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Laboratorio de Patologia Experimental (LAPEX) do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz
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INTRODUCAO GERAL

Tem sido relatada a participacdo de mastdcitos em reacbes de hipersensibilidade, alteraces
vasculares presentes no processo inflamatério a exemplo da vasodilatacdo e angiogénese,
formacdo do tecido de granulacdo e biossintese do colageno durante a cicatrizagcdo de

ferimentos, entre outros processos patolégicos®>  R¢ 1,

Ademais, a interagdo
fibroblasto/mastdcito descrita na literatura possibilita a estas células desempenharem um
papel-chave na deposicdo de coladgeno no intersticio, em particular, nas lesdes inflamatorias

da mucosa oral e em outras patologias de natureza inflamatéria™> ?*°.

Uma alta prevaléncia de lesbes inflamatorias bucais tem sido observada entre as quais
destacam-se a hiperplasia fibrosa e o granuloma piogénico em tecidos moles e o granuloma
periapical e o cisto radicular como lesdes intra-6sseas. No entanto, procede a escassez de
trabalhos cientificos que contemplem a participacdo dos mastocitos nos fendbmenos vasculares
e no processo de fibroplasia normalmente visualizado nestas patologias. Sendo assim, o
presente estudo intenciona avaliar a populacdo de mastocitos presentes no tecido conjuntivo
das lesdes citadas e correlacionar o seu quantitativo com o grau de colageno presente no
intersticio e com a expressdao de VEGF, importante fator de crescimento do endotélio. As
lesGes foram selecionadas devido a sua alta prevaléncia observada nos laudos histopatol6gicos
do Servico de Patologia Oral da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP),
oferecendo assim, ndo apenas material para a pesquisa, como também uma amostra

representativa da realidade clinica.

Neste trabalho sdo apresentados dois manuscritos. O primeiro trata-se de uma revisdo de
literatura sobre a participacdo dos mastocitos no reparo tecidual e lesdes inflamatdrias bucais.
O segundo manuscrito avaliara quantitativamente a populacdo de mastocitos no intersticio de
quatro lesdes inflamatorias bucais, sendo duas de tecido mole, hiperplasia e granuloma
piogénico, e duas de tecido duro, granuloma periapical e cisto radicular, e a correlacionara

este contingente com os processos de fibroplasia e possivel angiogénese.

! As citagdes das referéncias do manuscrito 1 seréio precedidas pela letra R e as citagdes das referéncias do
manuscrito 2 serdo precedidas pela letra P.



MANUSCRITO 1

PARTICIPACAO DOS MASTOCITOS NO REPARO
TECIDUAL E EM LESOES INFLAMATORIAS BUCAIS -
UMA REVISAO DE LITERATURA



10

RESUMO

Os mastocitos sdo células moveis que contém granulos, derivados da medula dssea e estdo
amplamente distribuidos nos tecidos conjuntivos participando ativamente das respostas
imunologicas. O envolvimento destas células tem sido demonstrado nos processos de
inflamacéo, angiogénese e fibrose, nos quais atuam por meio de seus produtos de secrecdo. O
objetivo dessa revisdo de literatura € abordar o envolvimento dos mastocitos nos fenémenos
bioldgicos que integram o contexto do reparo tecidual, a exemplo da vasodilatacédo,
angiogénese e fibrose, com énfase na caracterizacdo do perfil destas células em lesGes
inflamatdrias bucais. Apesar de poucos estudos contemplarem a participacdo dos mastdcitos
em lesbes orais, alguns trabalhos tém demonstrado que tais células estdo envolvidas na
patogénese de lesbes periapicais, ulceracbes aftosas recorrentes, cistos odontogénicos, entre
outros. O avanco do conhecimento acerca do mecanismo de acdo dessas células tem
estimulado o desenvolvimento de terapias cujo alvo principal é a regulacdo dos mediadores
quimicos liberados pelos mastocitos. Logo, espera-se que através de novas investigacdes, as
desordens inflamatdrias da cavidade oral e outras patologias que exibam mastdcitos em seu
intersticio, possam ser melhor compreendidas, em especial no que diz respeito ao papel
bioldgico que estas células poderiam exercer nestas lesdes.

Palavras-chaves: Mastdcitos, Inflamacéo, Fibrose, Angiogénese.
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1 INTRODUCAO

Os mastdcitos (MCs) sdo células grandes derivadas da medula 0ssea que apresentam um
grande numero de granulos citoplasmaticos contendo em seu interior substancias como
histamina, heparina e proteases neutras e exercem uma acdo biologica decisiva nos
mecanismos de lesdo tecidual e defesa imunolégica®™ 2. Embora sejam provenientes de células
sanguineas indiferenciadas, completam a sua maturacdo no tecido conjuntivo distribuido pelo
organismo e em especial, nas mucosas. Sdo encontrados em areas perivasculares, bem como
no sistema nervoso periférico e central®. Galli* * ® relata a participacdo dos MCs na
imunidade inata contra a infeccdo bacteriana e ainda a influéncia destas células em muitas

outras respostas bioldgicas, incluindo a remodelacdo do tecido e angiogénese.

Tem sido relatada a participacdo de MCs em reacdes de hipersensibilidade, alteracdes
vasculares presentes no processo inflamatério a exemplo da vasodilatacdo e angiogénese,
formacdo do tecido de granulacdo e biossintese do colageno durante a cicatrizacdo de
ferimentos, entre outros processos patolégicos™ %. A participacdo dessas células em reacdes
anafilaticas relacionadas a alimentos, picadas de insetos ou drogas, faz com que elas
degranulem e assim liberem mediadores como a histamina e os produtos da oxidacéo do acido

aracdonico®.

Os mastdcitos produzem uma ampla variedade de mediadores quimicos, os quais acham-se
relacionados com a proliferacdo vascular e vasodilatacdo e sdo também capazes de modular a
inflamagdo® . Além disso, a interacéo fibroblasto/mastécito descrita na literatura possibilita a
estas células desempenharem um papel-chave na deposi¢do de coldgeno no intersticio, em
particular, nas lesGes inflamatdrias da mucosa oral e em outras patologias de natureza
inflamatéria®. Corroborando esses dados descritos na literatura, Li e Baek® demonstraram que
0s MCs podem afetar o comportamento funcional dos fibroblastos e, consequentemente, 0
processo de fibrose pela exocitose de mediadores pré-formados como as citocinas
fibrogénicas a exemplo do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de

crescimento transformador beta (TGFR) e fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF).

H& um papel fundamental dos MCs no desenvolvimento da inflamag&o na mucosa oral, tanto

no inicio, com eventos vaso-indutivos, quanto na transic&o da inflamacéo aguda para cronica’.

|'10

Murata et al.™ verificaram um aumento do nimero destas células no estagio inicial da epulis e

producdo de bFGF por tais elementos celulares durante o desenvolvimento da lesdo. O melhor
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desempenho dos MCs durante a neovascularizacdo do tecido de granulagédo foi verificado,
mas houve uma diminuicdo da quantidade de MCs quando o processo de fibrose estava

acelerado e neste estagio eles estavam localizados somente na periferia do tecido fibroso.

A pluralidade de funcbes dos MCs, tais como as ac¢Oes bioldgicas deflagradas pela liberagdo
da quimase e da triptase que representam enzimas participantes da destruicdo da membrana
basal® e a0 mesmo tempo, o seu papel protetor e anti-inflamatério na imunidade inata e
adaptativa'!, desperta para o fato de que o conhecimento sobre essa célula polémica precisa
ser ampliado.

O objetivo dessa revisdo de literatura é abordar o envolvimento dos MCs nos fenbmenos
bioldgicos que integram o contexto do reparo tecidual, a exemplo da vasodilatacdo,
angiogénese e fibrose, com énfase na caracterizacdo do perfil destas células em lesbes

inflamatdrias bucais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mediadores Quimicos dos Mastocitos e Ac¢bes Bioldgicas

A diversidade de papéis exercidos pelos MCs se da devido a sua capacidade de liberagdo de
mediadores quimicos. Essas substancias podem ser agrupadas em trés classes distintas como
os mediadores pre-formados associados aos granulos, os mediadores derivados de lipidios e

as citocinas® > %2,

A histamina, a Unica amina vasoativa armazenada nos granulos de mastécitos humanos,
exerce um efeito vasodilatador predominantemente sobre os vasos sanguineos finos,
resultando em aumento da permeabilidade vascular, maior afluxo sanguineo na
microcirculacdo, queda da resisténcia periférica total e reducdo da pressdo sanguinea.
Adicionalmente, armazenados nos granulos podem ser encontrados proteoglicanos a exemplo
da heparina e proteases, como a quimase e a triptase' *°. A familia das interleucinas é vasta
em quantidade e em funcdes (IL-3, -4, -5, -6, -8, -10, -13 e -16), inclusive na influéncia na
maturacdo dos préprios MCs™. O Quadro 1 ilustra a grande diversidade de mediadores

quimicos sintetizados pelos MCs e suas respectivas a¢oes bioldgicas.

Adicionalmente, Santos et al.'®

salientaram a relevancia do desempenho dos mastdcitos
descrevendo o seu papel protetor na imunidade inata, e o seu papel pré-inflamatoério. Estas
acOes bioldgicas, protetora e pro-inflamatéria, parecem ser contraditorias. No entanto, esta
aparente contradi¢do € um importante fator a ser levado em conta, pois se constitui a principal
preocupacdo de pesquisadores que buscam uma adequada abordagem terapéutica das lesdes

teciduais nas quais estas células se fazem presentes.

Por conta dos eventos da cascata da angiogénese dependerem de processos complexos que
incluem interagBes célula-célula, vérias vias de sinalizagdo intracelular e microambiente
extracelular apropriado, ainda é necessario identificar as circunstancias nas quais os MCs
representam uma fonte de fatores angiogénicos in vivo’. Além de produzir e lancar esses
fatores, os MCs sdo recrutados aos sitios de angiogénese por meio de alguns deles como o

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), bFGF e outros'’.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Resist%C3%AAncia_perif%C3%A9rica&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Press%C3%A3o_sangu%C3%ADnea
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Quadro 1: Mediadores quimicos encontrados nos granulos citoplasmaticos dos

mastocitos
Mediadores Aminas  Histamina Aumento da permeabilidade;
pré-formados estimulo a contracdo das células da
musculatura lisa
Enzimas Triptase; Degradacéo da estrutura microbiana;
dano/remodelacéo tecidual
Quimase Mitogenas para fibroblastos;
quimiotaticas para macrdéfagos
Mediadores Lipidicos Prostaglandinas  Vasodilatagéo, broncoconstrigdo,
produzidos na quimiotaxia de neutrofilos
ativacao Leucotrienos Broncoconstricdo, secre¢do de muco,

aumento de permeabilidade vascular
Fator ativador Broncoconstri¢do, quimiotaxia e

de plaquetas ativacdo de leucocitos, aumento de
permeabilidade vascular
Citocinas  IL-3 Proliferacdo de mastocitos
TNF-a Reacéo tardia/inflamacéo
IL-4, IL-3 Diferenciagédo de Ty2
IL-5 Ativacdo e producdo de eosinofilos

Fonte: Adaptado de Abbas, 2000 e Robbins 2005

Mastécitos humanos expressam constitutivamente VEGF e bFGF, potentes fatores de
crescimento angiogénico, os quais sdo localizado em 97% dos mastocitos triptase positivos no
tecido de pulmdo humano fibrético™. A triptase de MCs é um mitégeno tanto para células
epiteliais, estimulando a producdo de IL-8 e a expressdo de molécula de adesédo intercelular
1(ICAM-1), como para ceélulas endoteliais microvasculares, induzindo angiogénese e

formacéo de capilares sanguineos™.

Ribatti et al.”® sugeriram que um ndmero crescente de MCs podem ser recrutados e ativados
por mais células malignas do plasma em mieloma multiplo ativo, e que a angiogénese nesta
fase da doenga pode ser mediada, a0 menos em parte, por fatores angiogénicos contidos nos

seus granulos de secrecéo.

Os MCs tém sido implicados em vérias doengas que exibem concomitantemente 0 processo
de neovascularizagéo e fibrose. A intima relacdo anatdmica entre MCs e a vasculatura e o
aumento da taxa de aparecimento dessas células durante o crescimento tumoral, cicatrizagéo e
inflamacdo, processos que sdo acompanhados pela neovascularizagdo, ratificam essa

associagéo.
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Griitzkau et al.** verificaram que tanto MCs humanos normais, como os constitutivamente
presentes em leucemias expressam VEGF bioativos. Além disso, este estudo contribuiu para a
compreensdo do papel fisiologico das isoformas de heparina e VEGF, através de dados
coletados por meio das técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Western Blot e
ELISA.

2.2 Participacéo de Mastdcitos na Fibrose

Muitos estudos tém demonstrado a interacdo dos MCs com fibroblastos e sua contribuigéo
para a sintese de colageno em condigcfes patoldgicas, a exemplo da esclerodermia, fibrose
renal e cutanea' ™. Adicionalmente, os MCs também s&o encontrados no contexto de varias
doencas humanas, tais como a fibrose pulmonar, cirrose hepatica e queldide. Mediadores dos
MCs sdo citados como mitogénicos e quimiotaticos para fibroblastos. E citado na literatura
um possivel papel dos MCs em sintese aumentada de colageno e de fibrose na pele induzida

por radioterapia® ** % *,

Roberts e Brenchley™ constataram que um aumento do niimero de MCs é uma caracteristica
constante da fibrose renal, independentemente da patologia subjacente. Além disso,
verificaram que o numero de MCs se correlaciona com o grau de fibrose intersticial. Os
autores avaliaram transplantes renais rejeitados e bidpsias de pacientes com nefropatias. Foi
observada peguena quantidade ou auséncia de MCs em rins normais e uma grande quantidade
destas células em biopsias de pacientes com nefropatias, sugerindo um possivel papel dessas
células no processo fibrético. Resultados inversos foram descritos por Miyazawa et al.?®, os
quais avaliaram o papel dos MCs na fibrose renal através da analise experimental de doenca
glomerular e constatatram que os MCs ndo desempenharam um papel importante na

patogénese da fibrose intersticial em nefrose.

O processo fibrotico pesquisado em rins é caracterizado por um infiltrado inflamatoério
cronico e pela proliferacdo de miofibroblastos no intersticio. Este processo € conduzido por
uma rede de citocinas que inclui fatores de crescimento para miofibroblastos, tais como
PDGF, bFGF".

Os fibroblastos desenvolvem um importante papel na promog¢do do crescimento de alguns

tipos de células cancerigenas e existem relatos na literatura que abordam a influéncia de

|.26

mediadores dos MCs sobre estas células. Por exemplo, Samoszuk et al.”> sugeriram que 0s
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MCs em regiGes fibrosas de tumores produziriam heparina, a qual suprimiria o0 crescimento

das células tumorais através de um mecanismo indireto envolvendo fibroblastos adjacentes.
2.3 Participacdo dos Mastdcitos em Lesdes Bucais

Natah et al.”’ encontraram MCs no infiltrado inflamatdrio de ulceragdes aftosas recorrentes.
Para os autores a presenca de MCs na membrana basal dessas lesGes néo significa que estas
células desenvolvam apenas um papel destrutivo. Os autores destacam, de forma semelhante a
outros estudos ja citados, que os MCs estariam envolvidos no processo de reparo final desse

tipo de lesé&o.

Farahani et al.' analisando quatro lesGes reativas orais (fibroma de irritacdo, hiperplasia
fibrosa inflamatoria, granuloma periférico de células gigantes e fibroma ossificante periférico)
do arquivo do Departamento de Patologia da Faculdade de Odontologia, lazd - Ir4,
pesquisaram mastocitos por meio da coloracdo azul de toluidina e o grau de inflamacéo por
meio de coloracdo com hematoxilina-eosina e encontraram um numero de MCs aumentado
nessas lesbes em comparacdo ao tecido gengival normal, obtido em cirurgias de terceiro
molar impactado. Além disso, foi observada uma significativa correlacdo entre o grau de

inflamacéo e a presenca destas células.

As lesdes orais pesquisadas por Walsh et al.'* %

incluiram liquen plano, gengivite, pulpite e
inflamacéo periapical, nas quais também se observou que a presenca de MCs representa uma
caracteristica histologica comum dessas lesGes, sendo empregada a técnica de imuno-
histoquimica para pesquisa de triptase, quimase e E-seletina liberados quando da

degranulacdo destas células.

Batista et al.?®

conduziram um trabalho para identificar e quantificar a presenca de MCs nos
diferentes estagios da doenga periodontal em humanos e encontraram um nimero aumentado
dessas células nas lesdes de gengivite/periodontite crénicas. Concluiu-se que estas células
podem participar tanto dos eventos destrutivos como dos mecanismos de defesa da doenca
periodontal, através de secre¢é@o de citocinas. Achado semelhante foi relatado por de Drazic et
al.*, no estudo com lesdes periapicais, no qual foram utilizadas as coloracdo de Giemsa e

coloracdo imuno-histoquimica com o anticorpo anti-CD 117.

Além da quantificagdo dos MCs em fibroma de células gigantes e em hiperplasia fibrosa

31
l.

inflamatdria, lesbes de mucosa oral, Santos et al.”*, pesquisaram o envolvimento dessas
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celulas com a fibrose e a modulacdo das células endoteliais e verificaram uma possivel
associacdo positiva, embora sem significancia estatistica. Walsh et al.’* ?® descreveram a
evidente participacdo de MCs na inflamacéo cronica atraves da sintese e liberagcdo continuada
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por estas células podendo manter a migracédo
leucocitaria e promover cronicidade em lesdes inflamatorias, como no liquen plano bucal. No
entanto, resultado inverso foi encontrado em uma investigagdo de cistos odontogénicos, em

que nenhuma associacao foi obtida entre MCs e inflamac&o®.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do observado na literatura, os MCs estdo distribuidos nos tecidos conjuntivos de todo
0 corpo humano, na presenca ou auséncia de processos patoldgicos. A participacdo dessas
células nos processos de angiogénese e de fibrose se da através de mediadores produzidos e
langados por eles quando estimulados pelo microambiente no qual estéo localizados. Os MCs
desenvolvem importantes papéis em les6es inflamatorias e no reparo, estando, provavelmente,
envolvidos na patogénese das lesdes inflamatorias periapicais, ulceracdes aftosas recorrentes,
cistos odontogénicos, entre outros. Diante do exposto, percebe-se a ambiguidade da atividade
funcional dos MCs em diferentes contextos, fato este que contribui para estimular o espirito
investigativo acerca destas células. A elucidacdo dos mecanismos pelos quais 0os MCs
verdadeiramente atuam no intersticio representam ainda um desafio para a comunidade

cientifica.
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ABSTRACT

Mast cells (MCs) are mobile cells that contain granules, derived from bone marrow and are
widely distributed in tissues actively participating in immune responses. The involvement of
these cells has been demonstrated in the inflammation, fibrosis and angiogenesis, in which
they act through their secretory products. The purpose of this literature review is to address
the involvement of MCs in biological phenomena that comprise the context of tissue repair,
such as vasodilation, angiogenesis and fibrosis, with emphasis on the characterization of the
profile of these cells in inflammatory lesions mouth. Although few studies contemplate the
participation of MCs in oral lesions, some others have shown that these cells are involved in
the pathogenesis of periapical lesions, aphthous ulcers, odontogenic cysts, among others. The
advancement of knowledge about the mechanism of action of these cells, has stimulated the
development of therapies whose chief aim is the regulation of chemical mediators released by
mast cells. Therefore, it is hoped that through further investigations, inflammatory disorders
of the oral cavity and other conditions that display interstitial MCs,might be better
understood, mainly concern to MCs biological behavior.

Key words: Mast Cell, Inflammation, Fibrosis, Angiogenesis.
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RESUMO

Os mastdcitos (MCs) sdo células que contém granulos de secrecéo e acham-se distribuidos no
tecido conjuntivo e nas mucosas, especialmente em areas perivasculares e preferencialmente
sobre o leito microvascular na mucosa oral. Objetivou-se quantificar a populacdo de
mastocitos intactos e degranulados em lesdes inflamatdrias bucais através da coloracdo com
azul de toluidina. A analise dos graus de edema e infiltrado linfo-plasmocitario foi realizada
em seccOes coradas com Hematoxilina-Eosina, assim como a expressdo de colageno em
secgBes coradas com sirius vermelho. Foi usado o anticorpo anti-VEGF na técnica de imuno-
histoquimica para avaliar a expressdo deste fator de crescimento em células endoteliais e
correlacionéd-la com o contingente de mastécitos. Neste estudo de corte transversal, foram
utilizadas 40 amostras de hiperplasia fibrosa inflamatdria, granuloma piogénico, granuloma
periapical, cisto radicular (10/ cada caso), alocadas dos arquivos do Servico de Patologia da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Pablica. Para o controle, foram utilizadas seis amostras
de mucosa gengival normal. As sec¢Bes histologicas coradas foram submetidas a analise
morfométrica e os dados coletados demonstraram que embora o numero absoluto de
mastdcitos intactos tenha sido maior nas lesGes inflamatdrias bucais do que aquele observado
nas sec¢bes de mucosa oral, estas diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(p=0,214). Foi observada uma associacao positiva entre 0 nimero de mastdcitos e o grau de
inflamacdo (p<0,05), porém similar correlacdo nao foi observada quando comparou-se a
expressdo de colageno e de VEGF com o contingente de MCs (p>0,05). Logo, foi observada a
participacdo dos MCs na patogénese de lesdes inflamatdrias bucais, embora estas células
parecam ndo ter contribuido para a expressdo de coldgeno na matriz extracelular das lesdes
estudadas.

Palavras-chaves: Mastdcitos, Inflamacdo, LesGes orais.
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1 INTRODUCAO

Mastocitos (MCs) sdo células moveis, derivadas da medula 6ssea, que contém granulos. Eles
circulam no sangue periférico e as formas maduras séo encontradas em todos os ambientes do
tecido conjuntivo e das mucosas, especialmente em éreas perivasculares'. Essas células
produzem e liberam uma ampla gama de mediadores quimicos que estdo relacionados a
processos biologicos diversos a exemplo da proliferacdo vascular e vasodilatacdo no
microambiente da lesdo e reparo tecidual, alergias e mecanismos de defesa do hospedeiro® 3.
Além disso, ha evidéncias de que MCs desempenham um papel essencial na formacdo da
matriz colagénica e do tecido de granulacdo, durante a cicatrizacdo. Os MCs exercem um
papel critico no desenvolvimento da inflamacdo na mucosa oral, tanto no inicio, quanto na

transicdo do processo inflamatério agudo para o cronico™.

No contexto dos processos reativos de carater inflamatério que acometem a mucosa oral, nos
quais os MCs podem estar representados, sabe-se que a hiperplasia representa um distdrbio do
crescimento celular que pode ou ndo estar associado ao uso de préteses mal adaptadas®. Outra
lesdo que pode ser enquadrada nesta categoria é o granuloma piogénico cuja etiologia,
acredita-se representar uma resposta tecidual a uma irritacdo local ou trauma’. Além das
lesbes observadas na mucosa oral, procedem lesdes de carater inflamatdrio intra-6sseas. Por
exemplo, o granuloma periapical refere-se a uma massa de tecido de granulagéo cronicamente
inflamado, no 4pice de um dente ndo vital*. Ademais, o epitélio radicular de um dente néo
vital presumivelmente pode ser estimulado pela inflamacdo para formar um cisto
verdadeiramente revestido por epitélio ou o cisto radicular®. Em cada uma dessas lesdes tem
sido documentada a presenca de MCs, embora ainda ndo esteja plenamente compreendido o

seu papel nestes diferentes contextos.

O objetivo geral deste estudo foi avaliar quantitativamente a populagédo de MCs intactos e
degranulados em lesGes inflamatérias bucais, as quais sdo hiperplasia fibrosa inflamatéria,
granuloma piogénico, cisto radicular e granuloma periapical, através de seccdes teciduais
coradas com azul de toluidina. Adicionalmente, o contingente de MCs das diferentes lesdes e
aquele observado nas sec¢des de mucosa oral normal foram comparados e foi avaliada a
correlacdo do numero de MCs com a area de coldgeno analisada morfometricamente em
seccOes coradas com sirius vermelho e com o numero de células endoteliais imunomarcadas

com o anticorpo anti-VEGF.
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2 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste projeto estdo de acordo com as normas e diretrizes
do Comité de Etica em Humanos da Escola Bahiana de Medicina e Satide Publica, aprovados

através do parecer numero 017/2011 (Anexo 1).

Neste estudo transversal, todos os casos diagnosticados como hiperplasia fibrosa inflamatoria,
granuloma piogénico, granuloma periapical e cisto radicular foram obtidos a partir do arquivo
do Departamento de Patologia do Curso de Odontologia, da Escola Bahiana de Medicina e

Saude Publica, Bahia, Brasil, durante um periodo de 5 anos, de 2006 a 2010.

Os casos foram selecionados a partir da avaliagdo dos prontuarios. Apds essa avaliagdo foram
encontrados 111 casos de hiperplasia, 25 de granuloma piogénico, 24 de granuloma periapical
e 49 de cisto radicular. De acordo com os critérios de incluséo no estudo, foram utilizados os
prontudrios totalmente completos com dados clinicos e os casos que apresentavam blocos de
parafina apropriados para o preparo de novas se¢es. Os casos que se enquadraram nesses
critérios foram 54 hiperplasias, 19 granulomas piogénicos, 13 granulomas periapicais e 22
cistos radiculares. Assim, desta amostra escolheu-se aleatoriamente 40 casos de lesGes
inflamatdrias bucais, sendo 10 representantes de cada lesdo. Os dados clinicos de cada lesdo

descritos nos prontuarios incluiram sexo, idade e localizacéo da les&o.

Esses numeros sdo indicativos da alta prevaléncia dessas lesbes nos ambulatérios da
instituicdo pesquisada. Justificando a escolha lesBes como representativas da clinica
odontologica.

Para o grupo controle foram utilizados tecidos gengivais clinicamente saudaveis obtidos de
pacientes submetidos a cirurgia de terceiro molar impactado. Todos 0s pacientes assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).
2.1 Histologia

Quatro secgdes de cada bloco selecionado, com 4 um de espessura, foram cortadas em
microtomo digital e preparadas para cada caso. Em 3 seccOes utilizou-se 0s seguintes
processos de coloracéo: azul de toluidina para a detecgdo de MCs, Hematoxilina-eosina para
descricdo do grau de inflamacdo da lesdo e sirius vermelho para verificar a expressdo de

coldgeno. Uma seccdo foi submetida a técnica de imuno-histoquimica com o anticorpo anti-
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VEGF para avaliagdo de células endoteliais que estivessem expressando este fator de

crescimento.
2.2 Técnica de imuno-histoquimica

Em laminas tratadas previamente com solucdo de organo-silano (A 3648 - Sigma) foram
obtidas se¢des teciduais a partir dos blocos de parafina acima descritos.

Procedeu-se a desparafinizagdo dos cortes histologicos, submetendo as Iaminas a trés banhos
de 10’ com xilol, seguidos de dois banhos de 5’ em solugdo de dlcool absoluto e posterior
lavagem em agua corrente e destilada. A recuperacdo antigénica para as laminas tratadas com
0 anticorpo anti-VEGF foi realizada com tampéo citrato 10 mM, pH 6.0, em banho maria, a
aproximadamente 96°C, por 30°. Apds este procedimento as ldminas resfriaram em
temperatura ambiente e foram banhadas em agua destilada. Em seguida, estas foram
submetidas ao blogueio da peroxidase endogena com Peroxidase Block (DAKO, K4007),
por 30°, em temperatura ambiente. Depois desse tempo, foi realizada lavagem com &gua
destilada e trés banhos com PBS, com duragdo de 3’ cada. Foi realizado o bloqueio das
ligacOes inespecificas através do reagente Protein Block Serum-Free (DAKO, X0909) em
temperatura ambiente, por 30’. Os tecidos foram incubados com o anticorpo primdrio anti-
VEGF (A-20, K1004, rabbit policlonal 1gG, Santa Cruz Biotecnology), preparados na
diluicdo preconizada através de um diluente com agente redutor de background (DAKO,
Antibory Diluent, S0809). O anticorpo foi aplicado com auxilio de pipetas de precisdo em
cada corte histolégico, com um volune de 80 pl e incubados por uma noite em cdmara Umida
a4°C.

No dia seguinte, apos equilibrar as laminas a temperatura ambiente por 50°, foram realizadas
trés lavagens com PBS de 3’ cada e secagem com gaze. Foi utilizado o polimero HRP
(DAKO, K4011) por 30’. Apo6s esse periodo as laminas foram rinsadas com agua destilada e
banhadas trés vezes com PBS por 4’ cada banho. A revelagdo da reacdo foi feita com
diaminobenzidina (Liquid DAB Substrate Chromogen System, DAKO, K3466).
Posteriormente, as mesmas laminas foram lavadas com agua com o objetivo de bloquear a
reacdo. As laminas foram, entdo, contracoradas com hematoxilina de Meyer por quinze
segundos, lavadas com agua corrente e depois com agua detilada. Por fim, os cortes foram
desidratados duas vezes em solucdo de alcool absoluto, diafanizados em dois banhos de xilol

e montados em Balsamo do Canada.
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Para o controle positivo da reacdo foi utilizada uma secgdo de tecido de granulacdo. O
controle negativo foi realizado utilizando-se PBS, com omissdo do anticorpo primario.

O processamento dos tecidos do grupo controle (tecidos gengivais clinicamente saudaveis) foi

0 mesmo adotado para o grupo teste (lesdes inflamatorias).
2.3 Anélise dos dados

Realizou-se estudo semi-quantitativo dos cortes corados por HE analisando as varidveis do
processo inflamatério como edema e infiltrado monomorfonuclear adotanto os critérios de
ausente (0), discreto (1), moderado (2) e intenso (3), com dois avaliadores calibrados.

Utilizou-se microscopio de luz.

Para analise dos cortes histoldgicos utilizou-se microscépio MOTIC B5 Professional Series
com camara acoplada e interligada ao programa de computador Motic Image Advance 3.0.
Antes de utilizar o programa, a calibracdo para cada objetiva foi conferida pela imagem
padrdo, capturada de uma lamina de calibracdo fornecida pelo fabricante. As laminas foram
examinadas cuidadosamente selecionando randomicamente trés areas de 0,1 mm? Em

seguida, cada area foi capturada no aumento de 40X e salva em formato JPEG.

O estudo morfométrico foi realizado nas secc¢des teciduais coradas com azul de toluidina para
contagem dos MCs intactos e degranulados, naquelas coradas com sirius vermelho para
mensuracdo da area de colageno e nos cortes submetidos a imuno-histoquimica para
contagem de células endoteliais positivas para VEGF. Vasos com parede muscular ndo foram
incluidos no estudo. Ndo houve restricdo quanto ao tamanho dos vasos, assim como foram
consideradas pequenas ilhas de células endoteliais, considerando-se as bifurcacGes e as

seccOes longitudinais dos microvasos.
2.4 Analise estatistica

Para a validacdo e comparagdo dos resultados observados nas diferentes lesbes foram
utilizados o teste ndo-paramétrico Exato de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste Exato de
Mann-Whitney, com corre¢do de Bonferroni. O nivel de significancia adotado para este
trabalho foi de 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 Achados clinicos

A média de idade dos pacientes com hiperplasia foi de 39,3 anos, sendo o sexo feminino mais
acometido e com representatividade de 60%. Os casos de granuloma piogénico ocorreram
70% no sexo masculino e a média foi de idade de 37 anos. A maioria dos casos de granuloma
periapical afetou mulheres (3 mulheres para cada 2 homens) e a média de idade foi 37 anos.
Quanto aos casos de cisto radicular, foi constatado um maior nimero de lesdes no sexo
feminino em relacdo ao sexo masculino (3:2), com média de idade de 37,2 anos. Houve uma
maior prevaléncia de granuloma piogénico e hiperplasia fibrosa inflamatdria em rebordo
alveolar, sendo o primeiro mais comum em mandibula e a segunda, em maxila. Quanto as
lesBes intra-Gsseas, observou-se localizacdo variada, sendo os apices radiculares de molares

inferiores mais cometidos tanto pelo granuloma periapical quanto pelo cisto radicular.

3.2 Avaliacdo dos niveis de edema e células inflamatérias monomorfonucleares em
seccdes coradas com hematoxilina-eosina

Em sec¢Oes de tecido normal, obtidas a partir da remoc¢éo do capuz gengival associado aos
terceiros molares inclusos, observou-se auséncia de edema e presenca de células linfo-

plasmocitarias esparsamente distribuidas em meio a lamina propria (Figura 1).
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Figura 1: Seccdo de mucosa oral normal que evidencia células linfo-plasmocitarias esparsas na matriz
extracelular. Hematoxilina—eosina, 400 X.
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Todas as lesbes inflamatdrias estudadas apresentaram graus de edema e infiltrado
monomorfonuclear que variaram de moderado a intenso, sendo estes valores estatisticamente
significativos quando comparados as seccGes de mucosa normal (p<0,001), a excecao
daqueles relacionados ao infiltrado inflamatdrio presente nas sec¢fes de hiperplasia (Tabela
1). Diferengas significativas adicionais foram observadas quanto ao grau de edema presente
nas seccbes de granuloma piogénico e cisto radicular e no que diz respeito ao infiltrado
inflamatdrio encontrado no tecido conjuntivo dos casos de hiperplasia e granuloma piogénico
(p<0,001); (Tabela 1); (Figura 2 A, B).

Tabela 1. Avaliacéo dos niveis de edema e células inflamatdrias em sec¢des coradas com
hematoxilina-eosina

Grupos Edema’ Infiltrado®

de Estudo Mediana ql-g3 Mediana ql1-g3
Hiperplasia® 2,0 1,0-2,0 2,0 1,0-3,0
Granuloma Piogénico® 30 20-30 3,0 3,0-3,0
Granuloma Periapical® 1,5 1,0-2,0 3,0 2,0-3,0
Cisto Radicular® 2,0 1,0-20 2,5 2,0-3,0
Controle® 00 0,0-10 1,0 1,0-1,0
p-valor <0,001 <0,001

1. Kruskal Wallis com teste a posteriori de Mann-Whitney com corre¢édo de Bonferroni.
.(ae) (p=0,002) .(be) (p<0,001) .(ce) (p=0,004) .(de) (p=0,001) .(bd) (p=0,002)

2. Kruskal Wallis com teste a posteriori de Mann-Whitney com corre¢do de Bonferroni.
.(be) (p<0,001) .(ce) (p<0,001) .(de) (p<0,001) .(ab) (p=0,003)
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Figura 2: Infiltrado monomorfonuclear discreto presente na matriz extracelular de hiperplasia fibrosa
inflamatéria (A). Grau intenso de infiltrado linfo-plasmocitario em seccdo de granuloma piogénico.

Hematoxilina—eosina, 400 X.
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3.3 Anédlise de mastocitos nos diferentes grupos através da coloragdo com azul de
toluidina

Em seccBes coradas com azul de toluidina os granulos dos MCs exibiram evidente
metacromasia (Figura 3 A, B). Contudo, embora o nimero absoluto de MCs intactos tenha
sido maior nas lesdes inflamatdrias bucais do que aquele observado nas sec¢des de mucosa
oral sem inflamag&o, estas diferengas ndo foram estatisticamente significativas (p=0,214).
Com relacdo ao contingente de MCs degranulados constatou-se 0s mesmo aspectos
supracitados (p=0,05); (Tabela 2).
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Flgura 3: Presenga de tres mastocnos (setas) na lamina prépria evidenciando granulacdo metacromatlca
em lesdo de hiperplasia fibrosa inflamatoria (A). Mastdcitos degranulados (setas), em mucosa oral normal,

gue exibem granulos em cor purpura localizados proximos ao nicleo (B). Azul de toluidina, 400X.

Tabela 2. Analise de mastdcitos nos diferentes grupos atraves da coloracdo com azul de
toluidina

Grupos Intactos Degranulados
de Estudo Mediana qg1-g3 Mediana ql1-g3
Hiperplasia® 55 28143 55 2,8-9,3
Granuloma Piogénico® 90 1,8-13,0 8,0 3,5-10,5
Granuloma Periapical® 70 23-143 2,5 1,0-4,8
Cisto Radicular® 85 50-125 4,0 2,0-4,3
Controle® 25 0,8-35 3,0 0,8-6,0

p-valor 0,214 0,055
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3.4 Expressdo de coladgeno na matriz extracelular das lesbes inflamatorias bucais e de
mucosa normal em sec¢Bes coradas com sirius vermelho

A area total de colageno foi mensurada em todas as secc@es teciduais e a analise morfométrica
indicou uma maior tendéncia de expressao desta proteina fibrilar nas lesGes intra-0sseas, a
exemplo do granuloma periapical e cisto radicular quando estas foram comparadas as secc¢oes

de mucosa normal (p<0,05); (Figura 4 A, B, C).

{ » N/
Figura 4: Expressdo de coladgeno organizado e com feixes espessos em lamina prépria de mucosa oral
normal (A). Expresséo da matriz colagénica bem modelada em granuloma periapical (B). Disposi¢éo das
fibras coldgenas em matriz conjuntiva de cisto radicular situada abaixo do revestimento epitelial cistico
(C). Sirius vermelho, 400X.

Embora as lesdes inflamatdrias de mucosa oral, tais como a hiperplasia e o granuloma
piogénico também exibissem maiores valores indicativos da area total de colageno, estas
diferencas ndo foram significativas quando comparadas as sec¢des controles (p>0,05);
(Tabela 3).
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Tabela 3. Expressao de colageno na matriz extracelular das lesdes inflamatdrias bucais e
de mucosa normal em secg¢des coradas com sirius vermelho

Grupos Area de Colageno®
de Estudo Mediana gl-g3
Hiperplasia® 0,14 0,08-0,15

Granuloma Piogénico® 0,13  0,09-0,15

Granuloma Periapical® 0,16 0,14-0,17

Cisto Radicular® 0,16  0,14-0,17
Controle® 0,10 0,09-0,11
p-valor 0,002

1. Kruskal Wallis com teste a posteriori de Mann-Whitney
com correcao de Bonferroni. .(ce) (p=0,001) .(de) (p<0,001)

3.5 Expressdo de VEGF em células endoteliais nos diferentes grupos de lesGes
inflamatdrias bucais e de mucosa oral

As células endoteliais nas diferentes lesdes estudadas exibiram um padrdo de marcagdo

citoplasmatica com o anticorpo anti-VEGF (Figura 5 A, B).

Nas lesdes inflamatérias bucais o nimero de células endoteliais VEGF positivas presentes no
revestimento endotelial de pequenos capilares sanguineos foi maior quando comparado aquele
observado nas seccGes de controle normal. No entanto, estas diferencas ndo foram

estatisticamente significativas (p=0,153); (Tabela 4).

; *‘\( e
5 il o 8 h"u S g
Flgura 5: Expressdo de células VEGF positivas no revestlmento endotelial de pequenos capllares em

seccao de granuloma periapical (A). Expressao de células VEGF positivas localizadas ao redor da luz de
pequenos capilares em seccdo de granuloma piogénico (B). Imuno-histoquimica, anti-VEGF, 400X.
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Tabela 4. Expressdao de VEGF em células endoteliais nos diferentes grupos de lesGes
inflamatdrias bucais e de mucosa oral

Grupos VEGF
de Estudo Mediana ql-g3
Hiperplasia 17,0 16,0-30,0
Granuloma Piogénico 29,5 24,3-41,5
Granuloma Periapical 27,0 18,0-28,0
Cisto Radicular 19,0 11,0-53,5
Controle 10,0 8,0-14,0
p-valor 0,153

3.6 Correlacao do contingente de mastdcitos com area de colageno e VEGF

Né&o foi encontrada correlacdo positiva entre o contingente de MCs com area de colageno e a

expressao de VEGF nas diferentes lesdes (Tabela 5).

Tabela 5. Correlacdo do contingente de MCs com a area de colageno e expressdo de
VEGF

MCs (intactos e degranulados)

Coeficiente p-valor
de Correlagao

Area de Colageno 0,018 0,905

VEGE -0,032 0,885
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4 DISCUSSAO

Os MCs sdo encontrados em 6rgéos e tecidos do corpo humano e sdo a principal fonte de
histaminas, proteases e outros mediadores quimicos importantes. Um dos principais
componentes presentes nos seus granulos é a triptase’, uma enzima encontrada
exclusivamente nestas células®. Os MCs tém sido descritos numa variedade de doencas
inflamatorias e processos imunopatolégicos. Desta forma, por ser um elemento celular central

no desenvolvimento do processo inflamatorio, foi eleito como objeto de analise deste estudo.

A presenca de MCs em lesdes inflamatdrias e fibroticas € fartamente documentada na
literatura™ % °. Por esta raz&o, optou-se por investigar a participacdo destas células em lesdes
inflamatorias bucais. Varios métodos de coloragdes histoquimicas tém sido utilizados com o
objetivo de caracterizar estes elementos celulares, como por exemplo, o Astra azul®, o
Giemsa” 8, Alcian-blue®, e também técnicas de imuno-histoquimica usando anticorpos
monoclonais anti-triptase como marcadores enziméaticos” * ' !, Segundo Sharma e Saxena®
o0 corante Astra azul mostrou-se mais especifico para MCs quando comparado ao Azul de
toluidina. Em contrapartida, de acordo com Natah et al.** anticorpos anti-triptase s&o os
indicadores mais confiaveis de atividade de degranulacdo de MCs. O presente estudo utilizou
a técnica de coloragdo histoquimica com o corante Azul de toluidina para detec¢cdo dos MCs,
sendo este método de coloragdo um dos mais utilizados para o estudo destas células® *> .

Além dos processos inerentes a inflamacéo ja citados, no presente trabalho, o contingente de
MCs foi comparado entre as quatro lesdes inflamatdrias bucais e o tecido gengival coletado
durante cirurgias de terceiros molares inclusos, com capuz gengival sem sinais clinicos de
inflamacdo. O ndmero de MCs nas lesGes inflamatorias ndo diferiu estatisticamente em
relacdo ao tecido normal, apesar do nimero de MCs intactos e degranulados ter sido maior
nas lesdes inflamatérias bucais do que no grupo controle. Farahani et al.! avaliaram lesées
reativas orais e encontraram um numero elevado dessas células nestas entidades clinicas.
Todavia, um estudo realizado por Vahabi et al.”® sugeriu que em lesdes com componente
inflamatorio muito exuberante, pode ser dificil detectar a presenga de MCs em virtude da sua
degranulagdo. Estes autores fizeram uma analise que avaliou o niumero de MCs em diferentes
tipos de doenca periodontal e verificaram contingente maior de MCs em periodontites
crénicas em comparagdo a periodontite agressiva e a tecidos normais. Estudos anteriores

também demonstraram aumento do nimero de MCs no estagio inicial da epulis'® e em cistos
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periapicais comparados com granulomas periapicais® . Sendo assim, embora os resultados do
presente estudo ndo corroborem estes trabalhos citados, algumas hipoteses devem ser
consideradas numa tentativa de justifica-los. E muito dificil precisar o tempo de evolugéo das
lesGes estudadas. Sabe-se que agentes irritativos de longa duracdo e baixa intensidade sdo
capazes de promover o desenvolvimento destas patologias e o continuo remodelamento da sua
matriz extracelular, conforme sugerido por Kamal et al.'*. Desta forma, considerando o estado
funcional do MC, seu namero pode ser facilmente subestimado em virtude do processo de

degranulacao.

Em vista destas consideracGes, no presente estudo, foi realizada contagem de MCs intactos e
degranulados. Embora tenha sido observado em todas as lesfes estudadas um aumento do
contingente de MCs em relacdo as seccBes de mucosa normal, esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa. Tal fato pode ser justificado pelo tamanho da amostra utilizado
neste estudo. Foram selecionados 10 casos representantes de cada lesdo inflamatdria bucal.
Embora este mesmo nlmero amostral tenha sido utilizado por outros autores® 2,
provavelmente um maior numero de sec¢des histologicas provenientes de cada patologia e do
tecido normal, permitiriam detectar as aparentes diferencas em rela¢do ndo s6 ao contingente

de MCs, mas também as outras variaveis analisadas.

Os resultados deste estudo demonstraram que os MCs encontraram-se em maior nimero no
cisto radicular quando comparado ao granuloma periapical. Esta observacdo foi descrita na
Tabela 2 e reflete tanto 0 nimero de MCs intactos, como o de degranulados. Comparando a
contagem de MCs em granulomas periapicais e tecidos normais, Kamal et al.® observaram um
nimero aumentado dessas células na lesdo. Todavia, Sharma e Saxena® observaram, na
comparagdo entre granulomas e cistos periapicais, que os cistos tinham mais MCs do que os
granulomas. Os autores utilizaram secgOes coradas com azul de toluidina. O mesmo resultado
foi encontrado por Rodini et al."’, através da utilizagdo da técnica de imuno-histoquimica com
0 anticorpo anti-triptase. Estes mesmos autores justificaram este achado histoldgico em
virtude do granuloma periapical poder representar uma leséo que precede o desenvolvimento
do cisto radicular e desta forma a atividade funcional do MC e sua consequente degranulagéo

estariam mais acentuados, tornando dificil a sua deteccéo.

Analisando-se separadamente as quantidades de MCs intactos e degranulados em cada lesao,

constatou-se maior numero destas células na mesma lesdo — o granuloma piogénico. Tal fato
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sugere que, nesta patologia, o grau de inflamacao se mantém relativamente constante, pois foi
observado que entre todas as lesbes estudadas, o grau de edema e a presenca de células
inflamatdrias linfo-plasmocitarias foi maior no granuloma piogénico. Isto parece indicar que a
participacdo dos MCs é contribuitdria e exerce um papel decisivo na patogénese do
granuloma. Alguns autores tem demonstrado a relevancia do processo de degranulagao para o
estabelecimento do carater inflamatério da lesdo. Walsh et al.'® encontraram MCs
degranulados em varios tipos de lesdes inflamatorias a exemplo de gengivite, granuloma
periapical, pulpite, entre outras. O estudo avaliou a liberacdo de mediadores e presenca de
triptase e quimase na matriz extracelular. Os autores salientaram que a degranulagéo pode ser
disparada por vérios estimulos relacionados a inflama¢do. Em um estudo comparativo entre
fibroma de células gigantes, hiperplasia fibrosa inflamatéria e tecido normal, Santos et al.™*
encontraram maior percentagem de MCs degranulados no fibroma em relacdo aos outros
grupos. Segundo os autores, esta observacdo ndo indica necessariamente um papel destrutivo,
mas pode sugerir 0 envolvimento dessa célula no processo de reparo. Em adicdo a estes
trabalhos citados na literatura, diferencas estatisticamente significativas foram encontradas

por Rakesh et al.*®

, a0 avaliarem a contagem de MCs degranulados em sec¢des de leucoplasia
guando comparadas com mucosa oral normal. No presente estudo, uma significativa relacdo
foi encontrada entre o nimero de MCs e o grau de inflamagdo nos casos de granuloma
piogénico, granuloma periapical e cisto radicular. Isto ratifica a atividade dos MCs na
inflamag@o® *°. Corroboram com o presente trabalho, os resultados de Farahani et al.>. Estes
autores também encontraram correlacao entre a quantificacdo de MCs em fibroma irritativo e
granuloma periférico de células gigantes e o grau de inflamago. Drazic et al.’ encontraram

12! em areas de infiltrado

MCs degranulados em meio ao infiltrado inflamatério e Montes et a
inflamatorio crénico de lesdes periapicais, sugerindo a participacdo dessas células na injdria e

reparo de lesfes que acometem os tecidos periapicais.

Tem sido demonstrado um crescente estimulo a proliferacdo fibroblastica e consequente
sintese de colageno decorrentes da liberagdo de enzimas, como a triptase e a quimase, pelos
MCs no momento de sua degranulacdo’®. No presente trabalho, encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controle e duas das lesdes estudadas em relagéo a
area de colageno, indicando maior area no granuloma periapical e cisto radicular. No entanto,
nédo foi encontrada correlacdo estatisticamente significativa entre o contingente de MCs e a
area de coladgeno nos resultados obtidos neste estudo. A associacdo dessas células com a

|9, 22 e

intensidade da fibrose tem sido relatada em diversas condi¢cdes como na fibrose rena em
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tumores’. Apesar de Roberts e Brenchley® encontrarem um nimero elevado de MCs em
tecidos renais que mostraram fibrose em comparacdo com tecidos renais normais, 0s autores
ressaltaram que algumas citocinas fibrogénicas dos MCs também sdo produzidas por outros
tipos de células envolvidas na fibrose renal, tais como macrdéfagos e células epiteliais
tubulares e isto dificultou a definicdo precisa do papel dos MCs no processo fibrético.
Miyazawa et al.?, encontraram resultados inversos quando avaliaram o papel dos MCs na
fibrose renal e concluiram que estas células ndo desempenharam um papel importante na

patogénese da fibrose intersticial em nefrose. Santos et al.**

comparando 0 numero total de
MCs em é&reas de fibrose, encontraram um maior nimero dessas células em hiperplasia
fibrosa inflamat6ria e uma concentracdo mais baixa em &reas ricamente colagenizadas de
mucosa normal. De acordo com alguns investigadores, a triptase secretada pelos MCs interage
com o receptor de ativacdo da protease (PAR-2) e, assim, induz a proliferacdo de fibroblastos
e consequentemente da fibrose® 2.

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) é um dos mediadores quimicos
produzidos pelos MCs®. A liberagdo deste fator de crescimento pelos MCs pode ocorrer pela
degranulacdo ou transferéncia entre células, processo conhecido como transgranulacdo®. A
tipica localizacdo dos MCs nas proximidades dos capilares sanguineos parece indicar a
ocorréncia da transgranulacdo. Todavia, a inducdo da expressdao de VEGF por parte das
células endoteliais pode acontecer por outras vias de sinalizacdo. Sabe-se que este fator de
crescimento pode estimular a proliferacdo de células endoteliais, formacdo de novos capilares

.25 avaliaram lesdes inflamatorias

sanguineos e posterior processo de fibroplasia®. Nonaka et a
periapicais a exemplo do granuloma e cisto radicular e constataram alta expressdo de VEGF
nestas patologias, concluindo que a expressdo desse fator pr6-angiogénico estaria relacionada
com a intensidade do infiltrado inflamatdrio presente na matriz extracelular destas lesGes. Os
resultados do trabalho de Gruber et al.?’ e Ribatti et al.”® indicaram que entre os muitos
fatores que atuam nas células endoteliais, 0 VEGF, além de estimular a neovascularizagdo,
contribui para o recrutamento de MCs ao sitio da lesdo. Na presente investigacdo, o nimero
de células endoteliais que exibiram um padrdo de imunomarcagdo citoplasmética para o
anticorpo anti-VEGF, foi maior em todas as les6es estudadas quando comparadas as seccoes
histologicas de mucosa normal, fato este que poderia sugerir a participacdo do endotélio no
recrutamento de MCs para a matriz conjuntiva destas lesdes. Contudo, estas diferencas nao

foram estatisticamente significativas. Adicionalmente, ndo foi observada correlagédo
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estatisticamente significativa entre a expressdo de VEGF por parte de células endoteliais e 0

ndmero de MCs.

Os resultados obtidos a partir deste trabalho sugerem fortemente a participacdo dos MCs na
patogénese de lesbes inflamatdrias bucais, embora outros tipos celulares como os macréfagos
e celulas endoteliais, por exemplo, também possam estar contribuindo para o
desenvolvimento de fendbmenos bioldgicos relevantes no contexto das lesdes analisadas neste
estudo. Faz-se necessario ampliar o nimero de casos relacionados as patologias que foram
objeto desta investigacdo a fim de ratificar as diferencas observadas referentes as variaveis
estudadas. A utilizacdo de outros marcadores especificos para os MCs a exemplo do anticorpo
anti-triptase’?, também poderé contribuir para o0 melhor entendimento do papel desempenhado
por estas células nas lesdes inflamatorias e fibrdticas. Ademais, 0 conhecimento do
comportamento dessas celulas pode levar ao desenvolvimento de possiveis drogas
antifibrogénicas, ou inibidores de mediadores inflamatdrios, complementando as atuais

terapias cirurgicas e/ou medicamentosas.

Os resultados obtidos a partir deste trabalho sugerem fortemente a participacdo dos MCs na
patogénese de lesbes inflamatdrias bucais, apesar do niamero de MCs ter sido maior em todas
as lesdes estudadas, ndo houve diferenca estatistica. A expressdo de colageno foi maior nas
lesbes estudadas em relacdo aos tecidos gengivais normais e ainda ndo foi observada
correlacdo positiva entre a expressdo de VEGF e o nimero de MCs.
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ABSTRACT

Mast cells (MCs) are cells that contain secretory granules and are distributed in the
connective tissue and mucous membranes, especially in perivascular areas preferably on the
microvascular bed in the oral mucosa. The objective was to quantify the population of MCs
degranulados intact and in oral inflammatory lesions by staining with toluidine blue. The
analysis of the degree of edema and lymphoplasmacytic infiltrate was performed on sections
stained with hematoxylin-eosin, as well as the expression of collagen in sections stained with
Sirius Red. We used the anti-VEGF antibody in immunohistochemical technique to evaluate
the expression of this growth factor in endothelial cells and correlate it with the number of
mast cells. In this cross-sectional study, we used 40 samples of inflammatory fibrous
hyperplasia, pyogenic granuloma, periapical granuloma, radicular cyst (10 / each), allocated
from the files of the Pathology Service of Bahia School of Medicine and Public Health. For
the control samples were used six normal gingival mucosa. The histological sections were
stained and subjected to morphometric analysis of the collected data showed that although
the absolute number of intact mast cells was higher in oral inflammatory lesions than that
observed in sections of oral mucosa, these differences were not statistically significant (p =
0.214) . We observed a positive association between the number of mast cells and the degree
of inflammation (p <0.05), but similar correlation was not observed when we compared the
expression of VEGF with collagen and the number of MCs (p> 0.05) Soon, we observed the
involvement of MCs in the pathogenesis of inflammatory oral lesions, although these cells
appear to have contributed to the expression of collagen in the extracellular matrix of the
lesion.

Keywords: Mast Cells, Inflammation, Oral lesions.
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ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Oficio n 099/2011
Salvador, 16 de maio de 2011.

Referente ao prot. de pesquisa N°. 017/2011.
Pesquisador Responsavel: Alena Ribeiro Alves Peixoto

Titulo: Anélise de contingente de mastocitos em lesdes inflamatdrias bucais

Objetivo Geral: Avaliar a populagio de mastdcitos em lesdes inflamatorias bucais;
Objetivos Especificos — Caracterizar quantativamente a expressdo de mastécitos, atraveés
da coloragdo azul de toluidina, nos granulomas piogénico e periapical, na hiperplasia
fibrosa inflamatéria e no cisto radicular;

e Comparar o contingente de mastocitos das diferentes lesdes e aquele observado
nas sec¢des de mucosa oral normal;

e (Co-relacionar o nimero de mastécitos com a drea de colageno analisada
morfometricamente em secgdes coradas com Sirius vermelho;

e Avaliar o processo de anagiogénese nas lesdes selecionadas, através da técnica
de imunohistoquimica;

e Co-relacionar o nimero de mastdcitos com o contingente de vasos neoformados
em secgdes histolégicas que exibirem células CD-31 e Fator VIII positivas.

CEP - Comité de Etica em Pesquisa da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica da
Fundagiio Bahiana para Desenvolvimento das Ciéncias, apos analise do ponto de vista
bioético das respostas de pendéncia do Protocolo acima citado considera que o
protocolo atende aos principios éticos em Pesquisa em Seres Humanos, segundo a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP-CNS-MS).
Diante do exposto julga o protocolo supracitado APROVADO
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Andlise do Contingente de Mastocitos em Lesdes Inflamatorias Bucais
Instituicdo: Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

O(A) Sr(*) esta sendo convidado a participar da pesquisa “Anélise do Contingente de
Mastocitos em Lesdes Inflamatdérias Bucais”, com objetivo de estudar uma célula da
inflamacdo. O tema é importante, pois ampliard o conhecimento sobre o processo de
inflamacéo e cura das feridas bucais. Os participantes desta pesquisa responderdo a questoes
concernentes a idade e sexo. Sera removido um pequeno pedaco da gengiva que estd
recobrindo o dente incluso que sera extraido, antes da remocdo do dente. Os resultados desta
pesquisa serdo divulgados em congressos e revistas cientificas. Os pesquisadores garantem
guardar sigilo em relacdo a identidade dos participantes e estes tém a garantia de
esclarecimento em relacdo a qualquer davida, antes e durante o curso da pesquisa, estando
livres para recusar-se a participar da pesquisa, assim como retirar este consentimento a
qualquer momento, sem penalizacdo ou prejuizo ao seu cuidado. N&o havera remuneracéo aos
participantes.

O pesquisador responsavel é a Prof® Dr2 Alena Medrado, endereco: R.. Rodolfo Coelho
Cavalcante, 90, apt 502, Salvador, Ba. Tel.(71) 8838 0218. Este termo é composto de duas
vias de igual contetdo, sendo a primeira para arquivamento pelo pesquisador e a segunda para
0 paciente ou seu representante legal.

L dou meu consentimento para participar desta pesquisa, apos
ter lido, recebido esclarecimentos e compreendido.

Salvador, / /

Assinatura do Participante

Assinatura do (a) pesquisador (a)

Local para impressao digital

Assinatura da testemunha

Em caso de dlvida ou dentncia contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica — Av. D. Jodo VI, 274 — Brotas - CEP. 40.285-01-
Salvador-Ba. Tel.: (71) 2101-1900



