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Resumo

O presente trabalho objetivou estudar a influéncia do processo inflamatdrio na expressdo dos filamentos intermedidrios
de citoqueratinas utilizando espécimes de gengivite cronica, além de tragar um perfil destes polipeptideos na gengiva
inflamada. Para tanto, foi feita uma avaliagdo histomorfolégica, no que diz respeito ao tipo e intensidade do infiltrado
inflamatdrio presente na gengivite cronica e a andlise imuno-histoquimica da expressdo das citoqueratinas 10, 13, 14 e
16, quanto a localizagdo topografica no epitélio em 10 casos de gengivite cronica. Constatou-se que o tipo de infiltrado
inflamatdrio presente na gengivite cronica foi intenso e predominantemente mononuclear. Quanto aos achados imuno-
histoquimicos, observou-se uma reducio e até mesmo a auséncia de expressdo da CK 10 em cerca de 70% da amostra, a
expressdo da CK 13 estendendo-se por toda a camada suprabasal na grande maioria dos casos (90%), bem como expressao
da CK 14 em toda a extensdo do epitélio (90%) e ainda expressdo varidvel da CK 16. A partir destes achados, concluiu-se
que a expressdo das citoqueratinas € alterada durante a inflamac@o, e que o processo inflamatdrio interfere na maturagao
epitelial, cujas evidéncias foram encontradas nas mudancas no perfil destas proteinas na gengiva inflamada.
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INTRODUCAO

As citoqueratinas (CKs) sdo os filamentos inter-
medidrios tipicamente encontrados no citoplasma das
células epiteliais e constituem uma familia com, no mi-
nimo, vinte diferentes polipeptideos. Estas proteinas
estdo divididas de acordo com seus pesos moleculares,
pH e determinantes antigénicos, em tipo I, numeradas
de 9 a 20 (polipeptideos 4cidos), geralmente menores
e tipo II, numeradas de 1 a 8 (polipeptideos neutros
ou bdsicos) 71>,

Cienc Odontol Bras 2004 out./dez.; 7 (4): 67-73

Elas sdo estaveis, resistentes a degradacao, mos-
tram grande fidelidade de expressao e antigenicidade.
Diferente das outras proteinas do citoesqueleto, os
filamentos intermedidrios de citoqueratinas mostram
uma considerdvel especificidade tecidual. Assim, o
epitélio normal apresenta um padrio caracteristico
de expressdo de citoqueratinas. Entretanto, essa
expressdo varia com o tipo celular, estigio de de-
senvolvimento, diferenciacdo tecidual e mudancas
patolégicas® 18,
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As citoqueratinas participam na organizagio
do complexo estrutural intramolecular, o qual
mantém a forma da célula, ajudando a formar o
arcabouco do citoesqueleto e conferindo estabili-
dade e resisténcia a estresses mecanicos®!*!6. Os
filamentos intermedidrios das células epiteliais
exibem ainda apresentagio seqiiencial, onde a
camada basal e as camadas suprabasais do epitélio
se apresentam diferentes quanto a sua expressao,
a qual varia também de acordo com a localizagéo
anatdmica do epitélio e € afetada em alguns pro-
cessos patolégicos*812:21,

As CK 5 e CK 14 siao expressas na camada
basal dos epitélios estratificados, representando os
marcadores “permanentes” destes epitélios>*?!, As
CKs 4 e 13 sdo expressas principalmente nas ca-
madas suprabasais do epitélio ndo ceratinizado da
mucosa oral*!2. As células suprabasais do epitélio
ceratinizado expressam o par formado pelas CKs 1,
10 (especificas de diferenciagdo) considerado como
marcador de ceratinizagdo, por serem estes polipep-
tideos tipicos de tecido ceratinizado sadio®61213.15.19,
O epitélio estratificado quando em alta renovagdo
(fast cell turnover), expressa também o par de CKs
6’ 164-6,15,19,21.

O epitélio gengival estd sujeito a acdo patogé-
nica dos microorganismos bucais, bem como das
citocinas produzidas pelas células inflamatorias,
as quais estao localizadas principalmente no tecido
conjuntivo subjacente’'®, A influéncia da inflama-
¢do no epitélio gengival tem sido objeto de varios
estudos que demonstraram a relagdo existente entre
a inflamacdo do tecido conjuntivo e a proliferagcdo
epitelial 1016,

O estudo do perfil de citoqueratinas no epitélio
gengival durante os processos inflamatérios podera
permitir o entendimento da intricada relacdo exis-
tente entre o grau de inflamacao do tecido conjun-
tivo e a expressdo destes filamentos intermedidrios,
uma vez que tem sido demonstrada a ocorréncia
de algumas alteracdes neste perfil no epitélio da
gengiva inflamada. O presente trabalho propds-se
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a avaliar se o infiltrado inflamatério presente em
espécimes de gengivite cronica altera a expressdo
das citoqueratinas 10, 13, 14 e 16 além de tracar
um perfil destas proteinas no epitélio da gengiva
inflamada, na tentativa de estabelecer uma relacdo
entre a expressao das citoqueratinas e a presenga da
inflamacao, visando uma melhor compreensio das
alteracdes epiteliais que ocorrem na vigéncia de um
processo inflamatdrio.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento consistiu de estudo
histomorfoldgico e andlise imuno-histoquimica da
expressdo das citoqueratinas 10, 13, 14 e 16 em dez
casos de gengivite crOnica, pertencentes aos arquivos
do Servigo de Anatomia Patologica do Programa de
Pés-graduagdo em Patologia Oral da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte. Os blocos de material incluido em parafina
foram submetidos a cortes de 5Smm de espessura e
corados pela técnica da hematoxilina e eosina (H & E).
As laminas obtidas foram entao submetidas ao estudo
morfolégico em microscopia de luz, realizando-se
uma anélise descritiva dos aspectos histopatoldgicos
quanto ao tipo celular predominante e intensidade do
infiltrado inflamatdrio presente.

Para o estudo imuno-histoquimico, foram re-
alizados cortes de 3mm de espessura no material
emblocado em parafina, os quais foram submetidos
a técnica da imuno-histoquimica, pelo método da
estreptoavidina-biotina (SABC). A especificidade,
diluicdo, recuperagdo antigénica e tempo de incubagio
dos anticorpos primadrios utilizados estdo listadas no
Quadro 1.

Os resultados foram posteriormente comparados
e discutidos com o padrio de expressio das referidas
citoqueratinas em epitélio normal, j4 bem estabelecido
na literatura pertinente.

A positividade das citoqueratinas foi avaliada com
relacdo a localizacdo da marcacdo no tecido epitelial
(basal e suprabasal).
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Quadro 1 — Especificidade, diluicao, recuperacao antigénica e tempo de incubacao dos anticorpos primarios

utilizados
Especificidade Diluicao Rec. antigénica Tempo de Fabricante
Incubacao
CK 10 1:50 Tripsina a 0,1% 37°, 30’ 60’ Dako
CK 13 1:80 Steamer 20’, citrato 120’ Dako
CK 14 1:50 Steamer 20’, citrato 30’ Novocastra
CK 16 1:40 Steamer 20’, citrato 60’ Novocastra
REesuLTADOS 30% dos espécimes, e em 20% dos casos observou-

A andlise morfoldgica dos espécimes de gengivite
cronica encontra-se listado no Quadro 2.

O tipo de infiltrado inflamatério variou entre os
espécimes, sendo este intenso em 100% da amostra
como observado na Figura 1.

Quanto aos achados imuno-histoquimicos, veri-
ficou-se que a CK 10 apresentou marcag@o nos dois
tercos superiores da camada basal em 30% dos casos
(Figura 2), havendo marcacio por toda a camada basal
em 20% da amostra. Esta ainda mostrou-se ausente em

se apenas algumas células marcadas na por¢ido mais
superior do epitélio.

A CK 13 exibiu marcacdo em toda camada
suprabasal em 90% dos casos (Figura 3), enquanto
que focos de marcacdo distribuidos pelo epitélio
foram identificados em 10% destes. J4 a CK 14
apresentou imunopositividade em todas as ca-
madas do epitélio, em 90% dos casos (Figura 4),
enquanto que em apenas 10% destes observou-se
marcagio em todas as camadas epiteliais, exceto
no tergo superior.

Quadro 2 - Tipo e intensidade do infiltrado inflamatorio presente na gengivite cronica

AMOSTRA CELULAS INFLAMATORIAS INTENSIDADE DO
PREDOMINANTES INFILTRADO INFLAMATORIO
Caso 1 Linfocitos e plasmocitos Intenso
Caso 2 Linfocitos Intenso
Caso 3 Plasmocitos Intenso
Caso 4 Linfocitos Intenso
Caso 5 Linfocitos e plasmocitos Intenso
Caso 6 Linfocitos Intenso
Caso 7 Linfocitos Intenso
Caso 8 Plasmocitos Intenso
Caso 9 Linfocitos Intenso
Caso 10 Linfocitos e plasmocitos Intenso
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No que diz respeito a marcacdo da CK 16, ob- mada basal, em 10% esta esteve confinada a dreas
servou-se que em 30% dos casos houve positividade focais na camada suprabasal. Em 30% dos casos,
nos dois tercos superiores da camada suprabasal verificou-se auséncia de marcacio para a referida
(Figura 5), em 30% houve marcagdo por toda ca- citoqueratina.

FIGURA 1 - Fotomicrografia evidenciando intenso infiltrado inflamtério

(H/E. 100). FIGURA 2 - CK 10 nos dois tergos superiores da camada suprabasal do

epitélio (SABC 200x).

FIGURA 3 - CK 13 se estendendo por toda camada suprabasal do epitélio FIGURA 4 - Positividade para CK 14 em todas as camadas do epitélio
(SABC 100x). (SABC 100x).
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FIGURA 5 - CK 16 se estendendo por toda camada suprabasal do epitélio
(SABC 100x).

DiscussiAo

A gengiva constitui um tecido que possibilita
o estudo das mudangas na diferenciacao epitelial
frente a influéncias ambientais, merecendo destaque
os danos ocasionados pela presenga do biofilme den-
tal, tendo como principal conseqiiéncia as doencas
inflamatdrias®. Com relagdo ao tipo e intensidade
do infiltrado inflamatdério presente na gengivite
crdnica, observamos, no presente experimento,
que este se apresentou intenso e constituido, espe-
cialmente, de linf6citos e plasmdcitos, estando em
acordo com os relatos de Joachim et al.’ (1990),
Alves' (2000).

Neste estudo, buscou-se também observar a
influéncia do processo inflamatério no tecido epi-
telial que reveste a gengiva, no que diz respeito a
expressdo dos filamentos intermedidrios de cito-
queratinas, especificamente as CKs 10, 13, 14 e
16, objetivando tracgar o perfil dessa expressdo na
gengivite cronica.

Observou-se que a CK 14 foi expressa em todas
as camadas do epitélio gengival inflamado pela maio-
ria dos espécimes observados (90%), ratificando os
achados de Mackenzie & Gao'® (1993) e diferindo do
padrao apresentado na mucosa oral normal, onde esta
citoqueratina encontra-se confinada a camada basal do
epitélio de revestimento*®.
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Outros estudos também obtiveram resultados
semelhantes. Dabelsteen et al.’ (1998), verificaram
tal achado em epitélios em processo de reparo, en-
quanto Turatti*® (1999) observou a expressido da CK
14 em todas as camadas do epitélio na maioria dos
casos de liquen plano oral e displasia liquendide
analisados em seu estudo. A exemplo de Turatti®
(1999), sugere-se que a extensdo da expressdo da
CK 14 a todas as camadas epiteliais estd relacionada
com a inflamac@o, independente da natureza desta e
também, com a tentativa de preservar a integridade
estrutural do epitélio.

Com relacdo a CK 10, observou-se uma re-
ducdo na expressido desta na quase totalidade dos
espécimes. Estes resultados corroboram os achados
de Bosch et al.?, 1989, Ouhayoun et al.!'s,1990,
Mackenzie & Gao'!, 1993. A redugido da CK 10
parece estar associada as alteragdes no processo de
diferenciacdo celular causadas pela inflamagdo. Nos
casos onde nao houve mudangas na expressdo da CK
10 (20%), provavelmente as alteracdes inflamatdrias
ndo foram suficientes para acarretar em mudangas
no padrdo de expressdo desta citoqueratina. Para
Weiss, Eichner & Sun?!' (1984) existe um delicado
balanco entre ceratinizacdo (uma forma de “dife-
renciacdo terminal”) e hiperproliferacdo. Tal fato
foi comprovado apdés um estudo efetuado por estes
pesquisadores, realizado em desordens hiperpro-
liferativas, no qual foi observada a diminui¢do da
CK 10 na maioria dos casos analisados. Em virtude
disso, a diminuicao da CK 10 observada em nossa
amostra pode ser o reflexo do estado hiperprolife-
rativo associado a inflamagdo, como relatado por
Bosch et al.? (1989).

O par formado pelas CKs 4, 13 somente € encon-
trado em epitélios ceratinizados como gengiva sob
condic¢des patoldgicas, sendo a mais comum delas,
a inflamagdo, conforme pode ser visto nos estudos
efetuados por Bosch et al.?, 1989, Ouhayoun et
al.’s,1990, Sawaf et al.'®,1991, Mackenzie & Gao'',
1993. Os achados da presente pesquisa identificam-
se com os resultados destes autores, uma vez que,
a maioria dos espécimes analisados (90%) exibiu
marcagdo para a CK 13 que se estendeu por toda a
camada suprabasal, provavelmente em virtude da
relacdo inversa existente entre inflamacao e ceratini-
zagdo, como inferiram Ouhayoun et al.'® (1990).

Constituiu uma unanimidade entre os autores
pesquisados que a CK 16 € expressa pelos epitélios
estratificados em estados hiperproliferativos*®!32!, A
répida indugdo da CK 16 sugere que este polipeptideo
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desempenha um papel de relevincia na arquitetura
celular, compativel com o estado hiperproliferativo,
permitindo uma maior flexibilidade do citoesqueleto
para que as células sofram divisdes mais rapidas e/ou
mais numerosas, na opinidao de Weiss, (Eichner &
Sun?!,1984, Dabelsteen et al.’>,1998). Observou-se no
presente experimento um padrao de marcag@o variado,
justificando a expressdo desta CK ser associada ao
estado hiperproliferativo relacionado a inflamagio,
que varia em cada caso.

O conhecimento sobre como as células manipu-
lam os filamentos de citoqueratinas durante a divisdo
celular € limitado, assim como, se tais filamentos real-
mente influenciam este processo. E possivel que as
citoqueratinas associadas com hiperproliferacdo tenham
propriedades compativeis com divisdes mais rapidas
e/ou mais numerosas. A indugio também pode ser um
pré-requisito necessario para uma resposta hiperprolife-
rativa controlada, o que sugere um papel mais ativo que
passivo destes filamentos intermedidrios nas respostas
hiperproliferativas.

Segundo Cooper et al.* (1985), Mackenzie et al.!!
(1991), Morgan & Su® (1994), McLean & Lane'
(1995), as citoqueratinas desempenham papéis fun-
cionais no epitélio. A sua expressdo varia de acordo
com um largo espectro de fatores, quais sejam, tipo e
propriedades do epitélio, estdgio de desenvolvimento,
diferenciacao tecidual e alteracdes patolégicas, como
processos inflamatérios, tecidos hiperplasicos, neopla-
sicos ou que sofreram influéncias ambientais, como
trauma, infecgdes virais e avitaminoses, conforme
pode ser visto nos estudos efetuados por Weiss et al.*!
(1984), Cooper, Schermer & Sun* (1985), Sawaf et
al.’® (1991), Maeda et al.'”> (1994), Heatley® (1996),
Mackenzie & Gao'! (1996), Hansson et al.” (2001).
Entretanto, o verdadeiro papel das citoqueratinas
nas diversas patologias ainda nao foi esclarecido. Os
relatos da literatura ndo esclarecem se a sintese de
citoqueratinas precede as mudancas morfoldgicas
vistas na microscopia de luz, ou se tais mudangas
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representam a conseqiiéncia das doengas. E possivel
que a chave para o entendimento dessas mudangas
ocorra quando forem desvendados seus complexos
processos regulatorios.

Frente aos resultados aqui encontrados, juntamen-
te com os da literatura, comprovam que a expressao
de citoqueratinas € afetada por vérios estados patolé-
gicos. Entretanto, frente as diferencas observadas nos
diversos estudos, o valor destes polipeptidios como
marcadores especificos de certas doencas torna-se
questionével, uma vez que o mesmo tipo de alteragdo
pode ser observado em diversas patologias.

Outrossim, constatou-se com este experimento que
ainflamacdo parece interromper a continuidade do pro-
cesso de maturacao celular epitelial, o que foi traduzido
pela expressao reduzida da CK 10, pelo aparecimento
daCK 13 e pelapresenca da CK 14 em todas as camadas
do epitélio da gengiva inflamada. As investiga¢des nesta
area devem prosseguir, a fim de prover uma informagao
precisa, contribuitéria e valiosa em relagdo aos referidos
filamentos intermedidrios.

CONCLUSOES

Em vista do exposto, podemos concluir que:

O infiltrado inflamatério da gengivite crénica
altera o padrao de expressdo das citoqueratinas
10, 13, 14 e 16.

- A inflamacio interfere no processo de matura-
cdo e diferenciacdo celular epitelial, traduzido
pela presenca da CK 14 em todas as camadas
do epitélio da gengiva inflamada.

- A presenca da inflamac#o altera o programa de
diferenciacdo do epitélio gengival, demonstrado
pela expressdo reduzida da CK 10 e pelo apa-
recimento da CK 13.

- Existe um estado hiperproliferativo associado a

inflamacdo, comprovado pela expressao da CK

16.
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ABSTRACT

The aim of this investigation was to examine the influence of the inflammatory process in the expression of cytokeratin
intermediate filaments by using cirurgical specimens of chronic gingivitis, describing a profile of these polipeptides in
the inflammed gingiva. For this, a histomorphological evaluation in relation to the type and intensity of the inflammatory
infiltrate was made, and an immunohistochemical analysis of cytokeratins 10, 13, 14 e 16 expression in 10 specimes
of chronic gingivitis. It was found out that the type of inflammatory infiltrate of chronic gingivitis was intense and
predominantly mononuclear. Regarding immunohistochemical findings, a reduction or disappearance of cytokeratin
10 was observed (30%), as well as the expression of cytokeratin 13 extending for all suprabasal layer in the majority
of cases (90%), and also the cytokeratin 14 expression in full thickness of epithelium (90%), and a variable expression
of cytokeratin 16. Therefore, we concluded that the expression of the cytokeratins is altered during inflammation, and
that the inflammatory process affects the epithelial maturation, whose evidences were found in changes in the profile of

those proteins in the inflammed gingiva.

UNITERMS

Keratins, oral epithelium, gingivitis, inflammation
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