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RIBEIRO, Livia Silva Figueiredo e. Distribuicdo de mastocitos e sua relacao
com a degradacgéo das fibras colagenas em tecidos periodontais: estudo de
caso-controle, 80f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2016.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a relagdo entre a distribuicdo e degranulacdo de mastécitos
(MCs) em tecidos periodontais em casos de periodontite, com a degradacao do
colageno e com parametros clinicos de profundidade de sondagem, nivel
clinico de insercao e distancia da juncdo cemento-esmalte & margem gengival.
Materiais e métodos: Trinta e quatro amostras foram selecionadas, sendo 16
de periodontite (grupo caso) e 18 de saude ou gengivite (grupo controle).
Imunohistoquimica foi feita para identificacdo de MCs e coloracdo de
Picrosirius para avaliar as fibras colagenas. O niumero de MCs foi determinado
por mm? no epitélio oral, epitélio juncional e na lamina prépria em microscopia
de luz convencional e a avaliacdo da degranulacdo de MCs e do colageno
foram feitas no tecido conjuntivo. Teste t e qui-quadrado (p<0,05) foram feitos
para comparar 0os dois grupos e a correlacdo de Pearson foi feita para analisar
a relacdo dos MCs e os parametros clinicos periodontais. Resultados: A
quantidade de mastdcitos foi significantemente maior (p=0,04) no grupo caso
(339,01+188,94 MCs/mm?) comparada ao grupo controle (211,14+131,13
MCs/mm?) no tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério. N&o houve relagéo
entre a degradacdo do colageno entre os grupos, nem da degranulacédo e o
diagndstico periodontal e nem entre a degranulacdo e degradacéo das fibras
colagenas (p = 0,30). No grupo controle houve relacdo entre maior nimero de
MCs no tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério e a degradacdo de
colageno (p=0,001). Houve correlagéo significante entre o0 nimero de MCs e a
profundidade de sondagem (p=0,04). Conclusdo: Os mastdcitos estdo
envolvidos na patogénese das doencgas periodontais, independente do estagio
da doenca e podem estar associados a degradacdo das fibras colagenas do
tecido conjuntivo gengival na saude periodontal e nos estagios iniciais das
doencas periodontais.

Palavras chaves: Mastdcitos, periodontite, gengivite, colageno, caso-controle.



RIBEIRO, Livia Silva Figueiredo e. Distribution of mast cells and its relationship
with the degradation of collagen fibers in periodontal tissue: case-control, 80f.
Thesis (Master's Degree). School of Dentistry, Federal University of Babhia,
Salvador, 2016.

ABSTRACT

Aim: To evaluate the relationship between the distribution and degranulation of
mast cells (MCs) in periodontal tissues in cases of periodontitis, with the
degradation of collagen and clinical parameters of probing depth, clinical
attachment level and distance from the cemento-enamel junction to gingival
margin. Methods: Thirty-four cases were selected, 16 of periodontitis (case
group) and 18 health or gingivitis (control group). Immunohistochemistry was
performed to identify MCs and picrosirius staining to assess the collagen fibers.
The number of MCs was determined by mm? in oral epithelium, junctional
epithelium and lamina propria in conventional light microscopy and evaluation of
degranulation of MCs were made in collagen connective tissue. Chi-square test
and t test (p<0.05) were made to compare the two groups and Pearson
correlation was made to examine the relationship of MCs and periodontal
clinical parameters. Results: The number of mast cells was significantly higher
(p=0.04) in the case group (339.01+188.94 MCs/mm?) compared to the control
group (211.14+131.13 MCs/mm?) in the connective tissue with inflammatory
infiltrate. There was no significant relationship between collagen degradation
and groups, or degranulation and periodontal diagnosis or between
degranulation and collagen fibers degradation (p=0.30). In the control group
there was a relationship between more MCs in connective tissue without
inflammatory infiltrate and collagen degradation (p=0.001). There was a
significant correlation between the number of MCs and probing depth (p=0.04).
Conclusion: Mast cells are involved in the pathogenesis of periodontal
diseases, regardless of the stage of the disease and can be associated to the
collegen degradation in health periodontal tissue and in early stages of
periodontal diseases.

Key words: Mast cells, periodontitis, gingivitis, collagen, case-control
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1 INTRODUCAO

A saude periodontal ocorre na cavidade bucal quando existe um estado
de equilibrio entre os microorganismos periodontopatogénicos e o hospedeiro,
nao resultando em danos aos tecidos periodontais (GENCO, 1992). A
periodontite € uma infeccdo inflamatodria crénica caracterizada pela interacao
entre bactérias periodontopatogénicas e a resposta inflamatoria do hospedeiro,
resultando na liberacdo de mediadores quimicos pré-inflamatérios que levam a
destruicdo dos tecidos periodontais e consequentemente, a perda éssea
alveolar. Em sitios doentes, o desafio microbiano resulta em alteracdes no
mecanismo normal de defesa inata no periodonto (DARVEAU, 2010) ocorrendo
alteracdes significantes nas proporcdes de populacdes de células especificas,
incluindo fibroblastos, mastocitos, macréfagos e células inflamatérias (CHO &
GARANT, 2000).

Os mastocitos sdo tidos como efetores cruciais em condicdes
inflamatorias crébnicas como, artrite reumatbéide (LEE et al., 2002),
arteriosclerose (HANSSON, 1999) e periodontite (GEMMELL et al., 2004a;
STEINSVOLL et al., 2004). Nos tecidos periodontais eles estdo presentes
dentro e abaixo do epitélio gengival (ZACHRISSON & SCHULTZ-HAUDT,
1968; STEINSVOLL et al., 1999) e sdo encontrados em tecidos gengivais
saudaveis e doentes, (LINDHE et al, 2008). Quando ativados por
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos podem liberar mediadores quimicos pro-
inflamatorios, diversas citocinas, proteinas séricas e metaloproteinases da
matriz (MMP) (BEFUS et al.,, 1987; BEFUS et al., 1999; NAESSER et al.,
2003). O papel dos mastoécitos nas doencas periodontais € tema diverso. Em

tecidos gengivais inflamados e em cicatrizacdo, alguns autores encontraram
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elevacdo da quantidade destas células (SHARPIRO et al., 1969; KENNETT et
al., 1993; BATISTA et al., 2005; LAGDIVE et al., 2013; HUANG et al. 2013) e
outros observaram reducdo do numero de mastécitos (SHELTON, 1968;
ROBINSON & DE MARCO, 1972; GEMMELL et al., 2004a).

Além dos mastocitos, outra célula abundante no tecido periodontal € o
fibroblasto. Eles sintetizam as proteinas de colageno e elastina (CAIRNS &
WALLS, 1997). A ativacdo de mastocitos € uma caracteristica de inflamacéo
cronica, condicdo que pode conduzir a fibrose tecidual como resultado do
aumento da sintese de colageno pelos fibroblastos (CAIRNS & WALLS, 1997)
ou a degeneracdo das fibras coldgenas (GOLIJANIN et al. 2015). Evidéncias
apontam para uma estreita interacdo entre mastocitos e fibroblastos, que pode
ser crucial na patogénese de diversas doencas, como doenca pulmonar
fibrética, formacao de queldide, doenca crénica do enxerto versus hospedeiro,
no reparo de feridas e outras condi¢des cronicas (ATKINS, 1987; ROUSS &
CAUGHEY, 1995; CASTRO et al.,, 2014). A absorcdo de granulos de
mastoécitos degranulados por fibroblastos sugere que componentes granulares
dos mastocitos possam modular a funcdo das células do tecido conjuntivo
(ATKINS, 1985).

Assim, o objetivo deste trabalho € avaliar a distribuicdo dos mastdcitos
nos tecidos periodontais e sua relacdo com a degradacdo do colageno nestes
mesmos tecidos, clinicamente normais ou inflamados, bem como avaliar a
relacdo entre a distribuicio de mastocitos e o0s pardmetros clinicos

periodontais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecidos Periodontais

O periodonto corresponde a todos os tecidos de suporte dos dentes,
formado pela gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e 0sso
alveolar. Cada componente periodontal € formado por estruturas
especializadas e suas caracteristicas estruturais estdo diretamente
relacionadas as suas funcdes. Além disso, o bom funcionamento do periodonto
s6 é conseguido através da integridade e pela interacdo entre 0s seus
componentes (NANCI & BOSSHAEDT, 2006).

O periodonto de protecdo compreende toda a extensdo da gengiva.
Clinicamente ela é a parte da mucosa oral que reveste o 0sso alveolar e
circunda a parte cervical dos dentes (CHO & GARANT, 2000) enquanto que
microscopicamente a gengiva € composta pelo epitélio oral (EO), epitélio
juncional (EJ) e tecido conjuntivo (TC) subjacente, também chamado de lamina

propria (NANCI & BOSSHAEDT, 2006; LINDHE et al., 2008).

2.1.1 O Tecido Gengival

O tecido gengival é formado por tecidos epiteliais e tecido conjuntivo. O
componente epitelial da gengiva apresenta variacdes morfolégicas que refletem
a adaptacado deste tecido ao dente e ao 0sso alveolar. Estas variacdes incluem
o Epitélio Oral do Sulco, Epitélio Oral e o Epitélio Juncional (CHO E GARANT,
2000).
O epitélio sulcular ou epitélio oral do sulco (EOS) fica voltado para o dente,

porém nao entra em contato com a superficie dental (LINDHE et al., 2008).
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O epitélio oral (EO) € um epitélio pavimentoso estratificado queratinizado
e o principal tipo celular € o queratindcito, correspondendo a cerca de 90% da
populacao total de células epiteliais e sua taxa de renovacéo acontece a cada
9-12 dias (CHO & GARANT, 2000). Quando o dente esta irrompendo ha uma
aproximacdo do epitélio oral com epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte e
posteriormente, essa confluéncia origina o epitélio juncional (CHO & GARANT,
2000; NANCI & BOSSHAEDT, 2006).

O epitélio juncional (EJ) consiste de um epitélio escamoso estratificado
que esta firmemente aderido a superficie dental, formando uma barreira
epitelial contra o biofilme bacteriano, localizado na juncdo cemento-esmalte em
tecido periodontal saudavel (CHO & GARANT, 2000). As células do epitélio
juncional apresentam uma rapida taxa de renovacao celular, acontecendo em
meédia a cada 4-6 dias, significantemente maior que no epitélio oral e favorece
um rapido reparo ao dano tecidual (CHO & GARANT, 2000; NANCI &
BOSSHAEDT, 2006). Espacos cheios de liquido ocorrem normalmente entre as
células do EJ e contém leucécitos polimorfonucleares e mondcitos, que
passam a partir do tecido conjuntivo em dire¢cdo ao sulco gengival (NANCI &
BOSSHAEDT, 2006).

O tecido conjuntivo (TC) ou lamina propria € o componente tecidual
predominante da gengiva, suporta e estd imediatamente subjacente ao epitélio
juncional. Os principais componentes do tecido conjuntivo gengival sdo os
fibroblastos, fibras colagenas, vasos, nervos e matriz extracelular (LINDHE et
al., 2008) e este tecido apresenta alta taxa de renovacéao celular, favorecendo a
uma boa capacidade regenerativa e de cicatrizagdo. A matriz de colageno é

organizada em feixes de fibras, que constituem o aparelho de fibras colagenas
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gengivais e apresenta uma extensiva rede vascular (CHO & GARANT, 2000;
NANCI & BOSSHAEDT, 2006). Fisiologicamente, diversos tipos celulares
(macrégafos, neutrofilos, linfocitos, mastocitos) continuamente extravasam de
capilares e migram em direcdo ao epitélio juncional e epitélio sulcular,
eventualmente para o fluido da cavidade bucal, ndo resultando em nenhuma
alteracdo tecidual. Assim, mesmo em condi¢cdes clinicas normais, a lamina
prépria apresenta células componentes do infiltrado inflamatério, apresentando
um estado inflamatério subclinico (NANCI & BOSSHAEDT, 2006). Os feixes de
colageno estdo ancorados nas fibras extrinsecas do cemento acelular, abaixo
do ponto terminal do epitélio juncional e formam a insercdo de tecido
conjuntivo, o qual suporta o epitélio juncional (NANCI & BOSSHAEDT, 2006). A
estabilidade desta insercdo do tecido conjuntivo € um fator essencial na
limitacdo da migracdo do epitélio juncional (CHO & GARANT, 2000) e
manutencdo da salde periodontal. O colageno tipo | € o principal tipo
encontrado, representando cerca de 85% das fibras colagenas gengivais e o
colageno tipo Il pode ser encontrado em menores proporcdes (PAGE &
SHROEDER, 1976).

Além das células inflamatérias, os mastocitos (MCs) também sé&o
encontrados nos tecidos periodontais tanto em condi¢cdes de saude quanto de
doencas periodontais, especialmente proximos aos vasos sanguineos do tecido
conjuntivo (PAGE & SHROEDER, 1976; LINDHE et al., 2008). Em casos de
doencas periodontais a inflamagédo predomina devido a ativagdo de inUmeras
células, como linfocitos, macrofagos, fibroblastos, mastocitos e liberacdo de

mediadores pré-inflamatérios. Alteragdes nos tecidos gengivais na condicao de
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doenca incluem a degradacdo de colageno e perda de funcdo dos tecidos

(GOLINJANIN et al.,2015).

Figura 1. Desenho esquematico do corte histolégico da anatomia periodontal. Fonte: Lindhe
et al., 2008; 5% ed.

2.2 Etiopatogénese da Doenca Periodontal

A saude periodontal ocorre no microambiente bucal quando existe um
estado de equilibrio entre os microorganismos periodontopatogénicos e o
hospedeiro, ndo resultando em danos aos tecidos periodontais (GENCO,
1992). Gengivite e Periodontite sdo doencas infecciosas e inflamatorias que
acometem os tecidos periodontais de uma grande porcentagem da populagéo
mundial, inclusive dos mais jovens (NANCI & BOSSHAEDT, 2006).

O agente etiolégico destas doencas é o biofilme bacteriano colonizado
por bactérias. Entretanto, sabe-se que apenas a presenca de bactérias

patogénicas € insuficiente para o desenvolvimento da doenca (GEMMELL et
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al., 2002) e admite-se que a resposta imunoldgica e inflamatéria do hospedeiro
ao desafio bacteriano desempenhe um papel importante tanto para a iniciacdo
quanto progressdo da doenca (HUANG et al.,, 2013). O avanco da doenca
ocorre devido a uma combinacao de fatores, incluindo a presenca de bactérias
periodontopatogénicas, altos niveis de citocinas pro-inflamatdrias,
metaloproteinases da matriz (MMPS), prostaglandina E; (PGE,) e baixos niveis
de citocinas anti-inflamatorias, incluindo a interleucina-10 (IL-10) (GEMMELL &
SAYMOUR, 2004b).

Inicialmente o biofilme é formado de bactérias gram-positivas, presentes
na superficie dos dentes e do sulco gengival (PAGE & KONMAN, 1997). Esta
organizacdo em biofilme confere condi¢des favoraveis para o desenvolvimento
microbiano ja que retém substancias produzidas pelas proprias bactérias e ao
mesmo tempo as protege de elementos de defesa do hospedeiro e de agentes
antimicrobianos. Células fagocitarias como neutréfilos e macrofagos constituem
a primeira linha de defesa contra infec¢cdes bacterianas, sendo responsaveis
pela resposta imunolégica inata. Neutréfilos podem ser encontrados dentro do
sulco gengival e migram através do epitélio juncional em todos os estagios da
doenca periodontal para tentar conter a infeccdo (GEMMEL & SAYMOUR,
2004b). Neste momento ocorre aumento da permeabilidade dos capilares
gengivais, aumento da expressao de moléculas de adesdo (ICAM-1, ELAM-1),
ativacdo de componentes do sistema complemento e de enzimas, como as
metaloproteinases da matriz (MMPs) (GENCO, 1992; GEMMEL & SAYMOUR,
2004b; DARVEOU, 2010) que perpetuam a resposta inflamatoria.
Microscopicamente as alteracbes teciduais observadas incluem a proliferagao

do epitélio juncional, levando a migragdo celular, vasculite dos vasos
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sanguineos, destruicdo das fibras coldgenas e aumento progressivo do
infiltrado inflamatério (PAGE & SHOROEDER, 1976). A persisténcia bacteriana
em proximidade aos tecidos periodontais humanos torna a resposta
inflamatoria inicialmente aguda, com predominio de alteracbes vasculo-
exsudativas e degradacdo de colageno, em uma lesdo crénica, com formacéo
de bolsa periodontal e neste momento os mecanismos efetores desta primeira
linha de defesa podem ser insuficientes para eliminar o patdgeno, visto que
algumas bactérias, principalmente as gram-negativas (Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia entre
outras), sdo capazes de evadir a resposta imune inata do hospedeiro, inibindo
a migracdo de neutrofilos e a producdo de citocinas pelas células epiteliais
(GEMMEL & SEYMOUR, 2004b).

A resposta imune adaptativa é entdo ativada e o balanco desta resposta
imune a infeccdo € regulado pelas citocinas produzidas pelas células T helper
(Th), tanto das células Thl quanto das células Th2 (GEMMEL & SEYMOUR,
2004b). Ambas as células Thl e Th2 expressam o marcador CD4", mas s&o
distintas umas das outras por sua producdo de citocinas. As células Thl
produzem principalmente IL-2, IFN-y e TNF-a enquanto que as células Th2
produzem IL-4 e IL-6 (GEMMEL & SEYMOUR, 2004b). Todas estas citocinas
tem varias funcbes e podem ativar outras células T, incluindo as células T
citotoxicas, que expressam o marcador CD8" (LINDHE et al., 2008). Outra
grande quantidade de antigenos que ocorrem no ambiente periodontal requer
envolvimento de elementos do sistema imune do hospedeiro diferente daqueles
envolvidos na imunidade mediada por células. Anticorpos especificos sdo

produzidos por plasmécitos, que representam o estagio final das células B, e
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estédo presentes no fluido do sulco gengival. Tem a capacidade de se ligarem a
antigenos e caracterizam a imunidade humoral do hospedeiro (GEMMEL &
SEYMOUR, 1998). A ativacdo e diferenciacdo das células B requerem a
presenca de algumas citocinas, principalmente as produzidas pelas células Th2
(GEMMEL & SEYMOUR, 1998).

Varios estudos tendem a confirmar que ha uma alteracdo na populacéo
celular do periodonto em casos de doenca periodontal. Uma mudanca de
gengivite para periodontite envolveria a substituicio de uma lesdo
predominantemente composta por células T para uma lesdo abundante em
células B / plasmécitos (GEMMEL et al.,2002; GEMMEL & SAYMOUR, 2004b;
GEMMEL et al., 2004a). Citocinas das células Thl podem ser o principal
mediador inflamatoério presente na lesdo periodontal inicial e estavel, onde a
producdo de IFN-y pode aumentar a atividade fagocitaria de neutréfilos e
macrofagos e consequentemente conter a infeccdo (GEMMEL & SEYMOUR,
2004b). J4 na doenca avancada, o predominio de células B pode sugerir o
papel das células Th2 na patogénese das doencas periodontais (GEMMEL &
SEYMOUR, 2004b). Dados sugerem que lesbes de periodontite sdo reguladas
por células Thl e Th2 (GEMMEL & SEYMOUR 2004b; LINDHE et al., 2008).

Estimulo de mastdcitos e subsequente producéo de IL-4 pode favorecer
a resposta Th2, ativacdo de células B e producdo de anticorpos, podendo
contribuir na modulacdo de eventos celulares e humorais dos mecanismos de
defesa do hospedeiro contra infec¢bes bacterianas (GEMMEL & SEYMOUR
2004b, VILLA et al., 2001, WELLE et al., 1997), conferindo provavelmente a
participagdo dos mastocitos na patogénese de condi¢cdes inflamatorias

crdnicas, como a doenca periodontal.
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Todos estes eventos ainda sofrem influéncia de diversos modificadores
genéticos e ambientais ou adquiridos (PAGE & KORNMAN, 1997), como héabito
de fumar, estresse psicolégico e doencas sistémicas como diabetes. Estes
fatores modificam a resposta do hospedeiro e 0os mecanismos patologicos
pelos quais as bactérias causam inflamacao, interferindo na progresséo e
gravidade das doencas periodontais bem como podem responder a enorme
variacdo da suscetibilidade entre os individuos quanto ao desenvolvimento das

doencas periodontais (PAGE et al., 1997).

| Fatores Sistémicos e Ambientais

| |

Resposta imuno- Metabolismo Sinais clinicos do
inflamatéria do do tecido - inicio e
hospedeiro conjuntivo e progressido da DP
osseo

T T

| Fatores Geneticos

Desafio

Bacteriano

Figura 2. Modelo da Etiopatogénese da Doenca Periodontal de humanos.
LPS: Lipopolissacarideo; Ag: Antigeno; PMN: Polimorfosnucleares; Ac: Anticorpo; PGE,:
Prostaglandina E,; MMP: Metaloproteinase de matriz. Adaptado de Page & Kornman, 1997.

2.3 Mastocitos

Os mastocitos (MCs) sao ceélulas globosas, grandes, com nucleo
esférico e central, 0 qual se apresenta geralmente encoberto pela granulacéo
basdfila que ocupa seu citoplasma, principalmente granulos de histamina,

serotonina, heparina e proteases. Sdo derivadas de progenitores
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hematopoiéticos CD34" da medula 6ssea e, em geral, ndo sdo encontrados na
circulacado sanguinea (STEINSVOLL et al., 2004; CURVINEL et al., 2010). Da
medula 6ssea, 0s progenitores migram para os tecidos periféricos como células
imaturas e se diferenciam em MCs in situ, de acordo com as caracteristicas
particulares do microambiente em que estdo (STEINSVOLL et al.,, 2004;
HALLGREN & PJLER, 2006). Sao diferenciadas as populacbes de MCs de
acordo com seus fendtipos, sendo identificado como fendétipo de tecido
conjuntivo (MC+c), quando seus granulos apresentavam as proteases quimase
e triptase ou apresentam o fendtipo de mucosa (MCy), expressando apenas

triptase (WALSH et al., 1995), figura 3.

@ Medula o6ssea: Célula

-L progenitora pluripotente

CD34~

Sangue: Célula precursora

Mucosas Tecido Conjuntivo
Triptase® Quimase* e Triptase®

Figura 3. Origem dos mastécitos a partir de células hematopoiéticas plutipotentes da medula
Ossea. Se diferenciam na medula, em seguida vao para corrente sanguinea e completam sua
diferenciagdo no microambiente em que se encontram. (Adaptado de Steinsvoll et al., 2004).

Os mastécitos estdo presentes em praticamente todos os tecidos
humanos (GALLI et al.,, 1999), distribuindo-se estrategicamente nos tecidos
vascularizados, epitélio e proximo de vasos, nervos, células musculares, vias

aéreas, trato gastro-intestinal, sendo particularmente abundantes em areas de
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contato com o meio ambiente e desempenham papel primordial nas reaces
inflamatorias (METCALFE et al., 1997; GALLI et al., 2005).

A membrana dos mastécitos apresentam receptores de alta afinidade
para as moléculas de IgE, e sédo ativados pelo reconhecimento de antigenos
multivalentes pelas IgEs. Estimulos como produtos da ativacdo do sistema
complemento, venenos de animais, neuropeptideos e diversos agentes fisicos
(trauma mecanico, calor, frio) podem ativar mastécitos, independentemente da
ligacdo de IgE (CURVINEL et al., 2010). Quando ativados, 0os mastocitos
degranulam e diversas substancias pré-formadas sao liberadas no espaco
extracelular seguidas pela liberacdo de mediadores neoformados (CURVINEL
et al., 2010). A quantidade e a qualidade da degranulacdo depende da
natureza e intensidade do estimulo, bem como do pH e da temperatura do
meio (METCALFE et al., 1997).

Os mediadores produzidos e liberados pelos mastocitos possuem
diferentes atividades biol6gicas (RECH & GRACA, 2006), sendo que um
mediador pode ter mdultiplas funcdes, bem como varios deles podem ter
funcdes similares (METCALFE et al., 1997), sendo importantes principalmente
tanto nas respostas inflamatorias quanto nas respostas alérgicas (RODINI et
al., 2004).

Os mastocitos ativados podem ainda sintetizar novos mediadores
vasoativos, como por exemplo, fator ativador de plaguetas (PAF), mediadores
guimiotaticos, fator estimulador de crescimento de colénias de macréfagos
(GM-CSF), fator de necrose tumoral a (TNF-a), fator transformador de
crescimento B (TGF- B), fatores de crescimento e de angiogénese (VEGF e

PDGF), derivados do acido araquidbnico (leucotrienos e prostaglandinas) e
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uma seérie de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1a, IL-1B, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-8, IFN-y (CHARTEJJE et al., 2008; WALSH, 2003). Além disso, estas
células sdo uma rica fonte de enzimas proteoliticas, tais como triptase, quimase
e 0 acido hialurdnico, que participam na degradacdo do tecido conjuntivo

(BARNETT, 1973a; MARSHALL, 2004; CHATTERJEE et al., 2008), figura 4.

Aminas biogénicas
(p.ex., histamina)

Mediadores lipidicos
(p.ex., PAF, PGD,, LTC,)

B . Citocinas
Mediadores \ - _ (p.ex.. TNF)
\ Mediadores lipidicos

\ (p.ex., PAF, PGD,, LTCy)

Enzimas
(p.ex., triptase)

Figura 4. Mast6citos ativados degranulam e liberam no meio extracelular seus grénulos ou
mediadores bioativos. PAF. Fator ativador de plaquetas; PGD,: Prostaglandina D,; LTCy:
Leucotrieno C,. (Adaptado de Abbas et al., 62 edicdo, 2008).

Esta ampla variedade de mediadores liberados pelos mastoécitos altera o
microambiente em que estdo e permite desenvolver e modular diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos. Sdo amplamente considerados como
células efetoras importantes nas respostas inflamatérias de hipersensibilidade
imediata e tardia e na patogénese da inflamacgé&o crbnica, contribuindo para a
iniciacdo e amplificagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra
infeccbes bacterianas (RODINI et al.,, 2004). Embora a participacdo dos

mastocitos na fagocitose e/ou apresentacdo de antigenos seja, em muitos
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casos, pequena (em comparacdo com outros tipos de células) ndo ha duvida
de que eles sédo extremamente eficientes em iniciar a inflamacéo (GALLI et al.,
1999).

WALSH et al. (1995) evidenciaram que o0s mastécitos apresentam
também o potencial de influenciar as células vizinhas, através do contetudo de
seus granulos, resultando em efeito inibitorio, téxico ou estimulador. Também
sdo capazes de ativar os linfécitos T naive em células efetoras, assim como
respostas de anticorpos a antigenos especificos (RODINI et al., 2004).

PINHEIRO (2006) relata os possiveis mecanismos para a participacao
dos mastocitos através de seus mediadores, no processo de colagenizacdo. Os
fibroblastos séo estimulados pela histamina liberada pelos MCs e aumentam a
sintese de colageno in vitro e in vivo. O crescimento dos fibroblastos e o
aumento na sintese de colageno também sofrem influencia da heparina. A
triptase dos mastdécitos induz a proliferacdo de fibroblastos in vitro, além de ser
um fator fibrogénico capaz de estimular a sintese de RNAmM e quimiotaxia.

Os métodos histoquimicos mais eficientes para marcacao dos MCs séo
o azul de toluidina em pH baixo e técnicas imunohistoquimicas para detectar
especificamente triptase ou quimase (METCALFE et al., 1997; JOLLY et al.,
1999). Nas técnicas imunohistoquimicas utilizam-se anticorpos monoclonais
contra triptase e quimase, ou contra receptores de superficie dos MCs (JOLLY
et al., 1999; RAMIREZ-ROMERO et al., 2000). As proteases sdo o melhor

marcador especifico para MCs (METCALFE et al., 1997).
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2.4 Mastaocitos nos Tecidos Periodontais

Os mastocitos (MCs) sédo encontrados em todos os tecidos da cavidade
bucal, sendo encontrados nos tecidos periodontais tanto em condi¢cbes de
salude quanto de doenca (WALSH et al.,, 1995). O numero de mastocitos
detectados é diferente para os diferentes tecidos periodontais (STEINSVOLL et
al., 2004; BATISTA et al.,, 2005) e ainda ndo esta claro se ha uma real
mudanca na populacdo de mastécitos nos tecidos gengivais durante a
inflamacédo (BATISTA et al., 2005).

Embora exista uma significante contribuicdo dos mastécitos e seus
mediadores para a destruicao tecidual e propagacdo da resposta inflamatoria,
fazendo com que esse tipo celular em atividade potencialize o dano tecidual
(VAN DYKE & KORNMAN, 2008), a contribuicdo dos mastécitos na progressao
da doenca periodontal ainda ndo esta bem estabelecida (BATISTA et al.,
2005). Entre os mediadores derivados dos MCs, a heparina, histamina, 6xido
nitrico (NO) e citocinas, como o TNF-a, provavelmente contribuem para a
destruicdo tecidual periodontal e reabsorcdo éssea alveolar, com objetivo de
eliminar os produtos bacterianos (BATISTA et al.,, 2005). J& se sabe que a
liberacdo de histamina, principal mediador liberado pelos MCs, aumenta a
permeabilidade capilar, o edema e favorece diretamente a migracao de células
inflamatorias para a area que estdo (VEHABI et al., 2010) e estas mudancas
representam a principal caracteristica histopatolégica das doencas periodontais
(AESCHLIMANN et al., 1980). Presume-se que os MCs presentes no tecido
gengival sdo a principal fonte de histamina e por esta razdo, variagdes na
populacdo de MCs podem estar relacionadas aos diferentes niveis de saude

periodontal (AESCHLIMANN et al., 1980).
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CARRANZA & CABRINI (1955) foram os primeiros a pesquisar a
presenca de mastécitos em casos de doenca periodontal humana. Eles
observaram um grande numero de MCs tanto em tecido gengival normal
guanto em casos de gengivite.

SANTOS (1961) estudou a presenca de MCs nas doencas periodontais
humanas, suas caracteristicas morfolégicas e localizacdo. Foi notado aumento
proporcional de MCs com aumento de células do infiltrado inflamatorio.

SHAPIRO et al. (1969) realizaram um estudo com objetivo de determinar
se ha aumento de MCs em casos de doenca periodontal crénica. Bidpsias da
regido de pré-molar superior foram obtidas de 35 individuos (14-50 anos) com
doenca periodontal cronica apresentando bolsas periodontais variando de 4 a 6
mm de profundidade e estes individuos representavam o grupo caso (grupo I).
O controle (grupo 1) foi composto por 13 individuos (15-64 anos) com gengiva
clinicamente saudavel e as biopsias também foram feitas na regido de pré-
molar superior. Os fragmentos foram processados com coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE) e azul de toluidina e os MCs foram contados em
microscopia de luz, 400x, por um Unico examinador que néo tinha informacao
sobre o diagnéstico clinico dos espécimes. A média do nuamero de MCs
encontrada no grupo | foi de 4,7, enquanto que a média do grupo controle foi
de 2,7 MCs. O numero médio de MCs por campo microscopio no grupo | variou
entre 0,7 a 13,4, enquanto no grupo Il, a variacéo foi de 0,4 a 6,8 células. Além
disso, no grupo controle, 11 dos 13 cortes (84,6%) apresentaram menos de 4
MCs por campo analisado e no grupo caso, 19 dos 35 cortes (71,4%)
mostraram média de 2 a 6 MCs por campo analisado. Os dados foram

estatisticamente significantes (p<0,05) e mostraram maior nimero de MCs no
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grupo caso do que nos individuos clinicamente saudaveis. Os autores
concluiram que a reabsorcdo 0ssea alveolar pode entédo estar relacionada com
0 aumento da quantidade de mastdécitos nos tecidos gengivais.

BARNETT (1973a, 1973b) descreveu varias diferencas entre os MCs no
tecido epitelial e conjuntivo vistos na doenca periodontal e na saude. Os MCs
epiteliais vistos em gengiva saudavel apresentavam granulos numerosos e
distribuidos por toda célula, degranulacao vista ocasionalmente e o nacleo nem
sempre podia ser visto. Os MCs epiteliais da bolsa periodontal apresentaram
caracteristicas indicativas de maior atividade celular, com nucléolo proeminente
sugestivo de maior sintese protéica e degranulacao proxima aos queratindcitos.
A partir dessas observacdes morfolégicas, BARNETT (1973a) sugeriu que 0s
MCs epiteliais poderiam migrar da lamina prépria para o epitélio sulcular da
bolsa e assim participar da etiopatogenia de algumas doencas bucais. Na
patogénese da doenca periodontal, os MCs atuariam através de suas
proteases, aumentando a permeabilidade tecidual e o tamanho dos espacos
inter-celulares, favorecendo a migracao de bactérias e suas toxinas, leucécitos
e anticorpos da corrente sanguinea para o foco de infcgdo, resultando nas
alteracdes teciduais observadas na gengivite.

AESCHLIMANN et al. (1980) analisaram se ha efeito da terapia
periodontal sobre a populacdo de MCs. Oito individuos (20-58 anos)
sistemicamente saudaveis e com periodontite crénica participaram do estudo.
Durante a fase inicial de terapia, uma pequena bidpsia de tecido gengival foi
feita imediatamente antes da raspagem radicular. Foi realizado todo
procedimento de raspagem supra e subgengival associado as orienta¢gfes de

higiene bucal. Apds 4 semanas foi feita uma segunda bidpsia e a cirurgia
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periodontal. Depois de 4 meses uma terceira bidpsia foi realizada e o espécime
foi processado para avaliacdo histolégica sob coloracdo de azul de toluidina
para determinar a populacédo de MCs. As médias de MCs por mm? no epitélio
oral foi de 101,6; 99,3 e 115,6 (p<0,001) na primeira, segunda e terceira
analise respectivamente. As analises mostraram que o numero de MCs nao
mudou significantemente no EO ap0s 4 semanas de realizada a raspagem
periodontal. Entretanto, a média de MCs aumentou significantemente apos os 4
meses de realizada a cirurgia periodontal comparada com a média apos as 4
semanas. Histologicamente a aparéncia tecidual ndo melhorou apés as 4
semanas de realizada a raspagem e o infiltrado inflamatério era muito similar
ao encontrado na bidpsia inicial. Contudo, a analise feita apds a cirurgia
periodontal evidenciou quase que o total de auséncia de células inflamatorias e
um aumento de fibroblastos e fibras colagenas com reparo do estroma do TC,
bem como um aumento do numero de mastdcitos. Essa melhora histoldgica do
tecido gengival deveu-se ao fato de que durante a cirurgia periodontal, o
epitélio inflamado foi removido. Concluiu-se que o numero de mastocitos
encontrados foi inversamente proporcional ao grau de inflamacéo.

ASARO et al. (1983) reportaram que fendbmenos de hipersensibilidade
imediata e/ou tardia possam ser um dos mecanismos imunoldgicos ativos na
doenca periodontal humana, ja que todos 0s componentes necessarios para
estas reacdes tém sido identificados em tecido gengivais, sugerindo ainda um
potencial de interacdo entre MCs e outros componentes do sistema imune.
Esta interagao contribuiria para a modulacdo dos eventos celulares e humorais

dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra infecgbes bacterianas,
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inclusive participando na patogénese de condi¢des inflamatérias tais como a
doenca periodontal inflamatoria.

WALSH et al. (1995) avaliaram a relacéo entre a degranulacédo dos MCs
e a inflamacédo na cavidade bucal. Fragmentos de tecidos foram removidos da
mucosa bucal normal (n=15), de liqguen plano oral (n=29), de gengivite
experimental apds 07 dias sem higiene bucal (n=10), de leséo periapical (n=48)
e da polpa dental (n=12). Os tecidos foram submetidos a imunohistoquimica
com anticorpo anti-TNF, anti-E-selectina, anti-lgG, anti-histamina, anti-quimase
e anti-triptase. Foi observada degranulacdo dos MCs em todas as lesGes
inflamatorias, porém nao houve diferenca na proporcédo da populacao celular
entre as diferentes lesdes. A densidade (MCs/mm?) de MCs no tecido foi
relacionada ao nivel de expressdo de E-selectina, uma molécula de adesao
endotelial que é conhecida por ser induzida pelo TNF derivado da
degranulacdo de MCs. Assim, estimulos podem levar a degranulacdo de MCs,
0s quais irdo liberar no meio extracelular seus diversos mediadores pré-
formados e estes mediadores podem atuar nos eventos inflamatérios da
cavidade bucal, contribuindo também para as alteracdes gengivais.

ZHAO et al. (2001) descreveram uma analise rapida e de baixo custo
para determinar a liberacdo de histamina pelos MCs gengivais humanos a
partir de estimulos imunolégicos e nao-imunoldgicos. A andlise consistiu do
acoplamento da histamina com uma substancia (OPT-o-ftaladeido) em um pH
altamente alcalino, formando um produto fluorescente. Usando essa analise
eles examinaram a liberagcdo de histamina a partir de uma linhagem de MCs
gue exibe as caracteristicas dos MCs gengivais humanos. Dez amostras de

tecidos gengivais humanos saudaveis foram obtidas de individuos que foram
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submetidos a cirurgia de aumento de coroa e estimuladas com substancia P,
anti-lgE ou ionoforo de célcio. Os MCs foram identificados com azul de
toluidina. O ionoforo de célcio aumentou significantemente a liberacdo de
histamina pelos MCs gengivais (p<0,05) enquanto que a substancia P e o anti-
IgE néo (p>0,05).

GEMMEL et al. (2004a) realizaram um estudo com objetivo de
determinar a relacéo entre MCs e a resposta Thl / Th2 na doenca periodontal
humana. Fragmentos de tecido gengival foram obtidos de 53 participantes: 22
no grupo saude periodontal/gengivite e 31 no grupo de periodontite cronica.
Imunohistoquimica foi realizada utilizando o anticorpo humano anti-triptase + e
c-kit + para MCs e 1gG," e IgG4". Os resultados mostraram que os MCs
estavam dispersos por todo tecido conjuntivo e ocasionalmente no epitélio
subjacente. Também sugeriu em alguns casos que os MCs apareceram em
contato com linfécitos, sugerindo uma possivel apresentacdo de antigeno ou
algum tipo de comunicacao intercelular. O nimero de MCs diminuiu no grupo
de periodontite crbénica, comparado ao grupo de saude/gengivite. Houve
aumento das células 1gG4* com aumento da inflamag¢&o comparado com 1gG2*
no grupo periodontite, indicando predominancia da resposta Th2 na
periodontite.

BATISTA et al. (2005) analisaram variacfes e alteracfes da densidade
de MCs humanos a partir de amostras teciduais de individuos com gengivite
induzida por placa (DPIG) e periodontite crénica localizada (LCP), quantificados
por duas técnicas distintas: histoquimica (azul de toluidina) e
imunohistoquimica (anticorpo anti-triptase). Um total de 20 casos de LCP, 20

de DIPG e 20 casos de saude gengival (controle) participaram do estudo.
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Casos de saude foram obtidos a partir de demandas de exodontias por razbes
ortodonticas e os grupos de doencas foram obtidos a partir de individuos
submetidos a cirurgia periodontal. As amostras de doencas periodontais
apresentaram intenso infiltrado inflamatério (macrofagos, polimorfonucleares,
linfécitos e MCs). A andlise de MCs por mm? com azul de toluidina nao
apresentou diferenca estatistica entre os trés grupos examinados. Entretanto,
com a técnica da imunohistoquimica houve diferenca significante no nimero de
MCs/mm? entre o grupo PCL comparado ao grupo controle e entre o grupo
GIPB guando comparado ao grupo controle. Nao houve diferenca estatistica
entre grupos DPIG e LCP. Assim, houve diferenca no numero de MCs apenas
entre os grupos de doenca comparados ao grupo controle, enquanto ndo houve
diferenca significante entre os dois diferentes estagios de doenca periodontal.
Além disso, o numero de MCs triptase+ foi significativamente maior que o
namero de MCs identificados pelo azul de toluidina, evidenciando que embora
ambas as técnicas sejam capazes de evidenciar MCs, a imunohistoquimica
representou ser uma técnica mais sensivel. Foi sugerido um aumento na
densidade dos MCs na PCL e na DPIG em relacdo ao grupo saudavel,
podendo assim ser indicativo da participacdo dos MCs nos diferentes estagios
da doenca periodontal.

VAHABI et al. (2010) avaliaram a correlacdo do numero de MCs nas
diferentes doencas periodontais. Bidpsias de tecido gengival foram obtidas de
20 individuos com periodontite crbnica moderada a grave, 19 de periodontite
agressiva e 18 de saude/gengivite (controle). Todos os espécimes foram
processados com azul de toluidina para contagem de MCs e HE para mensurar

inflamagédo. Os MCs foram contados abaixo do epitélio. Houve maior
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guantidade de MCs no grupo de periodontite conica comparado aos grupos de
periodontite agressiva e saude/gengivite (p=0,000), porém o grupo periodontite
agressiva ndo mostrou maior numero de MCs comparado ao grupo
saude/gengivite (p>0,05). Também n&o houve relacdo entre o numero de
mastocitos e inflamacgédo nos 3 grupos. Este estudo sugere que o numero de
MCs pode estar associado com periodontite, especialmente com a periodontite
cronica e pode indicar certo envolvimento dos MCs na degradacdo de tecido
periodontal.

SEGUNDO et al. (2013), com objetivo de comparar a densidade de MCs
em casos de doenca periodontal em individuos com HIV sob tratamento anti-
retroviral (HAART, por 5-13 anos) e sem HIV, avaliaram se a densidade de
MCs pode influenciar no infiltrado inflamatério de individuos em HAART e se
nestes individuos HIV+ a densidade de MCs pode influenciar os niveis de
linfocitos T CD4" e CD8" e a carga viral. A amostra foi de 25 participantes sem
HIV e 25 participantes com HIV (30-60 anos). Ambos 0s grupos apresentavam
individuos com periodontite crénica (CP, n=15) ou gengivite (CG, n=10). As
amostras de tecido gengival foram obtidas a partir de extracdes dentarias por
razdes protéticas ou ortodonticas. Niveis de linfocitos T CD4+ e CD8+ e carga
viral foram obtidas a partir de dados médicos dos individuos HIV dois meses
antes da biopsia gengival. As amostras foram processadas conforme protocolo
da imunohistoquimica e os MCs foram marcados com anti-c-kit e anti-triptase.
Embora individuos com HIV apresentassem maiores densidades de c-kit ou
triptase nos casos de CG ou CP que os individuos sem HIV, ndo foi observada
significancia estatistica entre os grupos. Apenas a relagéo entre MCs e linfocito

T CD8" pode ser observada. Individuos com HIV e passando pela HAART,
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comparados com individuos sem HIV ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes na densidade de MCs nos tecidos gengivais.

LAGDIVE et al. (2013) avaliaram a correlacdo de MCs nas doencas
periodontais. Os autores quantificaram os MCs em casos de saude e doenca
periodontal, se ha relacdo com inflamac&o e com as caracteristicas clinicas do
periodonto. Dez casos de periodontite crénica (CP), 10 casos de gengivite
induzida por placa (DPIG) e 10 casos de saude periodontal foram
selecionados. Amostras foram obtidas a partir de pacientes submetidos a
cirurgia periodontal para grupos de CP e DPIG e o grupo de saude, incluidos
individuos para extracdo de terceiro molar. Azul de toluidina foi a coloracdo
escolhida para identificacdo dos MCs, analisados por mm? A média de
MCs/mm? no grupo de satde foi entre 5,8 — 9,5 + 1,67 — 5,45; enquanto que no
grupo gengivite foi de 11,2 — 9,2 + 4,45 — 516 células/mm? (p<0,01).
Comparando-se a densidade de MCs entre grupo saude e CP, observou-se
que a média do grupo saudavel variou de 5,8 — 9,5 + 1,67 — 5,45 MCs/mm?,
enquanto o valor do grupo CP variou de 19,2 —26,8 + 5,14 — 6,14 MCs/mm?,
(p<0,01). E por fim, a quantificacdo de MCs nos grupos de DPIG e CP: a média
de MCs/mm? no grupo DPIG foi 11,2 — 19,2 + 4,45 — 5,16 MCs/mm? e no grupo
CP foi de 19,2 — 26,8 + 5,14 — 6,14 MCs/mm?. Neste estudo, casos de CP
apresentaram maior contagem de MCs comparados a gengivite ou sitios cm
saude. Aumento da densidade de MCs nos sitios de doenca periodontal pode
ser indicativo da importdncia dessas células na progressdo da doenca
periodontal.

HUANG et al. (2013) analisaram a relacao entre a degranulagdo de MCs

e a progressdo da doenca periodontal. Um total de 50 espécimes de tecido
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gengival, incluindo periodontite moderada (n=17), periodontite grave (n=18) e
saude periodontal (controle, n=15). As amostras de tecido saudavel foram
obtidas a partir de dentes submetidos a extracbes dentarias por razdes
ortoddnticas, os casos de periodontite moderada a partir de individuos
indicados a cirurgia periodontal e amostras do grupo de periodontite grave a
partir de dentes indicados a extracdo devido severa perda de insercdo e
destruicdo Ossea alveolar. Azul de toluidina e imunohistoquimica foram
utilizados para identificar os MCs. A degranulacdo dos MCs foi determinada no
microscopio de luz com magnificacdo de 100x. Com azul de toluidina foi vista
discreta degranulacdo no grupo de saude periodontal, maior densidade e
evidente degranulacdo no grupo de periodontite moderada (p<0,01) e
densidade significantemente maior no total de MCs degranulado e intensa
degranulacdo no grupo de periodontite grave (p<0,01). Na imunohistoquimica
para coloracdo de triptase, a densidade de MCs foi maior quando comparadas
ao azul de toluidina, e maiores tanto a densidade do total de células e quanto
de MCs desgranulados nos grupos de periodontite moderada (p<0,01) e grave
(p<0,01). Um maior numero de MCs degranulados e de granulos de MCs
triptase-positivas foram observados no grupo grave. A degranulacdo dos MCs
era predominantemente localizada no infiltrado inflamatério de ambos os
grupos de periodontite. Assim, o aumento da densidade do total de MCs e de
MCs degranulados foi encontrado e observado nos espécimes e estes
resultados sugerem um importante papel dos MCs na progressao da doenca
periodontal em humanos. Demostraram também que os MCs ndo devem ser
investigados apenas usando o azul de toluidina, principalmente quando se

investiga se as células estdo degranuladas.
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Um estudo recente, de POPOVICI et al. (2014) avaliou a distribuicéo,
densidade e relacdo dos MCs com os diferentes estagios de inflamacdo no
tecido gengival obtido a partir de individuos com doenca periodontal. Trinta e
nove casos de doenca periodontal (15 com inflamacéo leve, 16 com infiltrado
inflamatorio moderado e 8 com intensa inflamacéo tecidual) e doze casos sem
alteracdes significativas do tecido gengival constituiram a amostra. A biopsia de
tecido gengival foi obtida e as amostras foram submetidas a analise de HE e
imunohistoquimica, utilizando anticorpo anti-triptase. Na gengiva normal, ndo
foram vistas alteracfes significantes do infiltrado inflamatério e os MCs foram
encontrados na lamina propria e proximo aos vasos sanguineos, raros no
epitélio e a média de MCs foi de 20,12. Nos casos de inflamacéo leve,
observaram aumento da densidade de MCs, difusamente distribuidos na
lamina prépria, ndo estavam restritos ao espaco perivascular e exibiram maior
guantidade de degranulacédo. Pouca quantidade observada proxima ao epitélio
ou intraepitelial. A média foi de 44,08 MCs. No grupo de inflamacdo moderada
a média foi de 63,87 MCs, estando concentrados em areas com denso
infiltrado inflamatério. E por fim no grupo de inflamacéo intensa encontraram
diminuicdo da densidade de MCs, 33,81, em comparacd0 com grupos
moderado (p<0,0001) e leve (p<0,023) e localizados entre a lamina proépria e
epitélio, ja com maior nimero de MCs intraepitelial. Os autores sugerem que 0S
MCs sdo um importante componente celular nos diferentes casos de doenca
periodontal e demonstraram aumento da densidade de MCs nos casos de
inflamacg&o moderada e diminuigdo nos casos de inflamacgao intensa.

HUANG et al. (2014) quantificaram a triptase-TIM-3 positiva para

mastécitos na periodontite crénica humana. Total de 83 espécimes de tecido
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gengival foi obtido, sendo 25 periodontalmente saudaveis, 28 individuos com
periodontite moderada e 30 de periodontite grave. Azul de toluidina foi utilizado
para identificar MCs. Poucos MCs degranulados foram vistos nas amostras de
tecido saudavel, aumentando a degranulacdo das células nas amostras de
periodontite moderada e intensa degranulacédo nos casos de periodontite grave.
Concluiram que comparados com o0 grupo saudavel, houve significante
aumento da densidade (MCs/mm?) de MCs no grupo de periodontite moderada
(p = 0,011) e ainda maior significancia de maior densidade de MCs no grupo
periodontite severa (p < 0,0001). Além disso, a densidade de MCs do grupo
periodontite severa foi significantemente maior que a do grupo periodontite
moderada (p=0,011). A densidade de triptase TIM-3 no grupo periodontite

grave foi significantemente maior que no grupo periodontite moderada.

2.5 Relacéo entre Mastécitos e Fibras colagenas

O colageno € o principal componente entres as varias macromoléculas
que formam a matriz extracelular da gengiva, representando um papel
fundamental na sua arquitetura (SEGUIER et al., 2000; ELIJEL et al., 2003)
tanto em casos de tecido gengival saudavel quanto doente (ALMEIDA et al.,
2015) e sua producédo é feita por fibroblastos do tecido conjuntivo gengival
(CAIRNS & WALLS, 1997).

A remodelacdo tecidual é uma tentativa de recuperacdo da estrutura
tecidual normal e sua principal caracteristica € a deposicdo de colageno
(SILVA, 2014). Foi evidenciado que em muitos casos 0os MCs sao encontrados

proximos aos fibroblastos e que interagdes direta ou indiretamente entre MCs e
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fibroblastos promovem a inflamacdo e remodelacédo tecidual (RIKKIE et al.,
2004, ABEL & VLIAGOFTIS, 2008).

Entretanto, a relacdo dos MCs com as fibras colagenas ainda nao € bem
definida. Alguns autores relatam que os MCs possam influenciar a degradacao
do colageno (BARNETT, 1973b) e outros estudos evidenciam que os MCs
podem estimular a fibrose tecidual, com formacdo excessiva de fibras
colagenas pelos fibroblastos (LEVI SCHAFFER & RUBINCHIK, 1995; CAIRNS
& WALLS, 1997; CASTRO et al., 2014).

Produtos liberados por bactérias levam a destruicdo dos tecidos
periodontais e o dinamismo destas alteracbes em termos qualitativos e
guantitativos pode causar heterogeneidade do conteddo de coladgeno em
diferentes fases da doenca (GOLIJANIN et al., 2015). Em resposta as
agressOes bacterianas, células residentes e inflamatorias dos tecidos liberam
diversas moléculas, como citocinas e proteases que destroem os tecidos de
suporte (LORENCINI, et al.,, 2009). Essa liberacdo desequilibrada de
substancias bacterianas e do hospedeiro resultam em degradacdo da matriz
extracelular de colageno (OKADA & MUKARAMI, 1998). Durante a doenca
periodontal, a presenca do infiltrado de células inflamatérias nos tecidos
gengivais e da degradacdo do tecido conjuntivo, principalmente de colageno
sdo bem documentadas (SEGUIER et al., 2001; LORENCINI et al.; 2009,
GOLIJANIN et al.,, 2015), e sua degradacdo é apontada como o principal
marcador da progressdo da doenca periodontal (LORENCINI et al., 2009).
Entre as endopeptidades consideradas essenciais para degradacéo tecidual
estdo as metaloproteinases da matriz (MMPs), as quais sdo produzidas por

células inflamatorias residentes dos tecidos (EJEIL et al.,, 2003) e também
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pelos MCs (NAESSE et al., 2003; LAGDIVE et al., 2013). Foi demostrado que
durante a periodontite, o colageno gengival perdido foi significantemente
correlacionado com aumento de células inflamatérias e que a diminuicdo do
colageno foi associada as MMPs (SEGUIER et al., 2001).

Outra razédo que pode sugerir o papel dos MCs na degradacdo dos
tecidos é o fato de a histamina, principal mediador dos MCs, favorecer o dano
tecidual por promover edema e facilitar a penetracdo de células inflamatorias
no tecido (LAGDIVE et al., 2013). Além disso, a triptase, enzima proteolitica
que estad confinada aos granulos dos MCs, pode clivar componentes do
colageno e ativar a colagenase, a qual pode participar da destruicdo dos
tecidos em casos de periodontite (LAGDIVE et al., 2013).

BARNETT (1973b) selecionou biopsias gengivais para avaliar os MCs e
o tecido conjuntivo na doenca periodontal. Amostra de cinco pacientes do
género feminino (20-73 anos) foi rotineiramente processada e analisada em
miscroscopia eletrénica com citrato de chumbo e acetato de uranila. Observou-
se a distribuicdo difusa de MCs por todo o tecido conjuntivo, proximos aos
vasos sanguineos, granulos proximos a periferia, além de intima relacéo destas
células com fibras colagenas. Considerou-se que a heparina liberada pelos
MCs ativou as colagenases e resultou na degradacéo das fibras colagenas. A
partir desta andlise descritiva, sugeriu-se que os MCs teriam um papel
relevante na degradacao do colageno.

ATKINS et al. (1985) avaliaram as interagcbes entre MCs, fibroblastos e
componentes do tecido conjuntivo. Através de microscopia eles observaram
gue os granulos liberados pelos MCs ativados parecem ser fagocitados pelos

fibroblastos e por outras células fagociticas que estejam presentes no local da
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degranulacdo. Os autores sugeriram que os mediadores liberados pelos MCs
modularam de alguma forma as funcdes das células do TC.

Em um estudo de cultura de MCs com fibroblastos demonstrou-se que a
ativacdo de MCs sob certas condi¢cdes, pode aumentar significantemente a
proliferacdo de fibroblasto e a producdo de colageno, indicando um
envolvimento dos MCs nos processos fibréticos (LEVI-SCHAFFER &
RUBINCHIK, 1995).

NAESSE et al. (2003) mostraram que os MCs gengivais expressam
MMP-1 e MMP-8 e pouco MMP-2 e TIMP-1. Estas observacdes classificam os
MCs entre células chave na patogénese da periodontite: MMPs podem ser
liberadas e causar uma rapida degradacdo da matriz extracelular e destruicéo
do tecido periodontal.

EJEIL et al. (2003) investigou a area ocupada pelas fibras colagenas no
tecido gengival saudavel e doente e a possivel relacdo entre diversas citocinas
(IL-1B, IL-4, IL-6, TNF-a) e a degradacdo de colageno durante a doenca
periodontal. Amostras de tecido gengival da regido vestibular foram obtidas a
partir de 24 individuos (11-40 anos) submetidos a extracdo dentéria. Dividiram-
se 0s participantes em quatro grupos: Grupo 1 — gengiva normal (14-39 anos),
Grupo 2 - inflamacdo gengival leve (11-40 anos), Grupo 3 — inflamacéo
moderada (29-40 anos) e Grupo 4 — inflamacédo severa (25-40 anos). As
citocinas foram quantificadas usando o teste imunoenzimatico de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). As células inflamatdrias foram
avaliadas a partir da coloracdo de HE e as fibras coldgenas a partir de
picrosirius e observadas no microscoépio de luz polarizada equipado com uma

camera de video. No Grupo 1 a area ocupada pelas fibras colagenas foi maior
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do que nos demais grupos (p<0,05). Nao houve diferenca entre os Grupos 3 e
4, nem entre o Grupo 2 e os Grupos 3 e 4. Além disso, comparando-se ao
Grupo 1, as fibras do Grupo 2 apresentaram-se mais espacadas e menos
coradas; no Grupo 3 estavam bem espacas e rarefeitas e no Grupo 4 as fibras
apresentaram-se destruidas. As citocinas IL-18 e IL-4 foram intensamente
correlacionadas com a perda de colageno e sugeriu-se que essas duas
citocinas podem ser marcadores clinicos da severidade da periodontite.
LORENCINI et al. (2009) investigaram a dinamica da microbiota do
tecido periodontal e a caracterizacao de alteracdes morfoldgicas qualitativas e
guantitativas na matriz extracelular gengival a partir da remodelacdo e
destruicdo das fibras colagenas do tecido conjuntivo gengival. Vinte e quatro
ratos Wistar machos foram utilizados. A doenca periodontal foi induzida e os
animais foram sacrificados com 3, 5 e 7 dias apo0s inducdo. Fragmentos
gengivais foram removidos, processados pela técnica de imunohistoquimica
convencional, coloracdo de picrosirius e de luz polarizada. Analise do DNA
extraido de ligaduras foi feita para a avaliacdo da composicdo microbiota da
placa bacteriana durante a progresséo da doenca periodontal. A progressao da
DP foi relacionada com aumento da microbiota, tecidos saudaveis
apresentaram completa organizacdo gengival, exibindo regides do epitélio
sulcular, epitélio oral e epitélio juncional, além do tecido conjuntivo. Apds 7 dias
da inducédo da inflamacao, os animais apresentaram reducdo de 35% da area
ocupada pelas fibras colagenas comparadas ao grupo controle. A espessura e
organizacao das fibras sofreram modificaces durante a progresséo da doenca.
O tecido controle foi caracterizado por fibras fina e grossas, uniformemente

distribuidos no interior do tecido conjuntivo, sem orientacdo preferida. Apés
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cinco dias de inflamacdo, houve uma reducdo aparente em fibras totais. Os
autores concluiram que existe a ocorréncia de reorganizacdo da matriz
extracelular gengival em resposta ao processo inflamatério, indicando que na
progressao da DP ocorre degradacao de colageno.

GOLIJANIN et al. (2015) desenvolveram um estudo sobre a analise
morfométrica do colageno e das células inflamatérias, incluindo os MCs, na
doenca periodontal. A amostra de tecido gengival foi de 53 individuos (14-60
anos) que foram divididos em 4 grupos: Grupo Controle (Saude, n=12), Grupo
1 (Gengivite, n=10), Grupo 2 (Periodontite moderada, n=14) e Grupo 3
(Periodontite grave, n=17). Todos os tecidos foram rotineiramente processados
pela coloracdo de HE. Para avaliar colageno, foi utilizada coloracdo de Van-
Gieson. Para avaliacdo de MCs, utilizou-se o0 método histoquimico de Spicer. O
grupo Controle mostrou o epitélio subdividido em epitélio sulcular, epitélio oral e
epitélio juncional, e logo em seguida a lamina propria, onde se via fibras
colagenas curtas, finas, sem nenhuma alteracdo visivel e também fibras
reticulares. Os MCs estavam principalmente localizados nos espacos
perivasculares, quase sempre como uma célula unica. No Grupo 1, apenas no
EJ se percebeu infiltrado de linfocitos e polimorfonucleares. As fibras colagenas
do TC estavam mais fragmentadas e nos espacos perivasculares havia menor
teor de colageno. O numero de MCs aumentou, principalmente no TC e ao
redor dos focos inflamatorios. As caracteristicas histolégicas dos Grupos 2 e 3
foram bastante diferentes dos casos de gengivite, com aumento do numero e
da extensao do infiltrado inflamatério e maior lise do colageno. A quantidade e
qualidade das fibras colagenas foram inversamente relacionadas a extensao da

inflamacg&o. Nos casos graves, na regido de inflamacéo as fibras de colageno
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estavam ausentes ou localizadas apenas nas bordas, sob a forma de feixes
finos. Nos grupos de doenca o numero de MCs foi ainda mais aumentado e a
sua localizacdo principal estava na extremidade dos campos inflamatorios.
Também foi evidenciando significante diminuicdo do volume de colageno nos
grupos de periodontite moderada e grave, comparados aos grupos controle e
gengivite.

ALMEIDA et al. (2015) avaliaram colageno tipo I, Ill e IV do tecido
gengival saudavel e compararam com amostra de tecido com gengivite e
periodontite crénica. Amostras de tecido gengival foram obtidas a partir de
biépsias de 32 individuos (35-50 anos), divididos em 3 grupos: grupo saudavel
(HG, n=12), gengivite crénica (CG, n=10) e grupo periodontite crénica (CP,
n=10). As amostras foram submetidas a coloracdo de HE e picrosirius para
analise qualitativa da disposicdo e composicdo das fibras colagenas dos
tecidos, bem como imunoflourescéncia. Para mensurar as diferencas entre as
fiboras nos diferentes estagios de doenca periodontal, a intensidade da
fluorescéncia nos TC foi mensurada por um software e compararam-se as
fibras dos grupos de doenca com o grupo saudavel. O grupo HG mostrou fibras
espessas, organizadas de forma paralela e contendo fibroblastos. Células
inflamatorias também foram observadas e dispersas entre as fibras colagenas,
porém geralmente préximas aos vasos sanguineos. No grupo CG observou-se
vasos sanguineos dilatados, fibras coldgenas e células inflamatorias dispersas
pelo tecido. O grupo CP mostrou desorganizagcdo e destruicdo da matriz
extracelular, poucas fibras colagenas nas regides mais profundas do tecido e

intenso infiltrado de células inflamatorias, caracterizando a inflamacgéo crénica
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do tecido. Estes resultados demonstram alta degradacéo das fibras colagenas

durante o curso da doenca periodontal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a distribuicdo e degranulagdo de mastocitos e sua relacao entre
a degradacdo das fibras coldgenas em tecido gengival de sitios com

periodontite e sem periodontite (sitios saudaveis ou com gengivite).

3.2 Objetivos Especificos

1 — Avaliar a quantidade de mastdcitos no epitélio oral, epitélio juncional
e tecido conjuntivo com e sem infiltrado inflamatorio de espécimes gengivais do
grupo caso e grupo controle.

2 — Avaliar a relacdo entre a degranulacdo de mastécitos e a
degradacdo das fibras coldgenas no tecido conjuntivo com e sem infiltrado
inflamatorio nos dois grupos.

3 — Avaliar a degradacao das fibras colagenas no tecido conjuntivo no
grupo caso e grupo controle.

4 — Avaliar a correlacéo entre a quantidade de mastocitos e degradacao
das fibras colagenas no grupo caso e no grupo controle.

5 - Avaliar a correlacdo entre os parametros clinicos periodontais de
profundidade de sondagem, nivel clinico de insercdo, distancia da juncao

cemento-esmalte & margem gengival e a quantidade de mastacitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (06-306)
(anexo I). Todos os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

4.2 Amostra

Participantes (13-62 anos) de ambos os sexos, sem alteracbes ou
doencas sistémicas, ndo fumantes e que nao fizeram uso de anti-inflamatério e
antibiéticos em um periodo de trés meses anteriores a cirurgia obedeceram aos
critérios de inclusédo. Todas essas informacdes foram obtidas a partir da ficha
clinica de cada participante, bem como sobre os hébitos de higiene oral.

Todos os dentes presentes em boca foram examinados por um Unico
examinador treinado utilizando-se uma sonda periodontal manual (Hu-friedy®
PCPUNC 156 CE, Chicago, IL, USA). Profundidade de sondagem (PS),
distancia de juncdo cemento-esmalte (JCE) a margem gengival (MG) e
sangramento a sondagem (SS) foram mensurados em seis sitios por dente
(mesio-vestibular, centro-vestibular, disto-vestibular, disto-lingual, centro-lingual
e mesio-lingual) e os valores foram registrados em milimetros ou arredondados
para o milimetro mais préximo. Nivel clinico de insercdo (NIC) foi calculado
como a somatéria dos valores da PS e distancia da JCE-MG (FIGUEIREDO et
al., 2013).

Um fragmento de tecido gengival de tamanho e localizag&o variaveis foi

removido de cada participante, obedecendo-se as técnicas cirdrgicas de
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aumento de coroa clinica ou reducao de bolsa periodontal, de acordo com a
indicacdo de cada caso (LINDHE et al., 2008). Um total de trinta e quatro
espécimes de tecido foi obtido, sendo 16 do grupo caso e 18 do grupo controle.
O fragmento de tecido foi colocado em formol a 10%, mantido nesta solucdo
por 48 horas antes da inclusdo em parafina e processamento histologico.

Para o grupo caso, o diagnostico de periodontite foi definido como perda
de nivel clinico de inser¢gdo = 4 mm associado a sangramento a sondagem

(BAELUM & LOPEZ, 2012). Os demais foram incluidos no grupo controle.

4.3 Processamento da amostra

Para realizacdo da técnica imunohistoquimica foram utilizados cortes
histol6gicos de 3um de espessura a partir do material embebido em formol
(10%) e incluidos em parafina, sendo os cortes estendidos sobre laminas de
vidro previamente silanizadas. Os cortes histolégicos foram desparafinados em
dois banhos de xilol por 15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente,
foram re-hidratados em dois banhos de &lcool absoluto por 5 minutos em
temperatura ambiente. As informacdes referentes aos anticorpos primarios tais
como, especificidade, clone, solucéo recuperadora antigénica, diluicdo e tempo
de incubacéo estéo descritas a seguir:

Tabela 1. Especificidade, clone, tratamento para recuperacdo antigénica, diluicdo e

controle dos anticorpos primarios utilizados no estudo imuno-histoquimico.

Especificidade Clone Recuperacéo DiluicAo Tempo de Fabricante
Antigénica incubacao
Mastcell AAl Tripsina 1% 1:50 30 min DAKO*
Triptase a37°C

* Dako Corporation, Carpinteria, CA (USA).
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Apoés lavagem em agua corrente e dois banhos em agua destilada, foi
realizada a recuperacdo antigénica. Em seguida, foi necessario esperar o0s
cortes atingirem a temperatura ambiente, para entdo serem novamente lavados
em agua corrente acompanhados de duas passagens em agua destilada.
Posteriormente, o bloqueio da peroxidase endbégena foi realizado por 10
minutos, protegido da luz, em uma solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% e
agua destilada.

ApoOs repetir a lavagem em agua corrente e agua destilada, os cortes
histolégicos foram imersos em solucdo de Tris-HCI/BSA 1% (solucdo salina
fosfatada/soro albumina bovina), Tris-HCI/Triton e agua destilada, sendo 5
minutos cada. Em seguida, foi realizado o bloqueio de proteinas (Dako
Corporation, Carpinteria, USA) por 10 minutos. Em seguida o anticorpo foi
incubado conforme tempo dito acima.

Os cortes foram imersos em dois banhos da solucdo de Tris-HCI/BSA
1% durante 5 minutos. Posteriormente, esses cortes foram incubados com o
sistema polimérico de amplificacdo EnVision (Dako Corporation, Carpinteria,
USA) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Esta etapa foi sucedida por
nova imersao em solucdo de Tris-HCI/BSA 1% como ja descrito anteriormente.
Para revelacdo da reacdo foi utiizado o cromogeno DAB (3,3-
diaminobenzidina, Dako Corporation, Carpinteria, USA) em camara escura por
5 minutos. Em seguida, ap6s nova lavagem em &gua destilada, as seccfes
teciduais foram contra-coradas com hematoxilina de Harris por 15 segundos e
novamente lavadas. ApoOs desidratacdo e diafanizagdo, as laminas foram
montadas. O controle positivo das reagfes com o0s anticorpos Mast Cell

Triptase foi realizado usando tecidos com conhecida positividade para este
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anticorpo. Para o controle negativo, os anticorpos primarios foram substituidos
por solucdo de soro ndo imune.

Para avaliar as fibras colagenas, cortes de 5 ym de espessura foram
processados no Laboratorio de Patologia Cirargica da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal da Bahia e identificadas com coloracao
de Picrosirius. A andlise da degradacdo do colageno foi qualitativa,

descrevendo a morfologia e disposicao das fibras colagenas.

4.4 Anélise Microscopica

ApOs o0 processamento dos cortes histologicos, um Unico corte de cada
espécime foi analisado e os mastécitos contados manualmente por dois
examinadores previamente treinados, a microscopia de luz de alta definicdo
(AxiolabTM, Zeiss®, Germany, 2008), com um aumento de 400x no Laboratorio
de Patologia Cirurgica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
da Bahia. As areas analisadas compreendiam regides do epitélio oral (EO),
epitélio juncional (EJ) e tecido conjuntivo com (TCI) e sem infiltrado inflamatorio
(TCSI).
Foram considerados positivos 0s casos onde as células mastocitarias exibiram
marcacao de cor castanha, com presenca de nucleo e citoplasma (HUANG et
al., 2013), figura 5 (A e B).

Para analise da degranulacéo, os mastocitos do tecido conjuntivo com e
sem infiltrado inflamatorio, foram considerados degranulados levando-se em
consideracdo a presenca dos granulos no meio extracelular, prevalecendo a

morfologia presente na maioria das células (= 50% das células degranuladas).
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As imagens foram digitalizadas e em seguida as areas correspondentes
ao EO, EJ, TC foram medidas utilizando-se o software Image J (versao 1.48,
USA). Posteriormente, calculou-se a densidade das células mastocitarias,
dividindo-se o numero médio de mastdcitos pela area fornecida pelo software
(nimero de célula/mm?), obtendo-se uma média de densidade de mastdcitos
por mm? em cada um dos campos histolégicos.

A analise das fibras colagenas da regido de tecido conjuntivo com e sem
infiltrado inflamatério foi feita manualmente por dois examinadores previamente
treinados e os cortes foram classificados, utilizando microscopia de luz de alta
definicdo (AxiolabTM, Zeiss®, Germany, 2008), em dois grupos: = 50% das
fibras encontravam-se integras (coloracdo vermelha intensa e fibras espessas)
ou se = 50% das fibras apresentavam-se degradadas (coloracdo vermelho
claro, fibras finas e intercaladas). As laminas foram avaliadas com amplificacédo
de 40X. Foi considerada area de colageno integro toda a extensao das fibras
de coloracdo vermelha intensa, que foi marcada pelo observador para

obtencéo do percentual de colageno por area do campo analisado.

4.5 Analise Estatistica

Os dados foram previamente testados para analise da homogeneidade
das variancias.

Teste t ndo pareado foi utilizado para comparar as médias e desvios
padrées de mastdocitos no epitélio oral, epitélio juncional, tecido conjuntivo com
infiltrado inflamat6rio e tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério nos grupos

caso e controle. Também foi utilizado para analisar a relagdo da quantidade de
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mastoécitos com a degradacao das fibras colagenas e para obter as médias dos
parametros periodontais nos dois grupos.

Teste Mann-Whitney foi feito para analise das médias para os casos de
nao homogeneidade das variancias.

Teste Qui-quadrado foi utilizado para analise percentual da relacédo entre
0s grupos e a degranulacdo de mastocitos; relacdo entre 0s grupos e
degradacdo das fibras colagenas e a relacdo entre a degranulacdo de
mastoécitos e a degradacéao das fibras colagenas.

Correlacdo de Pearson foi feita para analisar a relacdo entre a
guantidade de mastocitos por area analisada e parametros clinicos
periodontais de profundidade de sondagem, nivel clinico de insercdo e
distancia da juncédo cemento-esmalte a margem gengival da amostra.

A significancia estatistica foi considerada para valores de p < 0,05. As
analises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do software SPSS

(SPSS versao 13.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

O total da amostra foi de 34 espécimes de tecido gengival, sendol8 do
grupo controle (52,94%) e 16 do grupo caso (47,06%). A maioria dos
participantes era do sexo feminino (73,52%) e a média de idade do grupo caso
foi de 39,18 + 9,87 anos e no grupo controle foi de 29,39 + 8,83 anos.

A quantidade de mastécitos foi significantemente maior (p =0,04) no
grupo caso (339,01 + 188,94) comparada ao grupo controle (211,14 + 131,13)
no tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério e ndo houve diferencas nas
quantidades de mastdcitos entre 0s grupos no epitélio oral, epitélio juncional e
no tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério (p = 0,19) Tabela 2, figura 5 (C e

D).

Tabela 2. Médias e desvios padrées do nimero de mastdcitos por mm? por regido

histolégica nos grupos caso e controle.

Grupo
Areas Caso (N=16) Controle (N=18) P valor
EJ 12,95+ 14,78 29,21 + 46,77 0,19
EO 13,01 £ 16,57 12,73+ 12,74 0,96
TCI 339,01 + 188,94 211,14 +£131,13 0,04
TCSI 196,42 + 122,22 183,32 + 236,85 0,84

EO: epitélio oral; EJ: epitélio juncional; TCI: tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério; TCSI:
tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério. * Teste Mann-Whitney, Teste t: para as demais
areas.
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5.1 Degranulacao de Mastocitos
No tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério e sem infiltrado, néo
houve relacdo significante entre degranulacédo de mastécitos e os grupos (p =

0,35), Tabela 3, figura 5 (E e F).

Tabela 3. Degranulacdo de mastécitos no tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério
e no tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério nos grupo caso (N=16) e controle
(N=18).

Degranulacédo de MCs Grupo Odds Ratio P
TCI Caso—N (%) Controle — N (%) (95% IC) valor
Sim 06 (40,0) 09 (60,0) 0,60 (0,15-2,36) 0,35
Nao 10 (52,6) 09 (47,4)
TCSI
Sim 03 (42,9) 04 (57,1) 0,81 (0,15-4,32) 0,57
Nao 13 (48,1) 14 (51,9)

TCI: tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério; TCSI: tecido conjuntivo sem infiltrado
inflamatério; MCs: Mastécitos. Teste qui-quadrado.
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Grupo Caso Grupo Controle
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Figura 5. Imuno-histoquimica nos grupos Caso e Controle. A e B — Células mastocitarias
marcadas em cor castanha; C e D— Presenca de mastécitos na regido de TCl; E e F —
Degranulacdo de mastdcitos, observar os granulos citoplasmaticos sendo liberados no meio
extracelular.
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5.2 Degradacéao das Fibras Colagenas

As fibras colagenas integras foram consideradas aquelas com coloracao
vermelha intensa e espessa, enquanto que as fibras degradadas foram
identificadas como sendo aquelas de coloracdo vermelha clara, finas e
intercaladas. Nao houve relacdo entre a degradacdo das fibras colagenas na
area de tecido conjuntivo com infiltrado inflamatorio e de tecido conjuntivo sem

infiltrado inflamatdrio e os grupos (p= 0,56), Tabela 4, figura 6 (A-F).

Tabela 4. Degradacédo do colageno no tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatdério e
no tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério nos grupo caso (N=16) e controle
(N=18).

Degradacao das Grupo Odds Ratio P valor
fibras colagenas Caso — N (%) Controle — N (%) (95% IC)
TCSI
Sim 02 (12,5) 03 (16,7) 0,71 (0,10-4,93) 0,56
Nao 14 (87,5) 15 (83,3)
TCI
Sim 03 (18,7) 04 (22,2) 0,81 (0,15-3,31) 0,57
Nao 13 (81,3) 14 (77,8)

TCI: tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério; TCSI: tecido conjuntivo sem infiltrado
inflamatério; Teste qui-quadrado.
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Grupo Caso Grupo Controle

Figura 6. Coloragdo de Picrosirius nos grupo Caso e Controle. (A e B) — Corte histolégico para
marcacao de fibras colagenas, regido de TC, parte das fibras coldgenas dos grupos
apresentaram-se degradadas; (C e D) — Fibras coldgenas integras, espessas e em coloracdo
vermelho intensa; (E e F) — Fibras colagenas degradadas, finas, intercaladas, em cor vermelho

mais claro.
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5.3 Relacdo entre Degranulacdo de Mastocitos e Degradacéo das Fibras
Colagenas

N&o houve relacdo estatisticamente significante entre a degradacao das
fibras colagenas e a degranulacdo de MCs em nenhuma area analisada, TCSI

ou TCI nos grupos caso e controle (p = 0,30), Tabela 5.

Tabela 5. Relagéo entre a degradacgdo das fibras colagenas no tecido conjuntivo sem
infiltrado inflamatério e no tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério e a

degranulacéo de mastécitos nos grupos caso (N=16) e controle (N=18).

Degradacdo das fibras Degranulacéao de MCs Odds Ratio P valor
coladgenas (IC 95%)
TCSI TCI
Controle Sim N&o 2,00 (0,13-30,16) 0,55
Nao - N (%) 03 (75,0) 12 (85,7)
Sim - N (%) 01 (25,0) 02 (14,3)
Caso 4,50 (0,31-65,23) 0,30
Nao - N (%) 04 (66,7) 09 (90,0)
Sim - N (%) 02 (33,3) 01 (10,0)
TCI TCI
Controle Sim Nao 1,00 (0,11-9,23) 0,71
Nao - N (%) 07 (77,8) 07 (77,8)
Sim - N (%) 02 (22,2) 02 (22,2)
Caso 0,79 (0,60-1.03) 0,65
Nao - N (%) 03 (100,0) 11 (84,6)
Sim - N (%) 0 (0) 02 (15,4)

TCI: tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério; TCSI: tecido conjuntivo sem infiltrado
inflamatério; Teste qui-quadrado.
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5.4 Relacdo entre o numero de Mastocitos e a Degradacédo das Fibras
Colagenas

Na area de tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatorio do grupo
controle, houve relacdo estatisticamente significante entre a degradacdo das
fibras colagenas do tecido conjuntivo e maior densidade de mastocitos (p =
0,001). No tecido conjuntivo com infiltrado inflamatoério ndo houve significancia
estatistica entre a degradacao das fibras colagenas e o nimero de mastocitos
(Tabela 6).

Tabela 6. Relagdo das médias e desvios padrées do nimero de mastécitos por mm?
nas regides histologicas e a degradacéo das fibras colagenas do tecido conjuntivo sem
infiltrado inflamatério e tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério no grupo controle,
N=18.

MCs / mm?

Degradacdao das fibras colagenas

TCSI P valor
Sim (N=15) Nao (N=03)
EJ 05,02 + 8,69 34,05 £ 49,95 0,34
EO 12,88 + 08,43 12,70 + 13,70 0,98
TCI 265,30 + 109,67 200,30 + 135,66 0,45
TCSI 549,28 + 444,27 110,13 £ 74,05 0,001
TCI
EJ 46,33 + 80,62 24,32 + 35,29 0,42
EO 03,10 £ 03,95 15,48 + 13,12 0,09
TCI 195,74 + 225,40 215,54 + 103,27 0,80
TCSI 181,47 + 110,84 183,85 + 265,56 0,99

EJ: epitélio juncional; EO: epitélio oral; TCI: tecido conjuntivo com infiltrado inflamatorio; TCSI:
tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério. MCs: Mastécitos. Teste t.
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No grupo caso ndo houve significancia estatistica entre o niumero de
mastoécitos e a degradacdo das fibras colagenas do tecido conjuntivo com e

sem infiltrado inflamatério (p = 0,12), Tabela 7.

Tabela 7. Relagéo das médias e desvios padrées do nimero de mastécitos por mm?

nas regides histologicas e a degradacédo das fibras colagenas do tecido conjuntivo sem
infiltrado inflamatério e tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério no grupo caso,
N=16.

MCs / mm?

Degradacdao das fibras colagenas

TCSI P valor
Sim (N=13) Nao (N=03)
EJ 09,34 £ 13,21 13,47 + 15,37 0,73
EO 15,16 + 21,44 12,70 + 16,75 0,85
TCI 364,45+ 251,21 335,37 + 190,33 0,85
TCSI 295,38 + 83,15 182,28 + 122,41 0,23
TCI
EJ 16,77 £14,54 12,07 £ 15,27 0,64
EO 16,16 £ 27,98 12,27 £ 14,47 0,73
TCI 183,92 £ 108,95 374,80 + 187,74 0,12
TCSI 111,69 + 24,66 215,97 + 127,92 0,19

EJ: epitélio juncional; EO: epitélio oral; TCI: tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério; TCSI:
tecido conjuntivo sem infiltrado inflamatério. MCs: Mastécitos. Teste t.
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5.5 Correlacéo entre o numero de Mastocitos e Parametros Periodontais
Os parametros clinicos periodontais de profundidade de sondagem,
distancia da juncdo cemento-esmalte a margem gengival e nivel clinico de

insercao foram maiores no grupo caso comparados ao controle (Tabela 8).

Tabela 8. Média + Desvio padrdo dos parametros clinicos periodontais (mm) nos

grupo caso e controle.

Variaveis Grupo P valor
Caso Controle
N =16 N =18
PS 575+0,77 2,83+0,51 <0,001
NIC 6,25+ 2,14 1,83+1,38 <0,001
JCE-MG 1,13+1,20 -1,00+ 1,24 <0,001

PS: profundidade de sondagem; NIC: nivel clinico de inser¢do; JCE: jun¢do cemento-esmalte;
MG: margem gengival. Teste t.

Houve correlacdo estatisticamente significante da medida da profundidade de
sondagem e o numero de mastdcitos na regido de tecido conjuntivo com
infiltrado inflamatério (r = 0,34; p = 0,04). Os demais parametros clinicos
periodontais (nivel de insercdo clinico, recessdo gengival e sangramento a
sondagem) nao apresentaram correlacao significante com a quantidade de

mastocitos, tabela 9.
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Tabela 9. Correlacdo do nimero de mastécitos por mm? de cada regi&o histolégica

com os parametros clinicos periodontais. N=34.

Parametros Regido Histolégica
Periodontais
EJ EO TCI TCSI TCT

PS r=-0,21 r=0,09 r=0,34 r=0,01 r=0,24
p=0,24 p=0,62 p=0,04 p=0,94 p=0,18
NIC r=-0,22 r=0,09 r=0,27 r=0,09 r=0,25
p=0,20 p =0,59 p=0,12 p =0,60 p=0,16
JCE-MG r=-0,19 r=0,003 r=0,23 r=0,09 r=0,22
p=0,28 p=0,99 p=0,20 p =0,59 p=0,21
SS r=-0,08 r=-0,01 r=0,23 r=0,15 r=0,65
p =0,66 p=0,94 p=0,19 p =0,59 p=0,13

PS: profundidade de sondagem; NIC: nivel clinico de inser¢do; JCE: jungdo cemento-esmalte;
MG: margem gengival; SS: sangramento a sondagem. Correlagédo de Pearson.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado o numero e degranulacdo de
mastocitos e a degradacdo das fibras colagenas em amostras gengivais de
individuos com diagndstico de periodontite, bem como a correlacéo entre estas
variaveis. Amostras gengivais de individuos sem periodontite, incluindo aqueles
periodontalmente saudaveis ou com gengivite, foram utilizadas como controle.

Os MCs tém sido encontrados tanto nos tecidos gengivais saudaveis
quanto nas areas de inflamacdo e sabe-se que este tipo celular apresenta
importantes funcBes efetoras contra diversos patdogenos (ANGELOPOUS,
1973; BARNETT, 1973a; BARNETT, 1973b; KENNETT et al., 1993; WALSH et
al., 1995; WALSH, 2003; BATISTA et al.,, 2005). Uma vez liberados na
circulagdo sanguinea, os precursores indiferenciados completam sua
maturacado e diferenciacdo nos tecidos para onde sdo recrutados, influenciados
por fatores ambientais, fatores de origem celular (SCF), produtos bacterianos
(LPS) e citocinas.

Quando diferenciados, os MCs distribuem-se por todo o tecido,
localizando-se preferencialmente adjacentes aos vasos sanguineos, aos vasos
linfaticos e proximos ao epitélio (STEINVOLL et al., 2004). Entre os diferentes
tipos celulares envolvidos na patogénese da doenca periodontal, diversos
autores sugerem que 0 mastocito € uma célula que pode estar envolvida neste
processo (SHAPIRO et al., 1969, STEINSVOLL et al.,, 2004; BATISTA et al.,
2005). Neste estudo foi observado que os mastocitos estavam distribuidos em
todos os tecidos gengivais (epitélio oral - EO, epitélio juncional - EJ e no tecido
conjuntivo - TC) podendo evidenciar sua participacdo noS pProcessos

inflamatorios periodontais.
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A densidade de mastoécitos nos tecidos gengivais é tema diverso. Alguns
autores, em casos de doenca periodontal, apontam que os mastocitos foram
encontrados em maior quantidade (KENNETT et al. 1993; GOLIJANIN et al.,
2015; BATISTA et al., 2005; HUANG et al.,, 2013), enquanto outros nao
verificaram esta situacdo, mas sim uma diminuicdo do numero dessas células
em condicdo de inflamacéo periodontal (SHELTON & HALL, 1968; ROBINSON
& De MARCO, 1972; GEMMELL et al., 2004a). Esta divergéncia de resultados
pode ser explicada pelo fato da doenca periodontal ser uma doenca
inflamatoria que apresenta diferentes estagios de evolucéo, incluindo casos de
gengivite a periodontite grave (PAGE & EKE, 2007). Assim, as caracteristicas
histol6gicas de doenca periodontal mostram sitios inflamatérios com células
diferentes em tipo e em numero (SEGUIER, et al., 2000) a depender do tipo de
doenca. No presente estudo, a quantidade de mastécitos por mm? foi
significantemente maior (p=0,04) no grupo caso (339,01 + 188,94) comparada
ao grupo controle (211,14 + 131,13) no tecido conjuntivo com infiltrado
inflamatoério e ndo houve diferenca na quantidade de mastocitos entre 0s
grupos nas demais areas. Sugere-se gque 0s mastocitos estejam participando
ativamente no processo de defesa e inflamacéo nos tecidos, justificando sua
presenca em maior quantidade no grupo caso. Esta afirmativa coincide com as
afirmacdes de STEINSVOLL et al., (2004) ao relatarem que 0s mastocitos sédo
conhecidos pelo seu papel nos processos inflamatoérios e que sao capazes de
fagocitar, processar e apresentar antigenos tdo efetivamente quanto os
macrofagos.

Técnica histoquimica — utilizando-se azul de toluidina e técnica

imunohistoquimica — utilizando-se anticorpos, com anticorpo anti-triptase - tém
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sido empregadas para o estudo de mastocitos em cortes histoldgicos. A
primeira técnica tem menor sensibilidade, quando comparada a técnica
imunohistoquimica (NURMENNIEMI et al.,, 2004). Consequentemente, a
técnica imunohistoquimica, por ser mais sensivel resulta em contagens mais
facilitadas, mais rapidas e precisas (BATISTA et al., 2005), aléem do que, para
observar a degranulacéo de MCs, é mais confiavel a técnica imunohistoquimica
(HUANG et al.,, 2013). Talvez pelo fato da técnica utilizando-se o azul de
toluidina ser mais simples e mais barata, alguns estudos a utilizaram
(SHARPIRO et al., 1969; VEHABI et al., 2010; HUANG et al., 2014), porém o
presente trabalho utilizou-se da técnica imunohistoquimica com marcacao por
anticorpo anti-triptase, bem como outros trabalhos (GEMMEL et al., 2004;
NURMENNIEMI et al., 2004; POPOVICI et al., 2014; RODINI et al., 2004;
SEGUNDO et al., 2013). E ha ainda estudos que comparam a identificacdo de
MCs através das duas técnicas (BATISTA et al., 2005; HUANG et al., 2013).
No interior citoplasmatico dos MCs ha granulos ricos em mediadores
quimicos pré-armazenados tais como histamina, heparina, derivados do acido
araquidénico, fator de ativacdo de plaquetas, citocinas, proteases
metaloproteinases e quando ativadas, estas células degranulam e libera-os em
grandes quantidades no meio extracelular, sendo capazes de controlar ou
exacerbar a lesao tecidual, a angiogénese, a fibrose, a inflamacéo e a resposta
imunologica (JANEWAY et al., 2002; BATISTA et al., 2005; STEINSVOLL et al,
2004). Uma vez alterada a homeostasia devido aos mediadores quimicos nos
tecidos gengivais, ocorrem alteragdes nos varios tipos de populagdes celulares,
interferindo sobre a inflamacédo, degradacdo do colageno, a angiogénese e a

fibrose gengival (TRACKMAN & KANTARCI, 2004). Os MCs e o conteudo de
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seus granulos poderiam estar associados as alteracfes teciduais observadas
nos tecidos gengivais. Entretanto, neste trabalho ndo houve relacéo significante
entre a presenca de mastocitos degranulados e o diagndstico periodontal. Este
resultado é conflitante com estudos prévios, os quais verificaram aumento da
populacdo de MCs degranulados em tecidos gengivais em casos de
periodontite (HUANG et al., 2013; HUANG et al., 2014). Entretanto, GOLIJANIN
et al., 2015 observaram a presenca de MCs com fraca evidéncia de
degranulacdo em todos os grupos investigados (saude gengival, gengivite,
periodontite moderada e periodontite grave) e 0s mastocitos permaneceram
com o conteudo granular similar, corroborando com os presentes achados
deste estudo.

Os tecidos gengivais e periodontais inflamados apresentam queda no
nivel e producéo de colageno, o que acentua o desequilibrio entre formacao e
destruicdo tecidual, resultando em reducédo de matriz extracelular (KARIMBUX
et al., 1998). Sabendo-se disso, o presente trabalho investigou a condicdo das
fibras colagenas do tecido conjuntivo das amostras gengivais. A identificacédo
do colageno pela técnica de Picrosirius foi a mesma técnica utilizada em outros
estudos para andlise de fibras colagenas em tecido gengival (GOGLY et al.,
1997; SEGUIER et al., 2000, SEGUIER et al.,2001; EJEIL et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2015) e neste trabalho ndo foi observada relacdo entre a
degradacdo das fibras colagenas nas areas de tecido conjuntivo com e sem
infiltrado inflamatorio e o diagndstico periodontal.

No estudo de LORENCINI et al., 2009, a avaliacdo das fibras colagenas
em modelo animal utilizando-se também a técnica de Picrosirius, observou-se

um aumento na quantidade de fibras mais espessas apos a inducao de doenca
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periodontal em ratos. Diferentemente, no estudo morfolégico e quantitativo das
fibras colagenas do tecido gengival humano de ALMEIDA et al, 2015, os
autores observaram no grupo saudavel, fibras colagenas maduras e espessas,
enquanto que no grupo periodontite crbnica a matriz extracelular estava
extensamente destruida e as fibras coldgenas desorganizadas e com
diferentes padrdes de disposicao.

Alguns autores sugerem que 0S mastocitos podem ter participacdo na
degradacdo tecidual visto que eles expressam alguns tipos de
metaloproteinases da matriz (MMPs) (SEGUIER et al., 2001; NAESSE et al.,
2003; LAGDIVE et al., 2013), liberam histamina, a qual promove edema e
favorece a penetracdo de células inflamatérias no tecido (LAGDIVE et al.,
2013) e as proteases liberadas durante a degranulacdo, como a triptase,
podem ativar MMPs e participar da destruicdo dos tecidos (VAN DYKE &
KORNMAN, 2008; LAGDIVE et al., 2013). No presente trabalho, a analise da
relacdo entre a degranulacdo de mastocitos e a degradacdo das fibras
colagenas nao foi significante em nenhuma éarea analisada nos dois grupos
estudados (p = 0,30). Este resultado pode sugerir que, embora se acredite na
participacdo dos mastocitos e de todos seus mediadores na patogénese da
doenca periodontal, sabe-se que o processo inflamatério é algo complexo, e
muitos outros fatores e células podem gerar maior impacto sobre o referente
tecido em casos de doenca.

A relagdo entre a densidade de mastécitos e a degradacdo das fibras
colagenas também foi avaliada. No grupo controle, na area de tecido
conjuntivo sem infiltrado inflamatério, houve relacdo estatisticamente

significante entre a degradacédo das fibras colagenas e maior densidade de
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mastocitos. Este achado pode indicar que talvez o mastdcito seja ainda mais
importante durante a fase inicial da inflamacdo e destruicdo dos tecidos
periodontais. Porém, diferentemente do presente estudo, BARNETT (1973b)
relatou uma distribuicdo difusa de mastocitos por todo tecido conjuntivo, além
de intima relacéo destas células com fibras colagenas em bi6psias humanas de
doenca periodontal, sugerindo que em lesdes gengivais inflamatorias crénicas,
o efeito primario dos mastécitos seria de proporcionar o0 aumento da destruicdo
tecidual.

No presente estudo, o0s parametros clinicos periodontais de
profundidade de sondagem, recessao gengival e nivel clinico de insercao foram
maiores no grupo caso, demonstrando que as medidas correspondentes a
estas caracteristicas foram compativeis com o diagnostico clinico de
periodontite. Apesar de nao ter existido relacdo entre 0 nimero de mastdécitos e
0 sangramento a sondagem, foi significante a relacdo entre o numero de
mastoécitos e a profundidade de sondagem (p=0,04) e talvez este resultado
represente, de alguma forma, que uma maior quantidade de mastdcitos possa
estar favorecendo o quadro de uma pior condicdo periodontal.

Portanto, visto que o0s mastocitos liberam diversos mediadores
reconhecidos como elementos importantes para o processo inflamatério se
desenvolver, estas células estdo envolvidas na patogénese das doencas
periodontais, independente do estagio da doenca, seja na fase inicial ou em
seu estado mais cronico e incluindo a degradagcédo das fibras colagenas do
tecido conjuntivo gengival.

Sugere-se 0 desenvolvimento de estudos para investigar 0s mecanismos

de acdo dos mediadores quimicos liberados pelos mastocitos e desenvolver
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possiveis manobras que possam minimizar a acdo dos mesmos. Com isso,
poder-se-ia tentar controlar a inflamacdo ou mesmo melhorar a regeneracao
dos tecidos periodontais.

O tamanho da amostra e a contagem dos mastécitos manualmente
podem ser limitagbes deste estudo. Entretanto, a contagem automatizada
também apresenta limitacdes, visto que podem ser consideradas como

mastocitos outras estruturas pigmentadas, mesmo que néo seja uma ceélula.
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7 CONCLUSAO

Os mastoécitos estdo envolvidos na patogénese das doencas periodontais
independente do estagio da doenca, e podem estar associados a degradacao
das fibras colagenas do tecido conjuntivo gengival na saude periodontal e nos

estagios iniciais destas doencas.
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