Histologicamente, caracteriza-se pela presenca de proliferacao
endotelial associada a formacdo de espagos vasculares (Figura 2b).
Proliferacdo de células endoteliais e de vasos sanguineos organizados em
l6bulos pode também ser observada. Células inflamatérias mononucleares e
polimorfonucleares estdo presentes na lamina prépria. O granuloma piogénico
€ recoberto por epitélio estratificado pavimentoso nao queratinizado ou
paraqueratinizado que freqlientemente encontra-se ulcerado (BHASKAR e
JACOWAY, 1966; BHASKAR e LEVIN, 1973; KFIR et al., 1980; SAPP et al.,
1997; NEVILLE et al., 2004).

Seu tratamento envolve a remocao cirdrgica (BHASKAR e LEVIN, 1973;
KFIR et al., 1980) e recidiva pode ocorrer em aproximadamente 15% dos casos
(BHASKAR e JACOWAY, 1966; BHASKAR e LEVIN, 1973). Fatores irritantes
como placa, célculo e restauracdes deficientes devem ser removidos (NEVILLE
et al., 2004; HOLMSTRUP e REIBEL, 2005; ZAREI et al., 2007). Para Bosco et
al. (2006), a remocao cirdrgica podera incluir areas sadias e o periosteo,
causando recessao periodontal. Estes autores ressaltam que cirurgia plastica
periodontal podera ser realizada concomitantemente a fim de se evitar
alteracoes estéticas. Em mulheres gravidas, o granuloma piogénico apresenta

tendéncia a regredir ap6s o parto. Isto esta provavelmente relacionado a
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diminuicdo da sintese de VEGF observada na parturiente ap6s o nascimento
(YUAN e LIN, 2004).
Fibroma ossificante periférico

O fibroma ossificante periférico também denominado de fibroma
cemento ossificante periférico € um processo proliferativo caracterizado pela
proliferacao de tecido conjuntivo fibroso associado a deposicao de osso e de
material mineralizado semelhante a cemento (BUCHNER e HANSEN, 1987;
SAPP et al, 1997). De patogénese incerta, acredita-se que estas lesbes
estejam associadas a proliferagao reacional de células do tecido conjuntivo
gengival, periésteo ou do ligamento periodontal com potencial osteogénico
(BUCHNER e HANSEN, 1987; YANG et al., 1993; SAPP et al., 1997).
Representa também uma lesdo reacional a irritantes locais, principalmente
biofilme dental (SAPP et al., 1997; NEVILLE et al., 2004).

Esta lesdo € mais comum em adolescentes e adultos jovens, na
segunda e terceira décadas de vida, com maior predilecao pelo sexo feminino
(BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980; BUCHNER e HANSEN, 1987;
FORTES et al., 2002).

O fibroma ossificante periférico acomete exclusivamente a gengiva e o
rebordo alveolar (BUCHNER e HANSEN, 1987; FORTES et al, 2002). As
localizagdes mais frequentemente relatadas sdo a regido anterior da maxila
(BUCHNER e HANSEN, 1987) e a regiao posterior da maxila (KFIR et al.,
1980). Desenvolve-se na maioria dos casos na papila interdental e pode
promover migracao dental (BUCHNER e HANSEN, 1987). Caracteriza-se pela
presenca de um nédulo, de base pediculada ou séssil, podendo ocorrer na

forma lobulada (Figura 1c) (BUCHNER e HANSEN, 1987; KFIR et al., 1980;
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FORTES et al., 2002). Possui cor que varia de rosada, similar a da gengiva, a
levemente avermelhada, e sua superficie pode apresenta-se ulcerada
(BUCHNER e HANSEN, 1987; KFIR et al., 1980; FORTES et al, 2002).
Geralmente apresentam-se como lesées menores que 1 cm, podendo contudo
atingir tamanhos maiores (BUCHNER e HANSEN, 1987). O exame radiografico
pode ocasionalmente demonstrar a presenca de radiopacidades no tecido mole
da lesdo (SAPP et al., 1997).

Histologicamente, a lesdo apresenta numerosos fibroblastos fusiformes
ou ovoides, com nucleos frequentemente volumosos e vesiculares. Estas
células podem ser permeadas por quantidade variavel de fibras colagenas,
trabéculas de ostedide, trabéculas de osso maduro, areas de calcificacao
distrofica e corpos mineralizados ovéides semelhantes a cemento (Figura 2c).
Infiltrado inflamatério composto predominantemente de linfécitos e plasmaocitos
pode também ser observado (BUCHNER e HANSEN, 1987). YANG et al.
(1993) demonstraram imunomarcacao para proteina morfogenética do 0sso ou
BMP (bone morphogenetic protein) em 60% dos casos de fibroma ossificante
periférico.

O tratamento consiste na excisao cirurgica incluindo o periésteo (ZAREI
et al., 2007). Recorréncia pode ocorrer em cerca de 11% (ZAREI et al., 2007) a
16% dos casos (BUCHNER e HANSEN, 1987). Como forma de minimizar os
defeitos gengivais produzidos pela remocao cirurgica, Walters et al. (2001)
sugerem retalhos deslocados lateralmente e retalhos reposicionados

coronariamente com ou sem enxerto de tecido conjuntivo.
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Lesao periférica de células gigantes

A lesao periférica de células gigantes € um processo proliferativo
caracterizado pela presenca de células mononucleares associadas a células
gigantes multinucleadas, sendo uma lesao reativa originaria do periésteo ou do
ligamento periodontal, usualmente como resultado de fatores irritantes locais
como biofilme dental, célculo, trauma local e extragao dentaria (GIANSANTI e
WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; BODNER et al., 1997, SAPP et al.,
1997; MOTAMEDI et al., 2007). A lesao periférica de células gigantes também
tém sido identificada em areas ao redor de implantes dentarios (HIRSHBERG
et al., 2003).

A lesao periférica de células gigantes é um processo proliferativo que
ocorre exclusivamente na gengiva e em rebordos edéntulos (GIANSANTI e
WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et
al., 1988; MOTAMEDI et al., 2007). Sua frequéncia de localizagdo é maior na
regiao posterior da mandibula seguida pela regidao anterior da mandibula
(BHASKAR et al., 1971; KATSIKERIS et al., 1988; HIRSHBERG et al., 2003).
Embora a predilecao pelo sexo feminino tenha sido descrita (GIANSANTI e
WALDRON, 1969; BUCHNER et al., 1977; KATSIKERIS et al., 1988), alguns
estudos tém demonstrado a nao predilecao pelo género (BHASKAR et al.,
1971; KFIR et al., 1980; MOTAMEDI et al., 2007; ZHANG et al., 2007). A lesao
acomete individuos de todas as idades, com média variando entre 30 a 40
anos (GIANSANTI e WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; BHASKAR e
LEVIN, 1973; BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et al.,

1988; ZHANG et al., 2007).
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O aspecto clinico da lesdo é de um ndédulo, pediculado ou séssil, de
consisténcia firme, com coloracdo que vai do vermelho ao arroxeado (Figura
1d) (BHASKAR et al., 1971; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et al., 1988). As
lesbes s&o geralmente menores que 2cm, mas podem atingir tamanhos
maiores (KFIR et al., 1980; BODNER et al., 1997; ZHANG et al., 2007).
Separacao dos dentes pode ocorrer, bem como erosdao Ossea detectavel
radiograficamente (BHASKAR e LEVIN, 1973).

Com relacdo ao aspecto histologico, a lesdao periférica de células
gigantes apresenta, na lamina propria, colecdo bem delimitada de numerosas
células mononucleares permeadas por células gigantes multinucleadas (Figura
2d) (GIANSANTI e WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; BHASKAR e
LEVIN, 1973; BUCHNER et al., 1977; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et al.,
1988; ZHANG et al., 2007). As células mononucleares podem ser ovais ou
fusiformes e apresentam nucleo arredondado e vesicular com nucléolo
proeminente (KATSIKERIS et al., 1988). As células gigantes multinucleadas
podem exibir citoplasma eosinofilico e nucleos picnoéticos (Figura 2d), bem
como citoplasma levemente basofilico com nucleos volumosos, ovdides,
vesiculares e nucléolos proeminentes (BHASKAR et al., 1971; KATSIKERIS et
al., 1988). Estas células também podem estar em intima relacdo com espacos
vasculares mal definidos e numerosos capilares em desenvolvimento,
principalmente na periferia da lesdo (BHASKAR et al., 1971; KFIR et al., 1980;
KATSIKERIS et al, 1988). Areas hemorragicas com deposicdo de
hemossiderina também podem ser vistos na maioria dos casos (GIANSANTI e
WALDRON, 1969; BHASKAR et al., 1971; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et

al., 1988). Infiltrado inflamatério de linfocitos, plasmdcitos e, ocasionalmente,
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histiécitos estd presente na maior parte dos casos, com intensidade que
geralmente varia de leve a moderado (KATSIKERIS et al., 1988). Leucdcitos
polimorfonucleares também podem ser observados, geralmente associados a
areas de ulceracdo (KATSIKERIS et al., 1988). Osso maduro ou ostedide pode
ser visualizado em aproximadamente metade das lesdes (KATSIKERIS et al.,
1988). A lesdo € recoberta por epitélio estratificado pavimentoso que
ocasionalmente pode se apresentar ulcerado (GIANSANTI e WALDRON, 1969;
KATSIKERIS et al., 1988).

Bonetti et al. (1990) demonstraram que a maioria das células
multinucleadas e ocasionais células mononucleares de lesao periférica de
células gigantes exibiram imunomarcacdo para marcadores de osteoclastos.
Demonstraram também que poucas células mononucleares e nenhuma
multinucleada exibiu imunomarcadores para macréfagos. De acordo com os
autores, a origem da lesdo seria de células precursoras de osteoclastos
indiferenciadas com caracteristicas imunofenotipicas diferentes de macré6fagos.
Em estudo similar, Tiffee e Aufdemorte (1997), confirmaram que a maioria das
células gigantes multinucleadas (99,26%) possuia imunomarcacao
citoplasmatica para marcadores exclusivos de osteoclastos e que 38% também
exibiam marcacao especifica para macréfagos. Segundo os autores, a lesao
parece se originar de uma linhagem de macréfagos/histiécitos com aspectos
intermediarios entre osteoclastos e macréfagos. Este fato poderia explicar a
reabsorcado 6ssea observada em algumas lesdes.

Seu tratamento consiste na remocao cirdrgica, incluindo o periésteo, e
eliminagcdo dos fatores locais e irritantes (GIANSANTI e WALDRON, 1969;

BHASKAR e LEVIN, 1973; KFIR et al., 1980; KATSIKERIS et al., 1988). A
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recorréncia é relativamente baixa, acometendo cerca de 5 a 10% dos casos
(GIANSANTI e WALDRON, 1969; BHASKAR e LEVIN, 1973; KATSIKERIS et
al., 1988). Enxertos de tecido conjuntivo aliado a retalhos reposicionados
podem ser utilizados durante a bidpsia para minimizar o defeito gengival
produzido (SAHINGUR et al., 2004).
CONCLUSOES

Os processos proliferativos ndo neoplasicos gengivais sao lesdes
relativamente comuns e o conhecimento de suas caracteristicas clinicas,
caracteristicas histopatoldgicas, tratamento e prognéstico é importante para a
pratica clinica odontoldgica. A hiperplasia fibrosa focal, o granuloma piogénico,
o fibroma ossificante periférico e a lesdo periférica de células gigantes
apresentam caracteristicas clinicas em comum e seu diagnostico diferencial
deve ser realizado através do exame anatomopatolégico. O tratamento
adequado destas lesdes pode diminuir a ocorréncia de recidivas e de defeitos

estéticos periodontais.
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Figura 1. Apresentacédo clinica da hiperplasia fibrosa focal (a), do granuloma
piogénico (b), do fibroma ossificante periférico (c) e da lesdo periférica de

células gigantes (d).
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Figura 2. Aspecto histopatolégico da hiperplasia fibrosa focal (a, HE-100X), do
granuloma piogénico (b, HE-400X), do fibroma ossificante periférico (c, HE-

400X) e da lesao periférica de células gigantes (d, HE-400X).
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ANEXO 3: Artigo de pesquisa que sera submetido ao periédico Medicina Oral,

Patologia Oral y Cirugia Bucal.
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Summary

Focal reactive overgrowths of the gingiva are lesions characterized by cell
proliferation due to inflammatory process triggered by local irritants. The most
common are focal fibrous hyperplasia (FFH), peripheral ossifying fibroma
(POF), pyogenic granuloma (PG), and peripheral giant cell granuloma (PGCGQG).
Myofibroblasts are differentiated fibroblasts that express alpha smooth muscle
actin (a-SMA). These cells synthesize and degrade extracellular matrix
components during inflammation and process of tissue repair and remodeling.
Consequently, myofibroblasts actively participate in diseases characterized by
fibrosis of organs and tissues. Although the presence of myofibroblasts has
been reported in hereditary gingival fibromatosis and drug-induced gingival
hyperplasia, few studies evaluated its presence in focal reactive overgrowths of
the gingiva. Therefore, the aim of this study is to evaluate the presence of
myofibloblasts in the main focal reactive overgrowths of the gingiva (FFH, POF,
PG, and PGCQG). A total of 10 focal fibrous hyperplasia, 10 peripheral ossifying
fiboroma, 10 pyogenic granuloma, and 10 peripheral giant cell granuloma from
archival formalin-fixed, paraffin-embedded specimens were evaluated. 10
samples of normal gingival mucosa were used as a control. Myofibroblasts were
identified by immunohistochemical detection of a-SMA, a marker for
myofibroblasts. Normal vessel’s smooth muscle immunoreactivity was used as
a positive control. A light microscopy was used to evaluate the immunostaining
results. No myofibroblasts were observed in gingival mucosa. FFH, PG, POF,
and PGCG did not also show the presence of myofibroblasts. In conclusion,

myofibroblasts were not detected in the focal reactive overgrowths of the
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gingiva evaluated, suggesting that these cells do not participate in its

pathogenesis.

Key words: myofibroblast, focal fibrous hyperplasia, pyogenic granuloma,

peripheral ossifying fiboroma, peripheral giant cell granuloma.
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Introduction

Focal reactive overgrowths are one of the most common lesions of the
oral mucosa (1,2). The gingiva is an important area affected by these lesions
(1,3), mainly triggered by chronic inflammation in response to microorganisms
in dental plaque (2,4-7). These lesions are composed of one or more of the
following connective tissue components: collagen, bone, endothelial cells, and
multinucleated giant cells (2). The most common focal reactive overgrowths of
the gingival connective tissue are focal fibrous hyperplasia (FFH), peripheral
ossifying fioroma (POF), pyogenic granuloma (PG), and peripheral giant cell
granuloma (PGCG) (2,3,8). FFH, also known as irritation fiboroma, is a focal
reactive hyperplasia of fibroblasts with overproduction of collagen (2,3,6). POF
is a focal reactive hyperplasia of fibrous connective tissue presenting bone
formation besides fibroblasts and collagen production (2,9). PG is a focal
reactive growth of granulation tissue with marked proliferation of endothelial
cells and blood vessel formation (2,6). PGCG is a focal overgrowth composed
of mononuclear and multinucleated giant cells (2,4,7).

Myofibroblasts are differentiated fibroblasts that express alpha smooth
muscle actin (a-SMA) and have intermediate characteristics between classic
fibroblasts and smooth muscle cells (10-12). Transdifferentiation by
transforming growth factor-beta 1 (TGF-B4) stimulation is its most common
origin (12,13). Myofibroblasts synthesize and degrade extracellular matrix
components during inflammation and process of tissue repair and remodeling
(10,12,14). Therefore, these cells actively participate in diseases characterized
by fibrosis of organs and tissues (15,16). Although the presence of

myofibroblasts has been reported in hereditary gingival fioromatosis (17) and
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drug-induced gingival hyperplasia (18,19) few studies evaluated its presence in
focal reactive overgrowths of the gingiva (20-22).

Therefore, the aim of this study is to evaluate the presence of
myofibloblasts in the main focal reactive overgrowths of the gingiva (FFH, PG,
POF, and PGCQG).

Material and Methods
Tissues and samples

This study was approved by the local ethics committee. A total 10 FFH,
10 PG, 10 POF and 10 PGCG from archival formalin-fixed, paraffin-embedded
specimens were evaluated. 10 samples of normal gingival mucosa were used
as a control.

Immunohistochemistry

Myofibroblasts were identified by immunohistochemical detection of
a-SMA, a marker for myofibroblasts. Four um sections from the paraffin-
embedded samples were used. Tissue sections were dewaxed with xylene,
hydrated using graded alcohols, and treated with 0.6% H>O, to eliminate
endogenous peroxidase activity. Antigen retrieval was conducted by heating in
a 0.01 M citrate buffer (pH 6.0) for 30 minutes. Subsequently, the anti-a-SMA
monoclonal antibody was used (clone 1A4, diluted 1:100; Dako Corporation,
Carpinteria, USA). The LSAB+ kit (Dako Corporation, Carpinteria, USA) was
used for application of the biotinylated link antibody and peroxidase-labeled
streptavidin, according to the manufacturer’s instructions. The reactive products
were visualized by immersing the sections for 3 min in 0.03% diaminobenzidine
solution, containing 2 mM H>O. The sections were then counterstained with

Mayer's hematoxylin, dehydrated, and mounted. Normal vessel's smooth
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muscle immunoreactivity was used as a positive control. Negative control was
determined by omission of the primary antibody.
Immunostaining results

A light microscopy was used to evaluate the immunohistochemical
reactions. Alpha smooth muscle actin positive stromal cells, showing
cytoplasmatic  immunostaining, were considered as myofibroblasts.
Myofibroblasts immunostaining was qualitatively classified as negative (0),
scanty (1), and dense (2).
Results

No myofibroblasts were observed in FFH (Fig. 1a and b), POF (Fig. 1c
and d), PG (Fig. 2a and b), PGCG (Fig. 2c and d), and gingival mucosa used as

control.

Discussion

Myofibroblasts are differentiated fibroblasts that have morphologic and
immunophenotypic features similar to smooth muscle cells (10,12). In addition
to alpha smooth muscle actin, myofibroblasts show immunopositivity for
vimentin, non-muscle myosin, and fibronectin (23). It shows a spindle-cell or
stellate-cell morphology, eosinophilic cytoplasm and abundant pericellular
matrix (23). The cell presents typical ultrastructural features of secreting cells as
prominent rough endoplasmic reticulum and Golgi apparatus producing
secretion granules, as well as peripheral myofilaments, fioronexus junctions,
and gap junctions (23). Myofibroblasts synthesize and secrete cytokines,
inflammatory  mediators, extracellular matrix proteins (24), matrix
metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs)

(16).
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Due to its ability to secrete and degrade extracellular matrix components,
myofibroblasts participate in morphogenesis of tissues or organs (24), wound
healing (10,12,14), fibrosis of organs and tissues (15,16), and tumor invasion
(25).

Despite the relevance of myofibroblasts in diseases characterized by
fibrosis (15,16), few studies have evaluated this cell in gingival overgrowths (17-
22). In granulation tissue, myofibroblasts disappear by apoptosis after would
healing (12,14). However, during fibrosis, the continuous presence of TGF-B;
should inhibit myofibroblasts apoptosis (26) resulting in its accumulation, mainly
in tissues presenting unremitting inflammation (12,14). It is important to
emphasize that TGF-B; levels are 100-fold more in gingival inflammatory
process as periodontitis (27). In addition, gingival fibroblasts transdifferentiation
into myofibroblasts through TGF-B; stimulation has been reported (28).
Therefore, the evaluation of myofibroblasts in gingival inflammatory lesions as
focal reactive overgrowths is required.

FFH is characterized by hyperplasia of fibroblasts with overproduction of
collagen (2,3,6). POF is also a hyperplasia of fibrous connective tissue,
nevertheless presenting bone formation besides fibroblasts and collagen
production (2,9). In this study, no myofibroblasts were detected in FFH and
POF. These results are in agreement with previous reports (21,22) and suggest
that myofibroblasts are not significant in the pathogenesis of FFH and POF,
despite its high fibroblast activity. This should be explained by low TGF-B1 levels
in these lesions or by the presence of myofibroblast inhibitors as interferon-

gamma (INF-y), since its cytokine may inhibit gingival myofibroblast
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transdifferentiation (28). To our knowledge, there are no studies concerning
TGF-B4 levels in these lesions.

This is the first study evaluating myofibroblasts in PG. PG is a focal
reactive overgrowth with marked proliferation of endothelial cells and blood
vessel formation (2,6). Despite its similarity with granulation tissue, an important
site of myofibroblasts (12,14), the PG samples evaluated in the present study

did not show the presence of these cells.

Even though previous report has shown myofibroblasts in PGCG (20), no
myofibroblasts were observed in the PGCG samples evaluated in this study.
This divergence should be a consequence of methodological differences, as
this study used a histochemical marker for myosin as well as electron
microscopy to detect myofibroblasts (20). Another hypothesis is that
myofibroblats should be present sporadically in PGCL, since this report
evaluated only 5 samples. It is important to emphasize that PGCG is composed
of mononuclear and multinucleated giant cells (2,4,5,7) that show
immunohistochemical markers of macrophages and osteoclasts (29).
Myofibroblasts have also been detected in central giant cell granuloma (30), a
lesion histologically similar to PGCG.

In conclusion, myofibroblasts were not detected in the focal reactive
overgrowths of the gingiva evaluated, suggesting that these cells do not

participate in its pathogenesis.
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Figure 1 Immunohistochemical reactivity for a-SMA in focal fibrous hyperplasia
(FFH) and peripheral ossifying fibroma (POF). Normal vessel’s smooth muscle
immunoreactivity was used as a positive control. No myofibroblasts were
observed in HHF [a and b; original magnification: x100(a) and x200(b)] and

POF [c and d; original magnification: x100(c) and x200(d)].
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Figure 2 Immunohistochemical reactivity for a-SMA in pyogenic granuloma
(PG) and peripheral giant cell granuloma (PGCG). Normal vessel's smooth
muscle immunoreactivity was used as a positive control. No myofibroblasts
were observed in PG [a and b; original magnification: x100(a) and x200(b)] and

PGCG [c and d; original magnification: x100(c) and x200(d)].
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ANEXO 4: Dados clinicos das amostras utilizadas
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Sexo, idade e localizacdo dos 10 casos de hiperplasia fibrosa focal utilizados
neste estudo pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia da PUC Minas.

Amostra Sexo Idade Localizacao

1 Feminino 25 Gengiva vestibular
do 2.3

2 Feminino 21 Gengiva vestibular
entre1.2e 1.3

3 Masculino 54 Papila interdental
entre2.1e2.2

4 Feminino 19 Gengiva vestibular
do 1.1

5 Masculino 23 Gengiva inserida
vestibular inferior

6 Feminino 46 Gengiva entre 3.2
e 3.3

7 Masculino 35 Gengiva na regiao
do 3.3

8 Masculino - Gengiva vestibular
3.1,3.2e33

9 Feminino 31 Gengiva entre 1.3
el4

10 Masculino 4.7 Gengiva na regiao

do 3.7
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Sexo, idade e localizagdo dos 10 casos de granuloma piogénico utilizados
neste estudo pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia Bucal da

Faculdade de Odontologia da PUC Minas.

Amostras Sexo Idade localizacao

1 Feminino - Gengiva inserida
superior direito

2 Feminino 56 Proximo papila
interincisiva

3 Feminino 31 Gengiva vestibular
inferior

4 Feminino 40 Gengiva palatina
entre 1.1 e 2.1

5 Feminino 34 Papila interdental
entre 3.3 e 3.4

6 Feminino 24 Gengiva do
elemento 1.1

7 Feminino 16 Papila interdental
entre1.1e1.2

8 Masculino 11 Gengiva palatina
entre2.1e22

9 Masculino - Papila inferiores
anteriores

10 Feminino 57 Lingual do

elemento 4.6
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Sexo, idade e localizagdo dos 10 casos de fibroma ossificante periférico
utilizados neste estudo pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia da PUC Minas.

Amostras Sexo Idade localizacao

1 Feminino 17 Gengiva inserida
do1.1e2.1

2 Feminino 57 Vestibular
elemento 3.3

3 Feminino 32 Gengiva vestibular
entre 3.4e 3.5

4 Masculino 32 Papila entre 2.1 e
2.2

5 Feminino 28 Gengiva marginal
do21e22

6 Feminino 49 Gengiva inserida e
papila

7 Masculino 16 Gengiva palatina
do 1.1 e 2.1

8 Masculino 27 Gengiva inserida
1.6e1.7

9 Feminino 22 Gengiva dos
dentes 1.1 e 1.2

10 Feminino 40 Gengiva entre 1.2
e1.3
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Sexo, idade e localizacdo dos 10 casos de lesao periférica de células gigantes
utilizados neste estudo pertencentes ao arquivo do Laboratério de Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia da PUC Minas.

Amostras Sexo Idade localizacao

1 Masculino 43 Rebordo regido de
molares

2 Masculino 9 Entre os dentes
41,42e8.2

3 Masculino 43 Rebordo regiao do
4.3

4 Masculino 20 Rebordo regiao do
1.7 1.8

5 Feminino 38 Papila interdental
entre 3.3 e 3.4

6 Feminino 24 Palato regido do
2.2

7 Masculino 57 Rebordo lingual
do 3.1a4.3

8 Masculino - Rebordo anterior
inferior

9 Masculino 7 Rebordo inferior
esquerdo

10 Masculino 15 Rebordo alveolar




