Expressao das proteinas ciclina B1,
Rb1, P27, BMP4 e LCA no granuloma
piogénico, no fibroma ossificante
periférico e no granuloma piogénico
com calcificacoes’

Expression of the proteins cyclin B1, Rb1, P27, BMP4 and LCA in pyogenic
granuloma, peripheral ossifying fibroma and pyogenic granuloma with

Resumo

Foi realizada neste estudo uma
analise da expressao das protei-
nas ciclina B1, Rb1 (gene do reti-
noblastoma 1), P27 (proteina 27),
BMP4 (proteina morfogenética do
0sso) e LCA (antigeno leucocitario
comum), pelo método imunoisto-
quimico da dupla marcagdo, em
24 casos de lesoes proliferativas
gengivais, divididas em trés gru-
pos de acordo com suas caracte-
risticas histopatolégicas: Grupo |
(granuloma piogénico), Grupo Il
(fibroma ossificante periférico) e
Grupo Il (granuloma piogénico
com calcificagées). O LCA foi
empregado como primeiro anti-
corpo primario em todos os espé-
cimes. Os genes ciclina B1, P27 e
Rb1 tém um papel critico na re-
gulacao da transicao das fases do
ciclo celular e freqiientemente es-
tdo alterados em varias entidades
neoplasicas. Portanto, foi objetivo
do presente trabalho a compara-
¢do da expressao de tais proteinas
entre as trés lesées para obter in-
formacgées sobre a atividade pro-
liferativa das células presentes no
tecido. O anticorpo anti-BMP4
foi empregado com o objetivo de
avaliar e comparar sua expressao
no estroma das lesées que produ-

calcification’

zem material mineralizado. Os re-
sultados demonstraram semelhan-
¢a quanto a expressao das protei-
nas ciclina B1, Rb1, P27 e LCA nas
lesées do Grupo | e do Grupo Il
e expressao distinta em relacao as
lesées do Grupo Il. A expressao da
proteina BMP4 nas lesées dos Gru-
pos Il e Il sugere origens diferentes
para o material mineralizado de
tais lesées. A auséncia de expres-
sdo da proteina BMP4 nas lesoes
do Grupo | confirma a auséncia de
células osteoprogenitoras em seu
estroma.

Palavras-chave: granuloma piogé-
nico, fibroma ossificante periféri-
co, ciclina B1, Rb1, P27, BMP4,
LCA.

Doutor em Estomatologia Clinica.

* Doutora em Estomatologia Clinica pela PUCRS.

em Estomatologia da PUCRS.

Soluete Oliveira da Silva*
Liliane Soares Yurgel**

Introducao

Proliferacoes teciduais, fre-
qientemente encontradas na gen-
giva, sdo lesdes que apresentam
um componente inflamatério em
cujo processo de maturacéo ocorre
o aumento de fibras coldgenas e a
presenca de material mineraliza-
do, tanto sob a forma de “calcifi-
cacoes distréficas” como de “o0sso
metaplasico”.

Afirma-se tanto que essas le-
soes sejam entidades patolégicas
distintas, como os seus quadros
histolégicos representem momen-
tos evolutivos de uma unica lesdo
(COOKE, 1952; KFIR et al., 1980).
Questiona-se, quando se anali-
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sam o granuloma piogénico (GP)
e o fibroma ossificante periférico
(FOP), se a lesao fibrosa e o mate-
rial mineralizado sdo decorrentes
de um processo de maturacio de
um GP ou se a inflamacéo é secun-
daria ao FOP.

Em virtude da semelhanca cli-
nica e histopatoldgica, acredita-se
que alguns FOP se desenvolvem
inicialmente de GP que sofreram
maturacdo fibrosa e subseqiiente
calcificacdo (NEVILLE et al., 2004),
todavia o comportamento das duas
lesdes é distinto, particularmente
a elevada tendéncia de recidiva do
FOP. Isso se explica pela origem do
granuloma piogénico em tecidos
superficiais e do FOP em tecidos
mais profundos, possivelmente no
ligamento periodontal (KENDRI-
CK e WAGGONER, 1996).

A analise da proliferacio celu-
lar em varias patologias, por meio
da técnica imunoistoquimica e da
utilizacdo de anticorpos monoclo-
nais, tem demonstrado a sua re-
levancia para a disting¢do entre cé-
lulas mais e menos proliferativas,
bem como na avaliacdo do prognos-
tico e da histogénese de varias enti-
dades patolégicas. Neste trabalho,
foram analisados os granulomas
piogénicos e os fibromas ossifican-
tes periféricos, separando-se as
lesbes que continham trabéculas
6sseas das que apresentavam ma-
terial mineralizado, sob a forma de
calcificacoes distroficas ou glébulos
calcificados, num estroma fibro-
blastico altamente celular.

Para tanto, utiliza-se o LCA,
que permite a observacdo em re-
lacdo ao infiltrado linfoplasmoci-
tario, com padriao de marcacéo no
citoplasma e nas membranas ce-
lulares dos leucdcitos (JANEWAY
et al., 2002). Esse paradmetro pode
ser considerado uma expressao
morfolégica de uma reacdo infla-
matéria, em muitos casos em vir-
tude da presenca de ulceracédo (a
marcacdo com LCA foi empregada
para excluir esta situacéo).

Para identificar células em
proliferacdo na fase G2, especial-
mente os angioblastos, foi utili-
zada a ciclina B1 (LEE, 2000); a
proteina BMP4 tem a funcdo de
identificar a proteina morfogené-
tica do osso, tanto na matriz 6ssea
como nas células osteoprogeni-
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toras (MASUHARA et al., 1995),
ambas com padrdo de marcagdo
citoplasmatico.

Na identificacdo de células
que se encontram na fase G1 — an-
gioblastos, fibroblastos e osteo-
blastos - foi utilizada a proteina
Rb1(TANGUAY, et al., 1999). Em
seu estado ativo, a pRb bloqueia
a cascata de eventos que levam a
proliferacdo celular. A P27, tam-
bém conhecida como cdk inibidora
da proteina 1 (Kipl), identifica as
células que se encontram na tran-
sicdo da fase G1 para a S, angio-
blastos, fibroblastos e osteoblastos
(KORKOLOPOULOU et al., 2000),
ambas com padrdo de marcagdo
nuclear. Utiliza-se a proteina p27
na avaliacdo das células néo proli-
ferativas tanto de neoplasias como
de tecidos normais.

Neste estudo realizou-se uma
andlise da expressdo das protei-
nas, ciclina B1, Rb1, P27, BMP4
e LCA, pelo método imunoistoqui-
mico da dupla marcacdo, em 24
casos de lesoes proliferativas gen-
givais, divididas em trés grupos
de acordo com suas caracteristicas
histopatolégicas.

Materiais e método

Foram utilizadas pecas de
biépsias armazenadas em blo-
cos de parafina, totalizando oito
amostras de granuloma piogénico
(Grupo 1), oito de fibroma ossifi-
cante periférico (Grupo II) e oito
de granuloma piogénico com calci-
ficagdes (Grupo III), nas quais se
analisou a atividade proliferativa
do tecido conjuntivo por meio de
técnica imunoistoquimica, utili-
zando os marcadores para LCA,
ciclina B1, Rb1, P27 e BMP4. A
amostra foi constituida de casos
registrados até dezembro de 2000
(Laboratorio de Histopatologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgi-
cas da UPF e do Servico de Esto-
matologia do Hospital Sdo Lucas
da PUCRS) com os diagnésticos
histopatolégicos de granuloma
piogénico, fibroma ossificante pe-
riférico, fibroma ossificante peri-
férico ulcerado, fibroma ulcerado
contendo calcifica¢bes, granulo-
ma fibroblastico calcificante ou
granuloma piogénico calcificado.

Em cada bloco de parafina foram
realizados cortes histologicos (5
mm de espessura) e uma ladmina
de cada bloco foi corada pelo mé-
todo da hematoxilina-eosina (HE),
com a finalidade de padronizar as
laminas e confirmar o diagnéstico
histopatolégico.

Para realizar a técnica de imu-
noistoquimica foram feitos cortes
com 3 mm de espessura, utilizando
o sistema de dupla marcagido DAKO
EnVision® K 1395, para avaliacéo
dos elementos celulares. Esse pro-
cedimento de imunomarcagdo de-
tecta, ao mesmo tempo, dois antige-
Nnos no mesmo espécime.

O anticorpo para identificar o
antigeno LCA foi o primeiro anti-
corpo primario utilizado em todas
as laminas e a revelagdo da reagdo
foi feita com o cromoégeno diami-
nobenzidina (DAB). O segundo
anticorpo primario, utilizado para
identificar os antigenos ciclina B1,
Rb1, P27 e BMP4, foi identificado
pelo cromoégeno fast red.

Conforme orientacées do fabri-
cante, foram utilizados como con-
trole positivo: cortes de linfonodo
com metastase de carcinoma de
mama, para o LCA e Rbl, cortes de
tonsila, para a ciclina B1 e p27, e
cortes de adenocarcinoma de pros-
tata, para o BMP4. Os controles po-
sitivos foram incubados juntamen-
te com os grupos experimentais.

Para o preparo das solugoes
foi realizado, primeiramente, o
preparo da solugdo-tampéao de la-
vagem (0,06M Tris-HCl1 pH 7,6,
0,15M NaCl - DAKO TBS). Pos-
teriormente, realizou-se o preparo
da solugédo substrato-cromégeno,
liquido DAB+. Em seqiiéncia, os
cortes histolégicos foram posicio-
nados em laminas silanizadas
(DAKO), levados a estufa, despa-
rafinizados e reidratados. Poste-
riormente, efetuou-se a recupera-
cao dos sitios antigénicos, exceto
para o LCA e BMP4 (segundo
orientacdo do fabricante).

Para o sistema de dupla mar-
cacdo DAKO EnVision®, efetua-
ram-se o bloqueio da peroxidase
endégena com H202 a 0,03%, a
lavagem das ladminas com tam-
pao Tris-HCl e a incubacdo dos
anticorpos primarios. A seguir, foi
realizada a aplicacdo do Labelled
Polymer HRP (horseradish peroxi-
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dase) e repetiu-se a lavagem com a solucdo-tampao.
Posteriormente, foi realizada a aplicacdo do cromége-
no diaminobenzidina (DAB) e efetuado o bloqueio da
dupla marcacdo. Aplicou-se o segundo anticorpo pri-
mario, o polimero AP (fosfatase alcalina), e a solucéo
substrato-cromégeno (fast red). A contra-coloracéo foi
realizada com hematoxilina de Mayer. Apés, os cortes
foram imersos num banho de amoénia e as laminulas,
fixadas em glicergel. Os cortes, corados segundo a téc-
nica imunoistoquimica, foram examinados em micros-
copio 6ptico binocular Zeiss-Standard 20. A marcacio
positiva apareceu como granulos castanhos para o
DAB (marcagéo para o LCA) e vermelha para o fast
red (demais anticorpos). Foram analisadas somente
as células marcadas no tecido conjuntivo das lesdes.
As lesoes foram observadas atribuindo-se os valores 1
para presenca e 0 para auséncia de imunomarcagao.

Apés a avaliacdo das ldminas, os dados foram
analisados por meio de estatistica descritiva e pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (Siegel,
1975), aos niveis de significdncia de 1 e 5%, utilizan-
do-se o programa Statistica for Windows, Versao 5.1
(Statsoft, Inc. USA, 1996).

Resultados

Foi observada a presenca ou auséncia de marcagéo
para os anticorpos em todos os espécimes, bem como
realizada comparacéo da expressao entre os trés gru-
pos de lesoes estudadas, conforme pode ser observado
na Tabela 1 e nas fotomicrografias (Fig. 1 a 5).

Tabela 1 - Expressdo das proteinas ciclina B1, Rb1, P27, BMP4 e LCA
nos trés grupos de lesoes avaliadas.

Expressao das proteinas

Grupos CB1 Rb1 P27 BMP4 LCA

Grupo | (n=8) 5 3 2 6 2 6 0 8 8 0

Grupo Il (n=8) 1 7 6 2 3 5 8 0 1

Grupolll(n=8) 4 4 3 5 3 5 3 5 7 1

Total (n=24) 10 14 11 13 8 16 11 13 16 8

Nas amostras do Grupo I, a imunomarcagédo para
LCA distribuiu-se de forma generalizada nos leucé-
citos do tecido, corando-os em castanho em todas as
laminas. A ciclina B1 marcou em vermelho, especial-
mente os angioblastos, em cinco casos (Fig. 1). As pro-
teinas Rb1l e P27 marcaram dois espécimes, revelan-
do especialmente os fibroblastos da lesdo. A proteina
BMP4 néao teve expressdo em nenhum espécime do
Grupo I (Fig. 2).
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Figura 7 Expressao da protelna LCA e Ciclina B1 no Grupo I (400x)
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Figura 2 - Expressao da protelna LCA e BMP4 no Grupo 1(200x)

A analise da presenga ou auséncia de marca-
cdo das proteinas, pela técnica imunoistoquimica,
nas amostras examinadas do Grupo I revelou haver
maior freqiiéncia das proteinas LCA e ciclina B1 em
relacdo a Rbl e P27, (p = 0,011) e em relacdo a BMP4
(p = 0,007), pelo teste de Mann-Whitney.

Em sete casos das amostras do Grupo II verifi-
cou-se auséncia de expressao da proteina ciclina Bl
(Fig. 3). A proteina Rb1 apresentou expressido em seis
casos e a P27, em dois, marcando os fibroblastos e
alguns angioblastos. A proteina BMP4 teve expres-
sdo nas células osteoprogenitoras e na matriz dssea
em todos os casos (Fig. 4). O LCA teve expressio nos
leucécitos em apenas um dos casos.

Figura 3 - Auséncia de expressdo da proteina LCA e ciclina
B1 no Grupo Il (200x)
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BMP4

Figura 4 - Expressao das proteinas LCA
e BMP4 no Grupo Il (400x)

A anadlise da presenca ou au-
séncia de marcacdo imunoistoqui-
mica no Grupo II revelou haver
maior freqiiéncia das proteinas
BMP4 e Rbl em relacdo a ciclina
Bl e LCA (p = 0,035). Também
se observou maior freqiéncia da
proteina BMP4 em relacdo a P27
(p = 0,035). Ja a proteina P27 néo
apresentou diferenca estatistica-
mente significante em relacdo as
demais (p = 0,207).

Os espécimes analisados no
Grupo III evidenciaram positivi-
dade para o LCA em sete casos
(leucécitos). Para a proteina ci-
clina B1, evidenciaram positivi-
dade nos angioblastos em quatro
casos; as proteinas Rb1 (Fig. 5) e
P27, em trés casos cada uma nas
células do tecido conjuntivo. A
proteina BMP4 teve expressdo em
trés casos entre as fibras do tecido
conjuntivo.
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Figura 5 - Expressao das proteinas LCA e
Rb1 no Grupo Il (400x)

Com relacdo as amostras sele-
cionadas do Grupo III, observou-se
marcacdo com todas as proteinas
utilizadas, entretanto a analise
estatistica demonstrou nao haver
diferenca significativa da freqiién-
cia entre as proteinas analisadas
(p = 0,092).

A analise comparativa da
presenca ou da auséncia de mar-
cacdo imunoistoquimica entre as
lesdes do Grupo I e do Grupo II
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revelou haver maior freqiiéncia
da proteina LCA no Grupo I (p =
0,0032) e da ciclina B1 em rela-
cao as demais proteinas, e menor
expressdo, estatisticamente sig-
nificativa, da proteina BMP4 no
Grupo I (p = 0,0007). Em relagdo
aos demais anticorpos, ndo houve
diferenca significativa (p = 0,092).

A analise estatistica permitiu
determinar uma freqiiéncia signi-
ficativamente maior para a pro-
teina BMP4 (p = 0,035) no Grupo
II e maior freqiiéncia para a pro-
teina LCA no Grupo III (p =0,011),
por meio da técnica imunoistoqui-
mica. Os demais marcadores nao
mostraram diferenca significativa
para ambas as lesodes (p = 0,207).

A analise comparativa da pre-
senca ou da auséncia de marcagdo
das proteinas entre o Grupo I e o
Grupo III demonstrou nao haver
diferenca significativa de expres-
s@o com os marcadores emprega-
dos (p = 0,674).

Discussao e conclusao

Quando foram observadas as
lesoes dos Grupos I e III pela ana-
lise da expressao da proteina LCA,
constatou-se que sua distribuicdo
ocorreu de modo semelhante en-
tre os dois grupos. J4, na analise
das lesdes do Grupo II encontrou-
se expressdo desta proteina em
um caso dos oito examinados, ndo
havendo, portanto, relevancia es-
tatistica. O emprego do LCA como
primeiro anticorpo primario foi
fundamental para bloquear uma
possivel ligacdo dos demais anti-
corpos (marcadores de ciclo celu-
lar) aos leucécitos, nos quais nio
se pretendia analisar a atividade
proliferativa.

Aciclina B1 teve expresséao tan-
to no Grupo I como no Grupo III,
especialmente nos angioblastos;
nessas duas lesoes verificou-se um
perfil de imunomarcacdo bastante
semelhante, evidenciada em cinco
casos do Grupo I e em quatro do
Grupo III; no Grupo II esteve pre-
sente num caso, nao havendo sig-
nificAncia estatistica. A expressio
dessa proteina identifica células
na fase G2 do ciclo celular, agindo
como reguladora da transicdo da
fase G2 para M. Conforme Pines
e Hunter (1994) e Trembley et al.

(1996), a ciclina B1 é um marcador
positivo da proliferacao celular,
isto é, indica que a atividade mi-
tética do tecido encontra-se acima
dos niveis usuais. Neste estudo,
nao houve superexpressao da cicli-
na B1, situacédo observada nas cé-
lulas de neoplasias malignas.

A proteina Rbl, evidenciada
no nucleo dos fibroblastos em seis
casos nas lesdes do Grupo II, apre-
sentou diferenca quanto a freqiién-
cia de expressdo em relagdo aos
demais grupos. No Grupo I esteve
presente em dois casos e em trés
do Grupo III; portanto, ndo foram
constatadas diferencas significati-
vas quanto a freqiiéncia de expres-
sdo nas lesoes nos Grupos I e III.
A Rb1 identifica as células na fase
G1 do ciclo celular, quando, en-
tdo, é pouco fosforilada. Portanto,
a analise da expressao desta pro-
teina nas lesdes estudadas sugere
que a proliferacdo celular é maior
nas lesoes dos Grupos I e III e que
a atividade é menor nas lesdes do
Grupo II. A Rb hipofosforilada re-
prime a transcricdo de genes que
sdo normalmente expressos duran-
te a fase S do ciclo celular, resul-
tando em inibicdo do crescimento.

No presente trabalho, nao fo-
ram observadas diferencas quanto
a freqiiéncia de expressao da P27
entre as lesdes dos Grupos I, I e
III. Segundo Korkolopoulou et al.
(2000), em tecidos normais, a P27
age bloqueando a proliferacdo ce-
lular, e a redugdo nos niveis desta
proteina esta associada a um au-
mento na atividade mitética celu-
lar. Neste estudo, nédo se identifica-
ram aberracoes na expressao desta
proteina nos tecidos examinados.

Quanto a proteina BMP4, néo
houve diferenca estatisticamente
significativa quanto a freqiiéncia
de expressao nas lesées do Grupo
I e do Grupo III; foi detectada em
trés casos do Grupo III, tendo ex-
pressao no tecido conjuntivo, entre
as fibras coldgenas. Mostrou dife-
renca significativa na freqiiéncia
de expressdo quando se comparou
0 Grupo II com os demais grupos,
apresentando-se tanto no teci-
do 6sseo como no citoplasma dos
osteoblastos. As lesdes do Grupo
III apresentam seus constituin-
tes num estagio mais maduro em
relacdo as do Grupo I, fato verifi-
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cado pela semelhanca de imuno-
marcagdo. O mesmo niao acontece
no Grupo II, porque o padrao de
imunomarcacdo encontrado, es-
pecialmente nas estruturas mine-
ralizadas, apresentou-se distinto
nas lesoes estudadas.

Os resultados da expressao
imunoistoquimica de localizacdo
da BMP4 mostraram que as lesées
ossificantes da gengiva apresenta-
ram marcagédo especialmente junto
as células relacionadas ao tecido
mineralizado, o que foi verificado
em todos os casos do Grupo II.
Esse aspecto coincide com os acha-
dos de Yang et al. (1993), os quais
demonstraram que a localizagdo
da BMP4 nos épulis fibrosos cal-
cificantes ocorreu em virtude da
presenca de células osteoprogeni-
toras (osteoblastos) potencialmen-
te ativas, originadas no ligamento
periodontal. Os mesmos autores
encontraram também, em menor
numero, marcacdo para BMP4 nas
fibras do tecido conjuntivo gengi-
val, que nao estda associado com
fibras periodontais. Concluiram
que aspectos pronunciados de in-
flamacéo cronica com ou sem di-
latacdo de capilares ndo sdo um
fendémeno incomum nos épulis fi-
brosos calcificantes e que, nessas
areas, nio ocorre formacdo Gssea.
Por essa razdo, sugere-se, com
base nos aspectos histopatolégicos
e de expressao da proteina BMP4,
que geralmente a ossificacdo néo
ocorre nas areas associadas com
macica infiltracao de células infla-
matoérias cronicas e dilatacdo de
vasos capilares.

A ocorréncia de semelhanca
clinica e histopatolégica entre fi-
bromas ossificantes periféricos e
granulomas piogénicos levou a que
se pensasse que os granulomas
piogénicos apresentassem matura-
cao fibrosa e subseqiiente minera-
lizacédo e evolucéo para o FOP (NE-
VILLE et al., 2004). Entretanto,
demonstrou-se (WRIGHT, JEN-
NINGS, 1979; BUCHNER e HAN-
SEN, 1987) a origem do tecido mi-
neralizado no fibroma ossificante
periférico a partir do periésteo ou
do ligamento periodontal. No pre-
sente estudo, a positividade para
BMP4 também foi demonstrada, a
exemplo dos achados de YANG et
al., (1993).

Os aspectos observados neste
estudo indicam uma origem dis-
tinta para as entidades classifica-
das como Grupo II - derivadas do
ligamento periodontal - e as lesoes
do Grupo III - originadas a par-
tir do tecido conjuntivo gengival.
Estas lesoes (Grupo III) poderiam
derivar de um processo de depo-
sicdo de colageno e proliferacdo
fibroblastica a partir do GP, con-
forme sugerem Aratdjo e Aradujo
(1984) e Shafer et al. (1987). Essa
constatacdo confirma a hipétese
de evolugdo do granuloma piogé-
nico, o qual, num processo de ma-
turacéo, poderia atingir o aspecto
histopatolégico verificado nas le-
soes do Grupo III.

Verificou-se através do uso dos
anticorpos para ciclina B1, Rbl,
P27, BMP4 e LCA que o padrio
de imunomarcacdo nas lesdes do
Grupo I foi diferente do padréo
observado no Grupo II. Contudo,
constatou-se semelhanca no pa-
drido de imunomarcacdo das le-
soes do Grupo I com o Grupo III.
A expressao das proteinas atra-
vés da técnica imunoistoquimica
utilizada aponta para uma maior
atividade proliferativa das células
no Grupo I em relacdo ao Grupo
II, tanto pela menor freqiiéncia de
expressido da proteina P27 como
pela maior freqiiéncia de expres-
séo da ciclina B1 no Grupo I e,
também, pelas diferencas signifi-
cativas com os marcadores BMP4
e LCA entre os dois grupos.

De acordo com os resultados ob-
tidos pela expressdo das proteinas
utilizando os anticorpos LCA, ci-
clina B1, Rb1, P27 e BMP4, confir-
mou-se que as lesées do Grupo I, do
Grupo II e do Grupo III represen-
tam entidades benignas, por nio
terem apresentado superexpresséo,
tampouco inativacdo das proteinas
reguladoras de ciclo celular.

A andlise conjunta dos dados
histopatolégicos e dos marcadores
da proliferacdo celular confirma a
teoria de que as lesdes analisadas
no Grupo II tém sua origem em
células mesenquimais osteoproge-
nitoras do ligamento periodontal,
0 que nao pode ser inferido para
a origem das lesdes do Grupo III.
Este estudo também indica que
as lesdes do Grupo I e do Grupo
III apresentam expressado de pro-
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teinas semelhante e que a ati-
vidade proliferativa das células
(angioblastos e fibroblastos) que
compoem o estroma das lesdes no
Grupo III é maior que a atividade
das lesdes do Grupo II, como de-
monstrado pela expressao de pro-
teinas indicadoras de proliferacéo
celular empregadas neste estudo.

Abstract

It was performed an expression
analysis of the proteins cyclin B1,
Rb1(Retinoblaston Gen 1), P27(
Protein 27), BMP4 (Bone Morpho-
genetic Protein 4) and LCA (Leu-
cocitary Commun Antigen), by the
doublestain immunohistochemical
method, in 24 cases of proliferative
gingival lesions divided into three
groups, according to their histopa-
thological features: Group I (pyoge-
nic granuloma), Group II (periphe-
ral ossifying fibroma) and Group III
(pyogenic granuloma with calcifica-
tion) in consonance with the inclu-
sion criteria of this study. LCA was
employed as first primary antibody
in all specimens. The genes cyclin
B1, P27 and Rb have a critical role
in the regulation of the transition in
phases of cellular cycle, which are
often altered in various neoplasic
entities. Thus, the aim of this stu-
dy was to compare the expression of
such proteins among three lesions,
in order to provide information on
the proliferative activity of cells
present in the tissue. The antibody
anti-BMP4 was employed with the
aim of assessing and comparing its
expression in the stroma of lesions
which produce mineralized mate-
rial. Results showed similarity in
relation to the expression of the
proteins cyclin B1, Rb1l, P27 and
LCA, in the lesions of Groups I and
ITI, and distinct expression in rela-
tion to lesions of Group II. The ex-
pression of the protein BMP4 in the
lesions of Group II and III suggests
different origins for the mineralized
material of such lesions. The ne-
gative expression of protein BMP4
in lesions of Group I confirms the
absence of osteoprogenitor cells in
their stroma.

Key words: pyogenic granuloma,

peripheral ossifying fibroma, cyclin
B1, Rb1, P27, BMP4, LCA.
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