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RESUMO

Objetivos: Os mecanismos envolvidos na patogénese do crescimento gengival (CG)
induzido pela fenitoina ainda sédo pouco elucidados, mas tem sido sugerida uma
alteracdo do metabolismo da matriz extracelular associada a fatores inflamatorios.
Assim, o objetivo deste estudo foi comparar os niveis de IL-10, TGF-B, FGF, a
expressado de Ki-67, bem como o infiltrado inflamatério, em amostras de tecido com
CG induzido pela fenitoina com amostras de tecido sem CG. Metodologia: O grupo
caso foi composto de 9 amostras de tecido gengival de individuos em uso regular de
fenitoina que apresentavam CG clinicamente significativo (escore 230%), e o grupo
controle composto por 15 amostras de tecido gengival de pacientes sem uso de
fenitoina. A concentracdo das citocinas IL-10, TGF-B, e FGF foi mensurada atraves
de método ELISA e a expressao de Ki-67 através de analise imunohistoquimica. Foi
também realizada a contagem de células do infiltrado inflamatorio. Casos e controles
foram comparados em relagdo a variaveis de interesse pelo teste Mann-Whitney.
Correlagbes entre os niveis dos fatores inflamatérios avaliados e a expressao de Ki-
67 foram testadas. Resultados: ndo houve diferenca significativa entre casos e
controles em relacdo aos niveis de IL-10, TGF-B, FGF e contagem do infiltrado
inflamatdrio. A expresséo de Ki-67 foi maior em amostras de tecido com CG. Néo
houve correlacdo entre a expressao de Ki-67 e os niveis de IL-10, TGF-B, FGF.
Concluséo: a expressédo de Ki-67 em amostras de tecido com CG induzido pela
fenitoina indica maiores indices de atividade mitotica. Entretanto, esta atividade
mitdética ndo se relacionou aos niveis encontrados de IL-10, TGF-B e FGF,
requerendo investigacdes futuras.

Palavras chaves: crescimento gengival, fenitoina, Ki-67, citocinas.



ABSTRACT

Objectives: The mechanisms involved in the pathogenesis of gingival overgrowth
(GO) induced by phenytoin are still poorly understood, but a change in the
metabolism of extracellular matrix associated with inflammatory factors has been
suggested. The objective the present study was to compare the levels of IL-10, TGF-
B, FGF, the expression of Ki-67, and the inflammatory infiltrate in tissue samples
with gingival overgrowth (GO) induced by phenytoin with tissue samples without GO.
Methodology: The case group comprised 9 samples of gingival tissue from
individuals under regular use of phenytoin presenting clinically significant GO (score
= 30%), and the control group comprised 15 gingival tissue samples from individuals
not medicated with phenytoin. The concentration of IL-10, TGF-B, and FGF was
measured by ELISA, and the expression of Ki-67 trough immunohistochemistry
analysis. The evaluation of inflammatory infiltrate cells count was also performed.
Cases and controls were compared in relation to variables of interest through Mann-
Whitney test. Correlations between levels of inflammatory factors evaluated and
expression of Ki-67 were tested. Results: There was no significant difference
between cases and controls in relation to the levels of IL-10, TGF-B, FGF, and
inflammatory infiltrate cells count. The Ki-67 expression was higher in tissue samples
with GO. There was no correlation between the expression of Ki-67 and IL-10, TGF-
B, FGF levels. Conclusion: The expression of Ki-67 in tissue samples with GO
induced by phenytoin indicates higher rates of mitotic activity. However, this mitotic
activity was not related to the levels of IL-10, TGF- B, and FGF, requiring further
investigation.

Key-words: gingival overgrowth, phenytoin, Ki-67, cytokines.
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1. INTRODUCAO

O crescimento gengival (CG) induzido por medicamentos € uma reacao
adversa associada ao uso sistémico de diferentes drogas. Este efeito colateral tem
sido relacionado principalmente a agentes imunossupressores (ciclosporina,
tacrolimus, sirolimus) (Costa, 2006; Cota, 2010), anti-hipertensivos bloqueadores de
canais de célcio (BCC) (nifedipina, verapamil, diltiazen, amlodipina) (Guare, 1998;
Vieira, 2001; Souza, 2009; McLeod, 2009) e anticonvulsivantes (fenitoina, volproato
de sédio) (Correa et al, 2011).

O primeiro relato associando CG ao uso continuo de fenitoina foi feito por
Kimball et al.(1939) em pacientes epiléticos. A fenitoina é utilizada em pacientes
com condicao epilética parcial simples ou complexa, generalizada secundariamente
ou tbnico-clénica generalizada (Treiman, 1987; Trevisol-Bittencourt et al, 1999;
Pedroso e Oliveira, 2007). A epilepsia € o mais comum dos distUrbios neuroldgicos
cronicos graves. E uma alteracdo temporaria e reversivel do funcionamento do
cérebro (que nao tenha sido causada por febre, drogas ou disturbios metabdlicos).
Durante alguns segundos ou minutos, uma parte do cérebro emite sinais incorretos,
que podem ficar restritos a esse local ou espalhar-se. Se ficarem restritos, a crise
sera chamada parcial; se envolverem os dois hemisférios cerebrais, sera
denominada generalizada (International League Against, 1993).

Sua prevaléncia no Brasil foi descrita em estudo de 2007, onde ao longo da
vida foi de 9,2/1000 e a epilepsia ativa de 5,4/1000. H& grande variacdo na
distribuicdo da epilepsia entre as classes sociais, 7,5/1000 em classes menos
favorecidas contra 1,6/1000 em classes mais favorecidas. Em idosos também foi
encontrada prevaléncia maior, 8,5/1000 (Noronha et al, 2007). E sabido que este

distarbio ocorre com maior frequéncia nos paises em desenvolvimento, mais
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acometidos por desnutricdo, doencas infecciosas e atendimento médico deficiente.
Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia é de aproximadamente 1%, subindo
para 2% em nacdes menos desenvolvidas (Sander e Shorvon, 1996).

Estima-se que cerca de 30 a 50% dos pacientes que fazem uso da fenitoina
desenvolvam alteracbes gengivais significativas (Modeér et al, 2000). O CG causa
um comprometimento funcional e estético ao paciente, podendo gerar um odor
desagradavel, sangramento, dificultar a higiene oral e até desconforto na
alimentacdo (Matsumura et al, 2012), além de prejudicar a autoestima e o estado
psicoldgico do paciente.

Os efeitos colaterais associados ao uso da fenitoina muitas vezes pode
dificultar o seu uso continuo, mesmo que sua atuacdo nas crises seja satisfatoria.
Controlar os efeitos colaterais torna-se entdo importante para evitar que se perca a
estabilidade do tratamento.

O que se conhece da patogénese do CG medicamentoso é que este envolve
um declinio da degradacdo do colageno. Este declinio esta relacionado com
alteracbes no metabolismo do calcio, nos niveis das metaloproteinases da matriz
extracelular e seus antagonistas, na expressao de algumas integrinas e na apoptose
de fibroblastos, bem como entre outros fendmenos de proliferacdo e apoptose
celulares envolvendo epitélio (Correa et al, 2011). Entretanto, os mecanismos
envolvidos ndo foram totalmente elucidados. Apesar de varios estudos tentaram
determinar os mecanismos envolvidos na patogénese do CG e alguns achados
importantes serem relatados (Ruhlet al, 2004; Nitulescu et al, 2012), ainda nao foi
possivel definir os mecanismos que desencadeiam esse efeito. Desta forma, um
maior entendimento destes mecanismos envolvidos na patogénese do CG e da

participacdo de mediadores inflamatorios torna-se importante.
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2. LITERATURA CONSULTADA

2.1. Crescimento Gengival Medicamentoso

O CG inicia entre os trés primeiros meses de uso, evoluindo durante 12 a 18
meses e parece ter um equilibrio apds este primeiro ano do inicio da dosagem
(Seymour et al, 2000). Uma maior incidéncia em relacdo ao género ou etnia nao foi
relatada. Usualmente, acomete mais adolescente e criancas (Lin, et al, 2007).

Clinicamente o CG inicia-se nas papilas interdentais que ficam hiperplasicas, de
consisténcia firme, mével e triangular, podendo interferir na oclusdo dental. (Kanno
et al, 2008). A gengiva inserida apresenta nédulos firmes e de aparéncia granular.
Geralmente é indolor, exceto quando houver inflamacao. A coloracdo vai de normal
a hiperemiada (Hassel & Hefti, 1991). O crescimento é lento e em casos mais
severos pode chegar a recobrir toda a coroa clinica e levar ao deslocamento de
dentes (Seymour et al, 2000).

A incidéncia e severidade sdo maiores nas superficies vestibulares dos dentes
anteriores, tanto superiores quanto inferiores (Marshall et al, 1998).

Determinar os valores de prevaléncia de CG induzido para cada medicacédo é
muito dificil devido as diferencas nos achados dos estudos. A estimativa mais
frequentemente reportada é dependente para cada droga. Nos anticonvulsivantes, a
fenitoina apresenta prevaléncia de CG proxima a 50%, fenobarbital menor que 5%,
valproato de sodio e vigabatrin sdo considerados raros, e ndo existem relatos para
carbamazepina. Na categoria dos imunossupressores, o CG induzido pela
Ciclosporina atinge de 25 a 30% em adultos e mais de 70% em criangas. Ja nos

bloqueadores de canais de calcio (BCC), é relatado de 5 a 20 % de CG positivo



15

vinculado ao uso de diltiazen e entre 6 a 15 % para nifedipina. A prevaléncia no uso
de verapamil € menor que 5%, e CG associado ao uso de amlodipina e felodipina é
considerado raro (AAP, 2004).

Dentre as medicacdes utilizadas para o tratamento da epilepsia a fenitoina é o
mais comum, também podendo ser utilizados em neuralgias e arritmias cardiacas
(Guncu et al, 2006). Em 2000, estimou-se que cerca de 30 a 50% dos pacientes que
fazem uso da fenitoina desenvolvam alteracdes gengivais significativas (Modeér et
al, 2000). No ano de 2004 a Academia Americana de Periodontia (AAP) reportou
prevaléncia de 50% de CG em pacientes utilizando a fenitoina (AAP, 2004).

Existem poucos relatos em pacientes edéntulos ou na denticdo decidua. Foram
relatados casos de crescimento em areas de implantes em pacientes utilizando a
fenitoina (Martorelli et al, 2008; Lin et al, 2007).

A fenitoina é utilizada em pacientes com condicdo epilética parcial simples ou
complexa, generalizada secundariamente ou tonico-clonica generalizada (Pedroso e
Oliveira, 2007). A epilepsia é o mais comum dos distdrbios neuroldgicos cronicos
graves. E uma alteracdo temporaria e reversivel do funcionamento do cérebro (que
ndo tenha sido causada por febre, drogas ou distarbios metabdlicos). Durante alguns
segundos ou minutos, uma parte do cérebro emite sinais incorretos, que podem ficar
restritos a esse local ou espalhar-se. Se ficarem restritos, a crise serd chamada
parcial; se envolverem os dois hemisférios cerebrais, generalizada (International
League Against Epilepsy, 1993).

A fenitoina tem diversos efeitos. Dentre estes, o de inibir canais de soédio,
potassio e calcio (presentes na membrana dos neurbnios). (Borowicz & Banach,

2014).
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Fatores de risco como idade e placa dental, ndo aumentaram o risco de CG
induzido pela fenitoina, quando analisados sozinhos. Foram estatisticamente
significativos quando considerados combinados (Majola et al. 2000). O fator de risco
inflamacé&o gengival foi associado com o crescimento gengival em pacientes tratados

com anticonvulsivantes (Brunet et al. 2001).

2.2. Patogénese do Crescimento Gengival

Os mecanismos envolvidos no crescimento gengival sdo ainda pobremente
conhecidos (AAP, 2004). Achados ultra estruturais demonstraram que o aumento do
volume gengival causado por drogas € primariamente devido a uma resposta do
tecido conjuntivo (Mariani et al., 1993). De fato, os mecanismos de acdo no CG
induzido por drogas ainda ndo foram completamente elucidados e os varios dados
na literatura sdo muitas vezes conflitantes e dispersos.

A histopatologia das lesdes em todas as categorias de drogas parece ser
semelhante e caracterizada por um acumulo excessivo de proteinas de matriz
extracelular, principalmente coladgeno (Trackman & Kantarci, 2004; Kataoka et al,
2005). Assim, alguns estudos citam o acumulo de proteinas na matriz extracelular,
principalmente do colageno, como uma possibilidade para o CG e que desequilibrios
entre a sintese e a degradacéo da matriz extracelular podem favorecer o acamulo de
coldgeno e outras macromoléculas no tecido gengival (Spoliodorio et al, 2000).
Outros estudos demostram que ha uma diminuicdo da producéo de colageno apos a
administracéo da Fenitoina. A diminuigdo na expressao do RNA mensageiro (RNAmM)
de colageno do tipo | e Ill € relatada, mas ocorre um aumento da densidade dessas

fibras no tecido induzido pela fenitoina. Estes resultados indicam que o desequilibrio
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que leva ao aumento gengival pode estar associado a uma diminuicdo da
degradacéao de colageno e ndo ao aumento de sua sintese (Kato et al, 2005).

Pelo fato de apenas uma proporcdo dos individuos desenvolverem o CG, tem
sido sugerido que estes individuos apresentam um perfil de fibroblastos com
suscetibilidade especifica, com elevado nivel de sintese proteica (AAP, 2004).

Microscopicamente tem sido demonstrado, além de um aumento da matriz
extracelular com tecido conjuntivo gengival, uma hiperplasia do epitélio juncional e
hipertrofia do epitélio queratinizado (Kanno et al, 2008). Observam-se varios niveis
de inflamacdo com presenca de linfécitos mononucleares e células T (Brunet et al.
2001). Estudos sobre componentes da matriz extracelular de tecidos hiperplasicos
comparados a tecidos normais mostraram que a distribuicdo de fibronectina,
colageno do tipo I, lll, IV, V, VI e VII, e a producdo de glicosaminoglicanas estéo
alteradas (Uzel et al, 2001).

O grau de inflamacéo, fibrose e celularidade dependem da quantidade e duracao
da dose, da qualidade da higiene oral e da susceptibilidade individual (Brunet et al.
2001). O crescimento gengival induzido pela Fenitoina apresenta maior fibrose nos
tecidos gengivais e menores niveis de inflamacdo, quando comparado a outras
medicacdes (Trackman & Kantarci, 2004).

Apesar do mecanismo de acdo das diferentes drogas no tecido gengival ser
ainda incerto, existem evidéncias da participacdo de citocinas e fatores de
crescimento na patogénese das alteracdes (Ruhl et al, 2004; Morton & Dongari-
Bagtzoglu, 1999; Das et al, 2002; Kataoka et al, 2005). Desta forma, parece que a
acao das drogas parece alterar o balanco normal de citocinas nos tecidos gengivais

(Trackman & Kantarci, 2004).
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De fato, o papel de diferentes citocinas tem sido estudado na etiopatogénese do
CG. Um efeito sinergistico no aumento da sintese de colageno por fibroblastos
gengivais relacionado a interleucina-1p e exposi¢cdo a BCC foi descrito (Johnson et
al., 2000). Niveis reduzidos de metaloproteinases (MMPs) de matriz, principalmente
MMP-1 e MMP-3, foram também demonstrados (Bolzani et al., 2000; Kataoka et al,
2000), sendo assim sugerido um efeito das drogas sobre a a¢gdo das colagenases,
que contribuiria para o acumulo de componentes da matriz extracelular (AAP, 2004).
Uma reducao da fagocitose do colageno pelos fibroblastos gengivais foi atribuida a
uma reducédo na expressao da integrina a2p1 (Kataoka et al., 2005).

Parece existir um importante papel da interleucina-6 (IL-6) nos eventos fibréticos
gengivais (Williamson et al., 1994; Morton & Dongai-Bagtzoglou, 1999; Chae et al.,
2006). Diferentes autores reportaram gue uma caracteristica das lesbes gengivais
induzidas por CsA € um alto nivel de IL-6 (AAP, 2004; Trackman & Kantarci, 2004,
Kataoka et al, 2005). Esta interleucina parece aumentar a proliferacdo e exercer uma
regulacéo positiva na sintese de colageno (AAP, 2004).

Foi também sugerido que o fator de crescimento transformador beta (TGF-p)
contribui para a liberagéo de IL-6 nos tecidos gengivais alterados pela CsA (Chae et
al., 2006). Existem evidéncias de niveis aumentados de TGF-f nos tecidos gengivais
afetados, indicando um importante papel deste fator de crescimento na patogénese
do CG (Cotrim et al, 2003; Kuru et al, 2004; Wright et al, 2004; Radwan-Oczko et al,
2006).

De fato, foi demonstrado que a fenitoina parece regular a expressao de citocinas
no tecido gengival (Guncu et al, 2006). Dentre as citocinas e fatores de crescimento
gue sao encontrados em niveis aumentados podem ser destacados: interleucina 6

(IL-6), IL-1, fator de crescimento B derivado de plaqueta (PDGF-B), fator de
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crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), fator transformador de crescimento B (TGF-B) e
fator de crescimento conjuntivo (CTGF) (Correa et al, 2011).

A fenitoina induz a resposta imune de células Th2 e macrofagos. Estes tipos
celulares sédo responsaveis por aumentar os niveis de IL-10, FGF e TGF-B. Deste
modo a fenitoina pode ser capaz de alterar a resposta inflamatéria (Huang et al,
2003, Okada et al, 2001).

N&o somente a fenitoina como as outras classes de drogas relacionadas ao CG,
induzem uma diminuicdo no fluxo celular de Ca?" levando a uma reducdo na
absorcdo do acido fdlico, limitando, assim, a producdo da colagenase. O farmaco
diminui a endocitose pelos fibroblastos do colageno, através da inducdo de uma
menor expressao da integrina a2f1. Sugere-se uma estimulagdo dos miofibroblastos
pela fenitoina. As citocinas sdo elementos importantes e diretamente envolvidos no
CG associado ao uso da fenitoina. Os fibroblastos ativados pela fenitoina produzem
grandes quantidades de IL-6, IL-1 e IL-8. Estes mediadores s&o capazes de ativar a
proliferacdo de células T e o recrutamento de neutréfilos nos tecidos acometidos,
criando uma interacdo direta entre o sistema imunitario e o tecido conjuntivo. Esta
interacd@o parece estar fortemente associada com as doencas fibréticas. A evidéncia
aponta para um papel da placa dental na etiologia do CG através da inducédo de uma
resposta inflamatadria local, o que seria essencial para o CG. Fatores de crescimento,
como CTGF, PDGF, FGF e TGF-3 desempenham um papel no CG medicamentoso
e sdo encontrados em niveis mais elevados em tecidos fibréticos. A fenitoina pode
afetar a producdo de IL-13 ativando as células Th2, como também pode induzir a
liberacdo de TGF-B, CTGF e outros fatores de crescimento por macréfagos. Seus

efeitos conduzem, de forma sinérgica, a proliferacdo de fibroblastos, biossintese de
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colageno, ativacdo de TIMPs, inibicdo de sintese de MMPs e ECM, processos
caracteristicos observados em lesdes fibroticas. (Correa et al, 2011).

A citocina TGF-3 € secretada por varios tipos celulares, incluindo os macrofagos
e apresenta um papel importante na regulacdo do metabolismo de colageno nos
tecidos conjuntivos. TGF-B estimula a biossintese de colageno e lisiloxidadese
(Hong et al, 1999). E armazenado dentro da célula como um homodimero, com
ligacdo ndo covalente a uma proteina chamada LAP (lattency-associated proteina)
gue mantem o TGF-B inativo. A dissociagao do TGF- com a LAP é catalisada por
varios agentes, como catepsinas e MMPs. IL-13 induz a formacdo de TGF-( latente
e ainda a formacao de ambas catepsinas e MMPs que clivam a LAP e ativam TGF-f
(Wynn, 2008). Segundo Feres-Filho os efeitos de TGF-B no tecido gengival sao
baixos se comparados com outros tipos de tecido conjuntivo (Feres-Filho et al,
1995).

A expressdo do antigeno Ki-67 foi observada nos nucleos de células em
proliferacéo localizados nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, e pode ser um dos
marcadores para 0 estado de crescimento do tecido. Tem sido relatado que a
expressdo do antigeno Ki-67 esta aumentada em lesBes orais displasicas e
carcinomas de células escamosas orais, enquanto que a expressdo do antigeno Ki-
67 ndo tem sido examinada histoquimicamente em tecidos gengivais hiperplasicos
(Saito et al., 1999). Takahashi et al em 1999 relacionou a presenca do marcador de
proliferacdo Ki-67 e a proliferacdo de células epiteliais em cistos periapicais. Uma
expressao significativa de antigeno Ki-67 foi detectada em tumores primarios de
carcinoma de células basais (Kramer et al, 2014).

Produzida por mondcitos, macrofagos e linfécitos, a IL-10 foi originalmente

identificada por sua habilidade em antagonizar a imunidade. Entre as suas
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caracteristicas destaca-se a imunossupressao, deprimindo a ativacdo de células
mononucleares e prevenindo a producédo de mediadores da inflamacédo (De Waal et
a., 1991). Essas acOes sdo excelentes exemplos de reguladores de feedback
negativo (Abbas et al, 2008); inibem a capacidade de apresentacdo de antigenos em
monaocitos, pela regulacdo negativa do MHC de classe Il nessas células e a
expressdo de moléculas co-estimuladoras (De Waal et al, 1991). Seus efeitos
bioldgicos seriam consequéncia de sua habilidade em inibir muitas das funcdes dos
macrofagos ativados, como por exemplo, a producéo de IL-12 e TNF-a (Abbas et al,
2008). Em buscas pela frequéncia do genétipo de IL-10 (-819TT/-592AA) em
pacientes com CG utilizando a ciclosporina A, encontrou-se expressao
estatisticamente maior em pacientes com CG quando comparados a pacientes sem
CG (p < 0,05). Foi sugerido que este pode agravar a resposta inflamatoria e causar
excessivo CG (Luo et al, 2013).

Segundo Kitamura et al, 2010, os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF)
exibe potente atividade angiogénica e capacidade mitogénica sobre células
mesenquimais. Podem ser secretados por macrofagos, mastdcitos, células
endoteliais e fibroblastos. As duas formas do FGF (a e b) induzem a liberacdo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) potencializando o mecanismo da
angiogénese. Angiogénese fisioldgica e patologia influenciada por outros agentes
que estimulam o VEGF como o TGF-B. O TGF- também participa no processo de
estabilizacdo dos vasos recém-formados, tornando tubos endoteliais simples em
estruturas vasculares elaboradas, e mantendo a quiescéncia endotelial (Kumar et al,

2005).
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3. OBJETIVOS

3.1.0Objetivo Geral

Comparar os niveis de IL-10, TGF-B e FGF, a contagem de células do infiltrado
inflamatorio e a expressdao de marcador de proliferacdo celular Ki-67 em amostras
de tecido gengival com CG induzido pela fenitoina com amostras de tecido gengival

sem CG.

3.2.0bjetivos Especificos
a. Comparar os niveis de IL-10, TGF-B e FGF em amostras de tecido gengival

com CG induzido pela fenitoina com amostras de tecido gengival sem CG.

b. Comparar expressao Ki-67 em amostras de tecido gengival com CG induzido

pela fenitoina com amostras de tecido gengival sem CG.

c. Comparar a contagem de células do infiltrado inflamatério em amostras de
tecido gengival com CG induzido pela fenitoina com amostras de tecido gengival

sem CG.
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4. HIPOTESES
Os niveis de IL-10, TGF-f e FGF em amostras de tecido com CG induzido pela

fenitoina sdo maiores que em amostras de tecido sem CG.

A expressao de Ki-67 em amostras de tecido com CG induzido pela fenitoina sao

maiores que em amostras de tecido sem CG.

A contagem de células do infiltrado inflamatério em amostras de tecido com CG

induzido pela fenitoina € maior que em amostras de tecido sem CG.
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A metodologia, os resultados e a discussdo desta dissertacdo seréo

apresentados na forma de um artigo cientifico.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

AVALIACAO DE KI-67, IL-10, TGF-B, FGF E INFILTRADO INFLAMATORIO
EM TECIDOS GENGIVAIS DE PACIENTES COM CRESCIMENTO GENGIVAL

ASSOCIADO AO USO DE FENITOINA

RESUMO

Objetivos: Os mecanismos envolvidos na patogénese do crescimento gengival (CG)
induzido pela fenitoina ainda sdo pouco elucidados, mas tem sido sugerida uma
alteracdo do metabolismo da matriz extracelular associada a fatores inflamatérios.
Assim, o objetivo deste estudo foi comparar os niveis de IL-10, TGF-B, FGF, a
expressado de Ki-67, bem como o infiltrado inflamatério, em amostras de tecido com
CG induzido pela fenitoina com amostras de tecido sem CG. Metodologia: O grupo
caso foi composto de 9 amostras de tecido gengival de individuo sem uso regular de
fenitoina que apresentavam CG clinicamente significativo (escore 230%), e o grupo
controle composto por 15 amostras de tecido gengival de pacientes sem uso de
fenitoina. A concentragdo das citocinas IL-10, TGF-3, e FGF foi mensurada através
de método ELISA e a expresséo de Ki-67 através de analise imunohistoquimica. Foi
também realizada a contagem de células do infiltrado inflamatério. Casos e controles
foram comparados em relagdo a variaveis de interesse pelo teste Mann-Whitney.
Correlagfes entre os niveis dos fatores inflamatérios avaliados e a expressao de Ki-
67 foram testadas. Resultados: ndo houve diferenca significativa entre casos e
controles em relagédo aos niveis de IL-10, TGF-B, FGF e contagem do infiltrado
inflamatorio. A expresséo de Ki-67 foi maior em amostras de tecido com CG. Néo

houve correlacdo entre a expressdo de Ki-67 e os niveis de IL-10, TGF-B, FGF.
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Conclusao: a expressdo de Ki-67 em amostras de tecido com CG induzido pela
fenitoina indica maiores indices de atividade mitotica. Entretanto, esta atividade
mitética ndo se relacionou aos niveis encontrados de IL-10, TGF- e FGF,

requerendo investigacdes futuras.

Palavras chave: crescimento gengival, fenitoina, Ki-67,
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INTRODUCAO

O crescimento gengival (CG) induzido por medicamentos € uma reacao
adversa associada ao uso sistémico de diferentes tipos de drogas (Bharti & Bansal,
2013). Este efeito colateral tem sido relacionado principalmente a agentes
imunossupressores (ciclosporina, tacrolimus, sirolimus) (Costa, 2006; Cota, 2010),
anti-hipertensivos bloqueadores de canais de calcio (nifedipina, verapamil, diltiazen,
amlodipina) (Guare, 1998; McLeod, 2009) e anticonvulsivantes (fenitoina, valproato
de sdédio) (Correa et al, 2011). Entre as drogas que induzem o CG, destaca-se a
fenitoina.

A fenitoina é utilizada em pacientes com condicéo epilética parcial simples ou
complexa, generalizada secundariamente ou tdnico-clénica generalizada (Treiman,
1987; Trevisol-Bittencourt et al, 1999). A epilepsia € o mais comum dos disturbios
neuroldgicos crénicos graves. Estima-se que cerca de 30 a 50% dos pacientes que
fazem uso da fenitoina desenvolvam alteracdes gengivais significativas (Modeér et
al, 2000).

O CG pode causar um comprometimento funcional e estético do paciente,
podendo dificultar a higiene oral, gerar sangramento, odor desagradavel, e até
prejudicar a alimentacdo e a estética (Matsumura, 2012; Bharti & Bansal, 2013),
além de afetar a autoestima e o estado psicoldgico do paciente. Os efeitos colaterais
associados ao uso da fenitoina muitas vezes pode dificultar o seu uso prolongado,
mesmo que o controle das crises seja satisfatorio. Assim, controlar os efeitos
colaterais torna-se importante para evitar que se perca a estabilidade do tratamento.
Nesse sentido, o entendimento dos mecanismos envolvidos na patogénese do CG é

crucial.
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Muitos estudos tém se concentrado no papel das citocinas inflamatérias e
fatores de crescimento na patogénese do CG medicamentoso. Foi demonstrado que
a fenitoina, a nifedipina e a ciclosporina podem regular a expressao de citocinas no
tecido gengival (Guncuet al, 2006). As trés classes de farmacos relacionadas ao CG
interferem no metabolismo do calcio, induzindo uma diminuicdo no fluxo celular de
Ca2+, que leva a uma reducao na absorcao do acido folico, limitando, a producéo da
colagenase ativa (Correa et al, 2011; Bharti & Bansal, 2013).

A fenitoina induz a resposta imune de células Th2 e macrofagos. Estes séo
responsaveis por aumentar os niveis de IL-10, FGF e TGF-B, tornando a fenitoina
capaz de alterar a resposta inflamatéria (Huang et al, 2003, Okada et al, 2001).
Dentre as citocinas e fatores de crescimento que sao encontrados em niveis
aumentados podem ser destacados ainterleucina6 (IL-6), interleucina 1 (IL-1), fator
de crescimento B derivado de plagueta (PDGF-B), fator de crescimento fibroblastico
2 (FGF-2), fator transformador de crescimento B (TGF-B) e fator de crescimento
conjuntivo (CTGF) (Correa et al, 2011).

Além disso, a expressdo do antigeno Ki-67 foi observada nos nudcleos de
células em proliferacao localizados nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, e pode
ser um dos marcadores para o estado de crescimento do tecido (Saito et al., 1999).

Apesar de diferentes estudos na literatura, os mecanismos envolvidos na
patogénese do CG ainda ndo foram totalmente elucidados. Assim, o objetivo deste
foi avaliar e comparar os niveis da citocina IL-10, dos fatores de crescimento TGF-f3
e FGF, a expressao do marcador de proliferacao celular Ki-67 e da contagem celular
de infiltrado inflamatdrio em amostras de tecido com CG induzido pela fenitoina com

amostras de tecido gengival de pacientes sadios sem uso de fenitoina e sem CG.
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MATERIAL E METODOS
Desenho de estudo e estratégia amostral

O presente estudo apresentou um desenho transversal, incluindo individuos
medicados com o anticonvulsivante fenitoina, que apresentavam CG (grupo caso), e
individuos sem esta medicacao e sem crescimento gengival (grupo controle).

A amostra caracterizou-se por uma amostra de conveniéncia, sendo 0s
individuos selecionados na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e Faculdade de Medicina da UFMG, durante o periodo de

janeiro de 2013 a julho de 2013.

Grupo caso

A amostra para o grupo caso incluiu 9 individuos ente 13 e 57 anos de idade
(37,53 £ 14,20), pacientes do Ambulatério Bias Fortes do Hospital das Clinicas da
UFMG, que faziam uso regular de fenitoina e apresentavam crescimento gengival
clinicamente significativo e necessitavam de tratamento cirurgico.

A avaliacdo do CG foi realizada pelo método visual (Costa et al. 2006; Costa
et al. 2007; Cota et al; 2008), em todas as papilas presentes. Os escores foram
estabelecidos de acordo com Seymour et al. (1985). Resumidamente, escores de 0
a 5, dependendo da soma do crescimento horizontal (escores de 0 a 3) e vertical
(escores de 0 a 2), foram atribuidos a cada papila bucal e lingual de todos os dentes
presentes. Assim, de acordo com o niumero de dentes presentes, 0 escore obtido
era expresso em percentual em relacdo aos escores maximo que pudesse ser
obtido. Escores 230% foram considerados clinicamente significativos como

previamente estabelecido (Thomason et al, 1993).



30

Como critérios de inclusdo, os individuos deveriam apresentar no minimo 15
dentes e estar sob uso da droga por no minimo 3 meses. Pacientes fumantes,
individuos em uso de antibioticos até 3 meses anteriores ao estudo, e individuos
com alteracbes sistémicas que poderiam influenciar a condicdo gengival
(hipofosfatasia, histiocitose X, sindrome de Down, sindrome de Papillon-Lefevre,
sindrome de Ehiers-Danlos, sindrome de Chediak-Higashi, neutropenia, deficiéncia
de adesdo dos leucdcitos, leucemias, infeccdo pelo virus HIV, diabetes mellitus)

foram excluidos do estudo.

Grupo controle

Foram selecionados 15 pacientes controles com idade entre 18 e 69 anos
(25,22 + 13,05). Os controles foram pacientes sistemicamente saudaveis sem uso de
fenitoina, das clinicas de Cirurgia e Periodontia da Faculdade de Odontologia da
UFMG, com necessidade de exodontia de terceiros molares ou de pré-molares com
finalidade ortodbntica e também tratamento cirargico estético por gengivectomia e
gengivoplastia (erupcdo passiva alterada). Foram excluidos do grupo controle
pacientes fumantes, individuos em uso de antibidticos até 3 meses anteriores ao
estudo, e individuos com alteracdes sistémicas que poderiam influenciar a condicao
gengival (hipofosfatasia, histiocitose X, sindrome de Down, sindrome de Papillon-
Lefevre, sindrome de Ehiers-Danlos, sindrome de Chediak-Higashi, neutropenia,
deficiéncia de adesédo dos leucdcitos, leucemias, infec¢do pelo virus HIV, diabetes
mellitus).

E importante ressaltar que as amostras de tecido gengival foram removidas

durante o ato cirurgico sem nenhum maleficio para o paciente.
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Considerac0es éticas

Os participantes foram devidamente esclarecidos e informados sobre a
pesquisa, seus meétodos e objetivos, sendo incluidos somente apds a obtencéo de
um consentimento livre e informado devidamente assinado (Anexo 01).

Este estudo foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais COEP/UFMG (numero CAAE: 30941914.7.0000.5149).

Apés os exames e coleta dos dados, os participantes foram devidamente
orientados em relacdo a sua condicdo gengival, etiologia e possibilidades de
tratamento. Todos os individuos do grupo caso foram encaminhados para
tratamento nas clinicas de Periodontia da Faculdade de Odontologia da UFMG,
sendo garantido acesso direto a instituicdo e gratuidade de servico.

Todas as informacdes colhidas tiveram finalidade exclusivamente cientifica e
a néo identificacdo do paciente na pesquisa foi preservada. A participacao no estudo
pode ser cancelada e o consentimento retirado pelo paciente a qualquer momento
da pesquisa. Foi assegurado o encaminhamento para tratamento mesmo em caso

de abandono da pesquisa.

Coleta e armazenamento das amostras

As amostras de tecido gengival foram removidas durante o ato cirdrgico que
cada paciente necessitava, em condi¢cdes adequadas de assepsia e biosseguranca.
O tecido foi dividido em dois fragmentos, sendo um fragmento acondicionado em
Eppendorf estéril seco a temperatura de -80°C e o outro fragmento acondicionado
em Eppendorf contendo solucdo de formaldeido tamponado 10% (p/v), e enviados

para realizacdo dos testes de ELISA e imunohistoquimica, respectivamente.
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A concentracdo das citocinas IL-10, TGF- e FGF foram mensuradas nos
tecidos gengivais por ELISA, utilizando kits disponiveis comercialmente (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).

O teste foi realizado de acordo com as normas do fabricante. Em resumo, as
amostras de tecido foram pesadas, homogeneizadas mecanicamente em solucao
tampédo (0.4 mMNaCl, 10mM NaPOas, pH 7.4) contendo inibidores de proteases
(0.1 mM phenylmethylsulfonyl — PMSF fluoride —0.1 mM benzethoniumchloride,
10 mM EDTA e 0.01 mg/m Laprotinin A) e Tween 20 (0.05%), pH 7.4 (normalizacéo:
1000 pLde solucdo por 100mg de tecido humido), e centrifugada (10,000 rpm,
10 min. 4°C).

Cada citocina foi detectada por um anticorpo anticitocina marcado com
peroxidasse de rabano monoclonal. O OPD (o-phenylenediaminedihydrochloride,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) kit de substrato de peroxidasse foi utilizado
para determinar a quantidade de peroxidasse ligada a cada sitio. A reacéo foi parada
pela adicdo de acido sulfrico 1M (H2S0a4). As placas foram lidas a 492 nm. Os
dados foram determinados utilizando uma curva padrao preparada para cada teste e

expressa em picogramas de citocinas/quimiocinas por 100mg de tecido.

Analise Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi executado como previamente descrito por Costa et
al. 2010. Para marcador de proliferacdo Ki-67 (MKI67), os cortes foram imersos em
tampéo de citrato (pH 6,0), durante 25 minutos. As laminas foram incubadas com
anticorpos monoclonais de rato seguintes as principais: anti-humano Ki-67 (clone

MM1; Novocastra, Newcastle, Reino Unido, pelo 1:100). As secc¢des que contém
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anticorpos anti-KI-67 foram incubado com um Kit LSAB (K0492; Dako). Os controles
negativos foram obtidos pela omissdo do anticorpo primario, o qual foi substituido
com 1% de solucéo salina tamponada com fosfato com albumina de soro de bovino
e pré-imune de soro de rato (X501-1; Dako).

O numero de células Ki-67 foi determinada na camada basal e suprabasal de
tecido epitelial dos grupos casos e controles, usando microscopio de luz e uma
reticula de integracdo (Axioskop 40 ZEISS; Carl Zeiss, Géttingen, Alemanha). Todas
as células foram contadas em dez campos representativos e consecutivos em um
microscopico de alta poténcia (x400) e com este aumento, cada campo tinha uma
area de 0,0961m2. A média de células coradas foi obtida dividindo o nimero de
células positivas pela area total (0.961mm?). Todas as medicdes foram feitas pelo

mesmo examinador seguindo a calibracéo.

Avaliacéo do Infiltrado Inflamatério

As amostras de tecido gengival também foram fixadas em formalina a 10%
tamponada, embebidos em parafina e cortado longitudinalmente (3um). Os cortes
foram desparafinados, reidratados e corados com H & E para a avaliagdo do
infiltrado inflamatéria. As células inflamatérias foram contadas em quatro campos em
duas secOGes independentes (total de &area avaliada: ~1mm?2), utilizando-se
microscopio de luz (Axioskop 40 ZEISS; Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) com
aumento de 400x. Os dados foram expressos como o total de células inflamatérias /

campo.

Analise estatistica
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Todos os dados coletados foram transcritos para uma planilha e analisados
com o software SPSS 17 (StatisticalPackage for Social Sciences Inc., Chicago, IL,
USA). A normalidade das variaveis foi testada através do teste Kolmogorov-Smirnof
com correcdo de Lilliefors. Casos e controles foram comparados em relacdo a
variaveis de interesse pelo teste de Mann-Whitney. A correlacdo entre a expressao
de KI-67 com os niveis da citocina IL-10, dos fatores de crescimento TGF-3 e FGF, e
contagem de células do infiltrado inflamatério foi testada pela correlacdo de

Spearman. Os resultados foram considerados significativos se p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados da comparacdo dos grupos caso e controle em relacdo aos
niveis de IL-10, TGF-B e FGF, e a contagem de células do infiltrado inflamatdrio
pode ser visualizada no Grafico 1, bem com a expressédo de Ki-67 no Grafico 2. A
analise quantitativa ndo revelou diferenca significativa entre os niveis das citocinas e
da contagem do infiltrado inflamat6rio entre os dois grupos. A expressao da proteina
KI-67 foi significativamente diferente entre o0 grupo caso e 0 grupo controle,
revelando uma maior contagem de células marcadas com Ki-67 no grupo caso
(p<0,001). Na figura 1 é possivel observar imagens histolégicas com a coloragédo
imunohistoquimica para ki-67 nos queratinécitos da camada basal e suprabasal de
pacientes do grupo controle e pacientes grupo caso, mostrando a variagao
quantitativa dos nucleos celulares caracteristicamente corados pelo ki-67.

Os resultados da correlacdo entre a expressdo da proteina Ki-67 com o0s
niveis de IL-10, TGF-B, FGF e infiltrado inflamatério podem ser visualizados na
Tabela 1. N&o houve correlagbes significativas entre nenhuma das variaveis

avaliadas.
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DISCUSSAO

Embora os mecanismos envolvidos na patogénese do CG ndo sejam
totalmente conhecidos, este efeito colateral medicamentoso parece ser induzido por
um rompimento da homeostase entre a sintese e a degradacdo de colageno e
outros componentes da matriz extracelular, bem como entre outros fenbmenos de
proliferacdo e apoptose celulares envolvendo epitélio e tecido conjuntivo gengivais
(Buduneli et al, 2007; Kantarci et al. 2007; Bharti & Bansal, 2013). Investigactes
sobre a patogénese do CG suportam a hipbtese que esta alteracdo € multifatorial,
envolvendo diferentes interacfes entre diferentes moléculas (Bharti & Bansal, 2013).

Os achados do presente estudo demonstraram uma maior expressao da
proteina Ki-67 em tecidos com CG induzidos pela fenitoina quando comparados a
tecidos sem CG, indicando um indice proliferativo epitelial mais baixo nos controles
e sugerindo uma atividade mitética aumentada nos casos. De fato, um aumento de
células mitéticas tem sido relatado em amostras de tecido com CG, bem como um
aumento epitelial associado a um aumento de atividade mitGtica de ceratindcitos
avaliados pela marcacao da proteina Ki-67 (Saito et al, 2000, Nurmenniemi et al,
2001). Adicionalmente, o estudo de Buduneli et al. (2007) indicou uma expressao
muito acentuada da proteina Ki-67 em ceratindcitos, leucocitos e fibroblastos,
juntamente com um aumento na razdo das células em divisdo, em casos de CG
induzido pela fenitoina e nifedipina. Em contrapartida, uma expressao similar de Ki-
67 entre casos de CG e controles ja foi também reportada (Castro el al., 2010).

O fator de crescimento de fibroblasto (FGF) exibe potente atividade
angiogénica e capacidade mitogénica sobre células mesénquimais (Kitamura et al.
2010), podendo ser secretado por macrofagos, mastocitos, células endoteliais e

fibroblastos. Alguns estudos sugeriram o envolvimento do FGF na proliferacédo
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celular e metabolismo do tecido conjuntivo gengival (Hong & Trackman, 2002;
Yoshida et al. 2005). Entretanto, os niveis de FGF encontrados no presente estudo
nao mostraram diferencas significativas entre caso de CG e controles, corroborando
os achados de Sanaie (2000), que ndo encontraram expressao significativa nos
niveis FGF em amostras de CG.

O estudo de Yoshida et al. (2005) também sugere o envolvimento do TGF- 3
na proliferacdo de células do tecido gengival. Os niveis de TGF- B no presente
estudo, assim como o FGF, também nado apresentaram diferencas significativas
entre 0s grupos caso e controle. Em contrapartida, diferentes estudos tem sugerido
a participacdo deste fator de crescimento na patogénese do CG induzido por
diferentes medicamentos, através da ativacdo de fibroblastos com diferentes
fendtipos secretores (Pisoschi et al., 2014), do aumento da expresséo de periostin
pelos fibroblastos (Kim et al.,, 2013) e da intensificacdo do CTGF (fator de
crescimento do tecido conjuntivo) (Nitulescu et al., 2012). O TGF-$ é secretado por
varios tipos celulares e apresenta um papel importante na regulacdo do metabolismo
de colageno nos tecidos conjuntivos, estimulando a biossintese de colageno e
lisiloxidadese (Hong et al, 1999). Entretanto, foi sugerido que os efeitos de TGF- 3
podem ser considerados baixos nos tecidos gengivais, quando comparado a outros
tecidos conjuntivos (Feres-Filho et al, 1995). Mesmo assim, 0 uso de agentes que
possam bloquear o TGF-f tem sido sugerido como um possivel ferramenta
terapéutica para o controle do CG (Subramani et al., 2013).

A fenitoina parece ser capaz de induzir uma resposta imune de células Th2 e
macrofagos, levando a um aumento dos niveis de FGF, TGF-$ e IL-10 (Huang et al,
2003, Okada et al, 2001). A IL-10 é conhecida originalmente como fator inibidor da

sintese de citocinas, apresentando propriedades imuno-regulatérias e anti-
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inflamatorias pela regulacdo da producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias e expansao de células T (de Vries, 1995). Nao foram encontradas
diferencas significativas nos niveis de IL-10 nas amostras de tecido gengival entre
casos e controles. Dentro da concepcdo multifatorial da patogénese do CG, alguns
fatores genéticos tém sido investigados e o polimorfismo na regido promotora do
gene da IL-10 foi associado a uma susceptibilidade aumentada ao CG (Luo et al.
2013).

De forma geral, os resultados do presente estudo demonstraram que 0S
niveis encontrados de IL-10, TGF-8 e FGF ndo foram diferentes entre casos e
controles, sugerindo que os mecanismos envolvidos na patogénese do CG induzido
pela fenitoina podem néo envolver diretamente a participacdo destas citocinas
estudadas. Os estudos atuais levam a compressdo que 0os mecanismos envolvidos
na patogénese do crescimento gengival podem estar relacionados a efeitos indiretos
das diferentes drogas, como a fenitoina, ciclosporina e nifedipina, que de alguma
forma modulam a resposta imune inata e adquirida e o desequilibrio de citocinas.
este desequilibrio combinado a resposta especifica das células gengivais é sugerido
COmo um mecanismo importante para conduzir e resultar no CG (Sume et al. 2010).
Tem sido advogado que a presenca, e mesmo a incidéncia, de diferentes citocinas
em tecidos gengivais crescidos esta associada a diferentes mecanismos (Vahabi et
al.,, 2014). Assim, estudos futuros devem investigar a participacdo de outras
moléculas e suas vias e mecanismos envolvidos nas alteracdes gengivais induzidas
por medicamentos.

Podemos concluir que amostras de tecido com CG de pacientes tratados com
fenitoina apresentaram maior expressdo da proteina marcadora Ki-67, quando

comparados com tecidos gengivais saudaveis, indicando maiores indices de
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atividade mitética. Embora o tamanho da amostra possa ser considerado uma
limitacdo do presente estudo, seus achados sugerem a proliferacao epitelial como
uma importante caracteristica do CG induzido pela fenitoina. Assim, estudos futuros
deveriam investigar os fenbmenos de proliferacdo e apoptose celulares envolvendo
epitélio. Aléem disso, a utilizacdo de um grupo controle de pacientes sem CG
medicados com fenitoina poderia ser uma estratégia importante, embora, por
guestdes éticas, a coleta de amostras de tecido neste novo grupo de pacientes é

dificultada.
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Gréafico 1. Comparagcdo entre casos e controles, respectivamente, em relacdo a
(valores médios + s.d.): A) IL-10 (44,78 £ 62,15 x 66,27 + 47,40; p = 0,218); B) TGF-
B (43,78 £ 48,59 x 53,33 + 65,26, p = 0,833); C) FGF (3012,85 + 2177,30 x 3455,95
+ 906,74, p = 0,325); D) contagem de células do infiltrado inflamatorio (4,78 £ 1,64 X

4,87 + 3,23, p = 0,377);teste Mann-Whitney.
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Grafico 2. Comparacdo entre casos e controles, respectivamente, em relacdo a
(valores médios + s.d.) Ki-67 (10,59 + 7,55 x 1,55 + 1,27, p < 0,001);teste Mann-

Whitney.
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Tabela 1. Correlacfes entre a expressao de Ki-67 e os niveis de IL-10, TGF-3, FGF,

e contagem de células do infiltrado inflamatério.

Variaveis Ki-67 p*

IL-10 -0,329 0,387
TGF-B -0,103 0,793
FGF -0,017 0,966
Contagem de células do Infiltrado 0,124 0,750

*correlagédo de Spearman.
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Figura 1. Coloragdo imunohistoquimica para Ki-67 nos queratindcitos da camada
basal e suprabasal de pacientes do grupo controle (A e C) e pacientes grupo caso (B
e D). (Coloragéo imunohistoquimica, aumento original de 100x para A e B, aumento

de 400x para C e D).
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ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Crescimento gengival em
individuos medicados com imunossupressores, anticonvulsivantes ou blogueadores
de canais de calcio: avaliacao clinica, microbiol6gica e molecular”. Esta pesquisa sera
realizada por mim, Rodrigo Lamounier Araujo de Melo Faria, mestrando em Periodontia pela
UFMG, sob orientagdo do professor Dr. Luis Otavio de Miranda Cota. Essa € uma pesquisa
sobre 0 aumento de volume gengival que pode ser induzido pelo uso de medicamentos
imunossupressores, anti-hipertensivos e anticonvulsivantes. Para a realizagdo dessa
pesquisa, é necessario obter algumas informac¢des do seu prontuario medico e realizar um
exame clinico (avaliacdo visual da gengiva). Serd necessario coletar pequena quantidade de
saliva, fluido da gengiva e células da bochecha. Esse exame n&o oferece nenhum
desconforto e nenhum risco a saude. Quando detectada a presenga aumento de volume
gengival que necessite de tratamento, vocé sera encaminhado para tratamentos nas clinicas
de Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais.
Todas as informacdes coletadas terdo finalidade exclusivamente cientifica e serdo mantidas
em sigilo. Em hipdtese alguma o seu nome seré divulgado. A sua participacdo é voluntaria.
Vocé podera desistir de participar e cancelar o seu consentimento em qualquer momento da
pesquisa. A desisténcia ou a ndo aceitacdo em fazer parte dessa pesquisa nao ira interferir
no seu tratamento na Clinica de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Esta
pesquisa nos ajudara a entender melhor as causas do crescimento gengival induzido por
estes medicamentos, e isto ser& muito importante para que possamos prevenir o seu
desenvolvimento e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

CONSENTIMENTO
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Eu, ,RG:

aceito participar deste estudo de forma voluntaria e afirmo que devidamente
esclarecido quanto aos objetivos da pesquisa, quanto a preservacdo da minha imagem e
quanto ao destino dos dados coletados. Li e entendi as informagdes fornecidas. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram esclarecidas. Autorizo as
coletas e a utilizagdo das amostras neste projeto de pesquisa. Sei que posso desistir a
qualquer momento sem que isso acarrete qualquer tipo de prejuizo para meu tratamento na
Clinica de Odontologia da UFMG. Permito também a utilizacdo dos dados para divulgacédo e

ensino, respeitando sempre meu direito de ndo ser identificado.

Belo Horizonte, de de 20

Assinatura do paciente ou responsavel

Pesquisador responsavel:

Rodrigo Lamounier Araujo de Melo Faria

FO-UFMG — Av. Antdnio Carlos, 6627 — Pampulha — Tel.: (31) 3409-2412

COEP — Comité de Etica na Pesquisa. Av. Antdnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il, 22 andar.

Tel.: (31)3409-4592.



