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O sonho

“Sonhe com aquilo que vocé quer ser,
porqgue VOcé possui apenas uma vida
e nela so se tem uma chance

de fazer aquilo que quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.
Dificuldades para fazé-la forte.
Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tem as melhores coisas.
Elas sabem fazer o melhor das oportunidades

gue aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.
Para aqueles que se machucam
Para aqueles que buscam e tentam sempre.
E para aqueles que reconhecem

a importancia das pessoas que passaram por suas vidas.”

Clarice Lispector


http://www.pensador.info/autor/Clarice_Lispector/

RESUMO

Introducdo: Resultados contrastantes tém sido descritos na literatura considerando a
contagem das células dendriticas (CD) na doenca periodontal. Embora o fumo diminua
0 numero de CD no tecido pulmonar, ainda néo foi investigado o efeito do habito de
fumar nas células de Langerhans (CL) e CD na gengivite crénica.

Métodos: Amostras gengivais de individuos com gengivite cronica foram obtidas de
30 pacientes, fumantes (F) e ndo-fumantes (NF). A técnica imunoistoquimica foi
utilizada para identificar as CL imaturas (CD1a+) e CD maduras (CD83+). O infiltrado
inflamatério foi avaliado e contado. A densidade de células (nGmero/mm?) foi calculada
no epitélio bucal (EB), epitélio do sulco (ES) e lamina prépria (LP) para as células
CDla+ e na LP para as células CD83+. Estes resultados foram comparados entre os
grupos. Este estudo avaliou se um maior niumero de cigarros e o tempo do habito do
fumo afetaram a densidade de células. Foram feitas correlagfes entre as densidades
de CL e CD com densidade do infiltrado inflamatério, nUmero de cigarros e tempo do
hébito de fumar.

Resultados: As densidades do infiltrado inflamatorio e das células CD1la+ do ES e da
LP foram significativamente menores para os fumantes do que para os ndo-fumantes
(p<0,05). © mesmo nao foi observado para as células CDl1la+ do EB e células CD83+
da LP. O numero de cigarros e tempo do habito de fumar ndo afetaram a densidade de
células. Nao houve correlacdo significativa entre a densidade de CL, CD com infiltrado
inflamatério, nimero de cigarros e tempo do habito de fumar.

Conclusdes: O habito de fumar afeta a distribuicdo das CL e CD na gengivite cronica.
Estes resultados podem explicar em parte diferencas na progressdo da doenca

periodontal entre F e NF.

Palavras-chave: antigeno CDla, antigeno CD83, células dendriticas, gengivite,

células de Langerhans, fumo.



Effect of smoking in Langerhans and dendritic cells in patients with

chronic gingivitis

ABSTRACT

Background: Prior literature has shown contrasting results regarding dendritic cell
(DC) counts in periodontal diseases. Although smoking does decrease the number of
DC in the lungs, the effect of smoking on the quantitative distribution of Langerhans
cells (LC) and DC within chronic gingivitis has not yet been investigated.

Methods: Gingival samples were obtained from 30 patients, smokers and non-
smokers. Immunohistochemical staining was performed to identify CD1a+ immature LC
and CD83+ mature DC. Inflammatory infiltrate was evaluated and counted. Density of
the cells was calculated within the oral epithelium (OE), sulcular epithelium (SE), and
lamina propria (LP) for CDla+ cells and within the LP for CD83+ cells. These results
were compared between the groups. This study sought to evaluate whether or not the
high number of cigarettes and the time of smoking actually affected the density of cells.
The correlations among the densities of LC and DC with the densities of inflammatory
infiltrate, number of cigarettes, and time of smoking was performed.

Results: Density of inflammatory infiltrate and CD1la+ cells from SE and from LP was
significantly lower for smokers than for non-smokers (P<0.05). This was not a result for
CD1a+ cells from OE and CD83+ cells from LP. The number of cigarettes and time of
smoking did not affect the density of cells. No statistically significant correlation could
be drawn between the density of LC and DC and Inflammatory infiltrate, number of
cigarettes, and time of smoking.

Conclusions: Smoking proved to affect the quantitative distribution of LC and DC in
chronic gingivitis.

Keywords: CDla antigen, CD83 antigen, dendritic cells, gingivitis, Langerhans cells,

smoking.
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1. INTRODUCAO

A gengivite € uma doenca crbnica em resposta a presenca de biofilme que
pode evoluir para a periodontite. No entanto, nem todos os individuos com gengivite
irdo progredir para a periodontite, e nem todos os individuos com periodontite irdo
perder o dente [Lindhe et al., 1975; Cullinan et al., 2003]. Portanto, individuos podem
responder de forma variavel a presenca do biofilme, mas os fatores que contribuem
para a susceptibilidade do paciente sdo ainda pouco compreendidos [Loe et al., 1965;
Ohlrich et al., 2009].

A resposta imunoldgica é caracteristica em cada estagio da doenca, e gengivite
e periodontite possuem contagem de células inflamatérias distintas [Ohlrich et al.,
2009]. Gemmell and Seymour [1995] mostraram um aumento na propor¢ao de células
T com um aumento do infiltrado inflamatério na gengivite. Em outro estudo, Gemmell &
Seymour [1998] observaram um aumento na contagem de células T no sangue
periférico, sugerindo que esta migracao celular para a gengiva pode ocorrer durante o
processo de gengivite.

Na progressao da gengivite para a periodontite é estabelecido que existe uma
mudancga de lesdes predominantemente de linfocitos T para lesdes de linfocitos B
[Kinane and Mark Bartold, 2007]. Diferentes células apresentadoras de antigenos
podem ser responsaveis por direcionar as células T para uma resposta mediada por
células (Thl) ou para uma resposta humoral (Th2) [Berglundh and Donati, 2005;
Kinane and Mark Bartold, 2007]. Possivelmente, isso ocorre através da apresentacao
de diferentes epitopos antigénicos que resultam na secrecao de diferentes padrées de
citocinas [Gemmell and Seymour, 2004]. Os fatores que levam aos diferentes tipos de
resposta podem estar associados com mudancas na natureza microbioldgica bem
como a fatores de susceptibilidade genética e ambientais [Ohlrich et al., 2009].

Estudos epidemioldgicos tém correlacionado positivamente a freqiéncia e o

consumo de cigarros com aumento dos niveis de risco para doenca periodontal [Haber



et al.,, 1993; Grossi et al., 1995]. Uma expressao da doenca mais grave entre 0s
fumantes quando comparado com o0s ex-fumantes, e mais ainda com 0s que nunca
fumaram, também é observada [Grossi et al., 1995; Papantonopoulos, 2004]. De
acordo com Salvi et al. [1997], fumantes tém cinco vezes mais possibilidade de
desenvolver periodontite severa do que nao-fumantes. Apesar dos estudos
apresentarem uma relacao causal entre fumo e doenca periodontal, ainda ndo se sabe
ao certo o que acontece quando o tecido periodontal € exposto aos componentes do
cigarro [Haber et al., 1993]. O mecanismo mais plausivel para explicar essa relagéo é
que os componentes do cigarro interagem com as células do individuo afetando a
resposta inflamatoéria as mudancgas microbiologicas [Grossi et al., 1995].

As células de Langerhans (CL), um subtipo de células dendriticas (CD)
originados na medula 6ssea, tem sido encontradas em tecido gengival saudavel e com
doenca [Dereka et al., 2004]. Na gengivite ou periodontite, CL imunocompetentes
constituem uma rede de capturar antigenos, capazes de interiorizar antigenos
patogénicos, leva-los aos nédulos linfaticos regionais e la iniciar a proliferagdo de
células T antigeno — especifico [Barrett et al., 1996]. Estudos tém demonstrado a
presenca de numerosas CL imaturas CDla+ e CD maduras CD83+ no epitélio e
lamina prépria de gengiva saudavel, gengivite crénica e periodontite crbnica [Jotwani
et al., 2001; Jotwani and Cutler, 2003].

Diferentes estudos mostram discrepancias em relacdo ao numero de CD na
doenca periodontal [Jotwani and Cutler, 2003]. E observado aumento na distribuic&o
guantitativa na gengivite e periodontite [Newcomb et al., 1982, DiFranco et al., 1985,
Hitzig et al., 1989], diminuicdo do ndmero na gengivite e periodontite em comparagéo
a tecidos saudaveis [Séguier et al., 2000b], ou nenhuma mudanca quantitativa
[Gemmell et al., 2002a] no epitélio gengival durante a inflamacao. Essas diferencas
podem ser atribuidas ao fato de que em alguns estudos as CD foram avaliadas por
diferentes técnicas [Newcomb et al., 1982] ou marcadores [DiFranco et al., 1985;

Hitzig et al., 1989; Séguier et al., 2000b; Gemmell et al., 2002a]. Além disso, tais



divergéncias podem ser explicadas pelas variacdes na idade [Zavala and Cavicchia,
2006] ou ainda pela auséncia de estudos relacionando o habito de fumar [Cury et al.,
2008].

Estudos tém mostrado que o tabagismo diminui o nimero de CD no tecido
pulmonar e que a exposicdo crdnica ao tabaco prejudica a resposta imune contra
infeccdes virais, além de aumentar a prevalénica de doencas pulmonares obstrutivas
cronicas em fumantes [Robbins et al., 2004; Tsoumakidou et al., 2007; Robbins et al.,
2008].

As CL e CD sao células encontradas na gengiva e por terem um papel
importante na resposta imune celular contra patégenos periodontais, estimulando a
migracdo de células inflamatérias para o local da inflamacao, podem ter participacéo
essencial na iniciagdo e no desenvolvimento da inflamacdo gengival. No entanto, a
quantidade de CL e CD no tecido gengival ainda é controverso. Embora o fumo
diminua o numero de CD no pulméo, ainda ndo tem sido avaliado o efeito do fumo na

distribuicdo quantitativa das CL e CD na gengivite cronica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Imunopatologia da Doenca Periodontal

A gengivite € uma doenca crdnica em resposta a presenca de biofilme. No
entanto, individuos podem responder de forma variavel a presenca do biofilme, em
relacdo a outros [Loe et al., 1965; Ohlrich et al., 2009]. Assim, sabe-se que a biofilme
bacteriana é o agente etiolégico da doenca periodontal [Loe et al., 1965], porém os
fatores que contribuem para a susceptibilidade do paciente sdo ainda pouco
entendidos. Nem todos os individuos com gengivite irdo progredir para a periodontite,
e nem todos os individuos com periodontite irdo perder o dente [Lindhe et al., 1975,
Cullinan et al., 2003].

Durante algum tempo, os estudos focaram a identificagcdo de patdégenos
periodontais especificos baseados no conceito de que a presenca desses organismos
predispbe ao desenvolvimento da doengca. No entanto, Cullinan et al. [2003]
demonstraram, em um estudo longitudinal, que existe uma grande volatilidade na
aquisicdo e perda desses organismos, e que pessoas podem ter alguns desses
patdégenos e ndo manifestar a doenga. Associado a isso, os fatores ambientais como o
fumo e estresse tem um grande impacto na expressdo da doenca afetando a resposta
do hospedeiro a esses patdogenos [Ohlrich et al., 2009].

De acordo com Page e Schroeder [1976] o desenvolvimento da inflamacgéo
gengival é dividido em alguns estagios. A lesdo inicial, estabelecida e progressiva,
estagios sequenciais da gengivite, seguido pela lesdo avangcada, como a manifestacao
clinica da periodontite.

A lesdo inicial ocorre cerca de quatro dias apds o acumulo de biofilme, e é
caracterizada pela formacdo de edema, aumento do fluido gengival, aumento de
polimorfonucleares neutrofilos (PMN) e pouca destruicdo de tecido conjuntivo. Nesse

estagio o infiltrado pode ocupar de 5 a 10% do tecido conjuntivo, mas ainda néo é



clinicamente evidente. Aproximadamente de quatro a sete dias apds o acumulo de
biofilme a doenca se torna estabelecida. A lesdo que primariamente era composta de
PMN aumenta o nimero de macréfagos e linfécitos. Até o 21° dia, o namero de
linfécitos pode chegar a cerca de 85% do infiltrado, enquanto os macréfagos podem
compor até 11% e além disso, mudancas vasculares se tornam mais evidentes. Essas
mudancas séo clinicamente observadas no periodo de 12 a 21 dias. Os linfécitos sédo
predominantemente células T com uma relacdo CD4:CD8 de 2:1 [Page and
Schroeder, 1976] e 0 aumento do nimero de CL é visto tanto no epitélio bucal como
no sucular [Newcomb et al., 1982; Seymour et al., 1983; Seymour et al., 1988; Jotwani
et al., 2001; Cury et al., 2008].

A gengivite pode ser considerada uma resposta imunolégica bem controlada,
mas devido a permanéncia do biofilme dental, a resposta imunolégica persiste, ao
invés de resolver. Dessa forma, a resposta inflamatéria prolongada torna a gengivite
uma lesdo de natureza crbnica. Contudo, quando o biofilme é removido, o tecido
gengival repara e remodela, ndo havendo nenhum dano permanente ou alteracédo
persistente na arquitetura tecidual [Ohlrich et al., 2009].

Em alguns pacientes a presenca de fatores ambientais, susceptibilidade inata
ou ambos levam a uma mudanca na lesdo de estabelecida para progressiva. Na
progressiva observa-se a ocorréncia de uma resposta imune adaptativa de células B.
Além da producéo de altos niveis de interleucina (IL)-1 e IL6 e subsequente destruigdo
do tecido conjuntivo e perda de osso. A perpetuacdo desse processo inflamatério leva
a uma continua destruicdo tecidual. As alteragcdes histologicas passam a ser
observadas clinicamente, resultando em um quadro de periodontite [Gemmell et al.,
1997]. E estabelecido que exista uma mudanca de lesdes predominantemente de
linfécitos T para lesdes de linfocitos B na progresséo da gengivite para a periodontite
[Kinane and Mark Bartold, 2007]. Durante o desenvolvimento da doenca periodontal,
ocorre uma mudanca da imunidade mediada por células (Thl) para imunidade

humoral (Th2) [Berglundh and Donati, 2005; Kinane and Mark Bartold, 2007].



Diferentes células apresentadoras de antigenos podem ser responsaveis por
direcionar as células T para uma resposta do tipo Thl ou Th2, possivelmente através
da apresentacdo de diferentes epitopos antigénicos resultando na secrecdo de
diferentes padrdes de citocinas [Gemmell and Seymour, 2004]. Os fatores que levam
uma leséo apresentar caracteristicas de uma resposta do tipo Thl e outras resposta
do tipo Th2 podem estar associados com mudancgas na natureza microbiol6gica bem
como fatores de susceptibilidade genética e ambientais. E importante considerar que
esses fatores podem ser modificados e identificados clinicamente [Ohlrich et al., 2009].

A susceptibilidade a doenca periodontal envolve a interacdo entre bactéria,
fatores do hospedeiro e ambiental. E bem estabelecido que bactérias no biofilme
sejam a causa da inflamacao [Loe et al., 1965; Ohlrich et al., 2009]. No entanto, desde
1970 tem sido esclarecido que nem sempre a presenca do biofilme resulta na
progressdo da doenca. Trés espécies de bactérias sdo consideradas como principais
patégenos periodontais: Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Tannerella forsythia. Embora esse conceito tenha apoio
geral, é também bem reconhecido que a presenca destas bactérias patogénicas por si
s6 ndo é suficientes para causar a doenga [Seymour and Taylor, 2004].

Estudos indicam que existe uma importante contribuicdo genética para o
desenvolvimento da periodontite crénica. Esses estudos sugerem que a genética
pode, em parte, determinar as citocinas e o perfil de anticorpos e, consequientemente
a susceptibilidade a determinados patégenos [Gemmell et al., 2002b; Gemmell et al.,
2004, Gosling et al., 2005] .

Apesar dos estudos mostrarem um aumento na susceptibilidade a doenca
periodontal associado ao polimorfismo de genes [Kinane et al., 2005], em alguns
casos esse polimorfismo contribui, mas ndo é essencial na progressao da doenca
[Cullinan et al., 2001]. Estudos longitudinais mostraram interacdo direta entre o fumo,

idade, P. gingivalis e a doenca periodontal. Entretanto, esses fatores associados ao



gendétipo positivo para IL-1 ou IL-10 podem aumentar em 80% o risco de desenvolver a
doenga. [Cullinan et al., 2001; Mullally, 2004].

Fatores do hospedeiro sdo de fundamental importancia. Neste contexto, a
maneira pelo qual a resposta do hospedeiro as bactérias ocorre é determinada pela
natureza e controle das respostas imunes inata e adaptativa [Seymour and Taylor,

2004].

2.2 Fumo e Doenca Periodontal

O fumo é um fator de risco para a doenca periodontal [Mullally, 2004]. Essa
afirmacéo é advinda de estudos epidemiol6gicos em que a freqiéncia ou o consumo
de certa quantidade de cigarros por um periodo de tempo foi positivamente
correlacionado com aumento dos niveis do risco de doenca periodontal [Palmer et al,m
2005; Ojima and Hanioka, 2010]. A expresséo da doenca € também mais grave entre
os fumantes quando comparado com ex-fumantes, enquanto baixo risco foi observado
entre os que nunca fumaram [Harber et al., 1993; Grossi et al., 1995]. De acordo com
Salvi et al. [1997], fumantes tém cinco vezes mais possibilidade de desenvolver
periodontite severa do que ndo-fumantes.

Estudos tém mostrado que os pacientes fumantes respondem de forma menos
favoravel ao tratamento periodontal [Papantonopoulos, 2004; Heasman et al., 2006].
Observa-se uma reducédo na regeneracao e cicatrizagdo nas cirurgias de Regeneracao
Tecidual Guiada [Danesh-Mayer and Wikejo, 2001; Stavropoulos et al., 2004]. Além
disso, esses pacientes apresentam um maior numero de falhas de implantes [Jansson
et al., 2005].

Apesar dos estudos apresentarem uma relacdo causal entre fumo e doenca
periodontal, ainda ndo se sabe ao certo o que acontece quando o tecido periodontal é
exposto ao tabaco e porque a progressdo da doenca periodontal € diferente em
fumantes, quando comparado com néo-fumantes [Ojima and Hanioka, 2010]. O

mecanismo mais plausivel para explicar essa relacdo é que os componentes do



cigarro interagem com as células do individuo afetando a resposta inflamatéria as
mudancas microbioldgicas [Palmer et al., 2005].

Mudancas na formacdo vascular e microcirculacdo podem influenciar na
resposta inflamatoéria gengival [Ojima and Hanioka, 2010]. Estudos mostram que
fumantes com doenca periodontal tém menos sangramento gengival [Preber and
Bergstrom, 1985] e inflamacdo clinica [Preber and Bergstrom, 1986] quando
comparado com néo-fumantes. Isso pode ser explicado pelo fato de que os produtos
do cigarro, como a nicotina, causam uma significante diminuicdo no numero de vasos
na gengiva inflamada de fumantes, comparado com ndo-fumantes [Rezavandi et al.,
2002]. Além disso, o fumo pode causar diminuicdo do fluxo gengival, vasoconstric¢cao
[Morozumi et al., 2004] e a insuficiéncia na revascularizagdo provocada pelo
tabagismo pode contribuir com um atraso na cicatrizagdo gengival, aumentando o
risco de doenga periodontal [Petropoulos et al., 2004].

Estudos tém mostrado que o fumo pode afetar o nimero de neutréfilos no
fluido gengival [Guntsch et al., 2006], além de provocar efeitos deletérios na sua
funcdo como reducado da viabilidade e fagocitose [Pauletto et al., 2000]. Além disso,
também tem sido relatado que o fumo pode influenciar o nimero de linfocitos e a
producdo de anticorpos [Kraal et al., 1977; Kenny et al., 1977; Bennet and Read,
1982]. Linfécitos T CD4+ e CD8+ estavam diminuidos nos individuos fumantes apés
tratamento periodontal [Orbak et al., 2003]. Os niveis de IgG e IgA foram
significativamente menores em fumantes comparado com ndo-fumantes e controles
saudaveis indicando que o uso de cigarro pode estar associado com a supressado da
funcdo de células B e producdo de imunoglobulina. As altera¢cdes nos niveis de
anticorpos podem explicar o mecanismo potencial pelo qual o fumo exacerba a doenca
periodontal [Al-Ghamdi and Anil, 2007].

Alteracdes no metabolismo 6sseo e do tecido conjuntivo também sé&o
observadas como efeitos do tabagismo. Estudos in vitro tém descritos evidéncias de

gue a nicotina pode suprimir a proliferagdo dos osteoblastos enquanto estimula a



atividade da fosfatase alcalina [Buduneli et al., 2008]. Observa-se em fumantes uma
diminuicdo, tanto na saliva quanto no soro, da concentragdo da proteina
osteoprotegerina (OPG). A OPG ¢é importante na remodelacdo 6ssea, explicando o
grande potencial para perda 6ssea entre os fumantes [Lappin et al., 2007; Buduneli et
al., 2008].

Payne et al. [1996] demonstrou que a nicotina leva mondécitos a liberarem
prostaglandina E2 e IL-1 em resposta a polissacarideos podendo contribuir para o
aumento da destruicdo do tecido periodontal observada em fumantes, que na
presenca de atividade vasoconstritora e resposta hiperceratotica ao estimulo fisico
(calor) e quimico poderia explicar a apresentacao clinica paradoxal de perda 0ssea e
profundidade de bolsa severa sem sinais clinicos de inflamacao grave.

O polimorfismo genético de interleucinas e de receptores antagonistas €
considerado importante na resposta imune da doencga periodontal. No entanto, o
gendtipo positivo, combinado com o habito de fumar, aumenta a susceptibilidade ao

desenvolvimento da doenca nesses individuos [Parkhill et al., 2000].

2.3 As células de Langerhans e Células Dendriticas

As CD séao células da imunidade inata que servem como uma ponte para a
resposta imune adaptativa. Para isso, no estagio imaturo, elas capturam micrébios e
seus antigenos e, em seu estagio maduro, estimulam uma resposta de células-T para
esses antigenos. Assim sd@o as Unicas células apresentadoras de antigenos capazes
de iniciar uma resposta imune adaptativa [Banchereau and Steinman, 1998;
Banchereau et al., 2000].

Para que os linfécitos B e T reconhecam e respondam aos micrébios, estes
devem ser capturados pelas células apresentadoras de antigenos. Assim, CD imaturas
capturam e processam 0s antigenos em peptideos que sédo associados as moléculas
do complexo de histocompatibilidade maior (MHC), através do qual os peptideos sao

apresentados ao linfocito T [Frelinger et al., 1979; Cutler et al., 2001; Kinane and



Lapin, 2002]. O recrutamento de leucécitos para a area de injdria ou infeccdo é
essencial para uma eficiente defesa do hospedeiro, e a constante migracdo de
monadcitos e outros leucdcitos para o sitio de infec¢do permite o repertério completo do
sistema imune para proteger o hospedeiro contra uma variedade de antigenos [Katz et
al., 1979].

Estudos mostram que as CL sao derivadas de células progenitoras na medula
O0ssea [Giacometti and Montagna, 1967; Mackenzie, 1975], e existem algumas
evidéncias de que elas possuem a habilidade de dividir enquanto residem no epitélio
[Gschnait and Brenner, 1979; Cutler and Jotwani, 2004; Girolomoni et al., 2002].

No tecido humano periférico sdo descritas trés grupos de CD, as CL da
linhagem miel6ide, as CD interticiais e as CD linféides/plasmocitéides [Cutler and
Jotwani, 2004]. As CL sdo membros da familia das CD que residem dentro da camada
basal e suprabasal do epitélio da pele e mucosa. Elas servem como “sentinelas” da
mucosa, alertando o sistema imune para a entrada de patdgenos [Katz et al., 1979].
As CD interticiais estdo presentes na derme da maioria dos 6rgédos, como rim pulméo
e coracao. As CD linféides/plasmocitdides tém sido identificadas predominantemente
no sangue [Cutler and Jotwani, 2004].

As CD assumem uma morfologia diferente dependendo do seu estagio de
diferenciacdo. Na corrente sanguinea elas séo indistinguiveis dos mondcitos, mas na
pele ou mucosa elas assumem uma morfologia estrelada, que permite torna-las mais
eficiente no reconhecimento e na captura de antigenos. No seu estagio maduro, tém
diminuicdo da expressdo de suas moléculas de reconhecimento e captura de
antigenos e tornam células apresentadoras de antigenos [Frelinger et al., 1979; Cutler
et al., 2001; Kinane and Lappin, 2002;; Cutler and Jotwani, 2004]. Portanto, as CL sdo
CD imaturas localizadas entre as células epiteliais da pele e mucosa bucal, nasal,
vaginal, pulmonar e retal [Girolomoni et al., 2002]. As CD sao identificadas em érgaos
linféides e ndo-linféides, epiderme, epitélio e mucosa bucal incluindo gengiva

[Lombardi et al,1993].



As CL foram descritas pela primeira vez em 1868 por Paul Langerhans, um
estudante de medicina que descreveu uma populacdo de células de forma dendritica
localizada no epitélio escamoso da epiderme [Romani et al., 2003]. Com a ajuda do
microscopio eletrdnico, Birberck et al. [1961] demonstrou nessas células a presenca
de granulos intracitoplasmatica com estrias transversais peridédicas que hoje sdo
considerados especificos de CL. Estas células representam cerca de 4% das células
da epiderme no homem [Giacometti and Montagna, 1967] e estdo presentes no
epitélio bucal, localizado na camada espinhosa do epitélio queratinizado e néo-
queratinizado. Podem ser identificadas por microscopia eletrdnica, histoquimica ou a
analise imunoistoquimica [Nicolas and Schmitt, 1984; Romani et al., 2003;].

Os estudos de CD tém sido dificultados pela sua raridade in vivo e pela
auséncia de um marcador expressado em todos os membros da familia das CD: CL,
CD interticiais ou dérmicas e CD linféides [Cutler et al., 2001]. As CL sao identificadas
pela expressdo de CD1a e Langerina [Banchereau et al., 2000; Hunger et al., 2004] e
estdo localizadas nas camadas basal e suprabasal da epiderme [Katz et al., 1979] As
CD interticiais sdo identificadas pela expressdo de CD14, CD68 e fator Xllla e estdo
presentes na derme da maioria dos 6rgaos [Holt,1993]. As CD linféides sdo CD4+ e
CD123+, e estéo presentes no sangue e 6rgaos linféides [Grouard et al., 1997]. As CD
gue contem o fator Xllla representam uma subpopulacédo de CD dérmicas encontradas
em forte associagdo com vasos sanguineos. E uma potente célula apresentadora de
antigeno [Dereka et al., 2004].

Células progenitoras hematopoiéticas CD34+ na presenca de GM-CSF ou fator
de necrose tumoral (TNF)-a diferenciam-se em CL CD1a+, CD interticiais fator Xllla+
ou periféricas do sangue CD14+, onde ambas as populacdes sdo pontentes
estimuladores de células T [Zhou and Tedder, 1996; Caux et al., 1997]. A maturacdo
de CD esté relacionada a citocinas inflamatérias como TNF-q, IL-1 B, ligante CD40
andlogo da «célula T (CD40L), bem como produtos bacterianos como

lipopolissacarideos (LPS) [Riva et al., 1996; Ried! et al., 2000]. Durante a maturacgao,



as CD sofrem grandes mudancas funcionais e fenotipicas. Ocorre perda de receptores
fagociticos e endociticos, aumento da expressdo de moléculas (CD80 e CD86),
necessarios para estimular células T, e expressdo de CD83, Unico marcador de CD
maduras [Riva et al., 1996; Banchereau and Steinman, 1998].

O processo de migracdo das CD € induzido e regulado por citocinas
epidérmicas que provocam mudancas fenotipicas necessarias para que as células
deixem a pele e migram para o tecido linfoide. Além disso, as CD podem responder a
determinadas quimiocinas, regulando a expressdo de receptores. O receptor da
quimiocina CCR7, que interage com citocinas do tecido linfide promovendo a entrada
de linfécitos T nos ndédulos linfaticos, pode ser regulado pelas CD maduras
[Cumberbatch et al., 2000].

A presenga de numerosas CL imaturas CDla+ e CD maduras CD83+ através
de imunoistoquimica foi demonstrada no epitélio e lamina prépria de gengiva saudavel,
gengivite cronica e periodontite cronica [Jotwani et al. 2001; Jotwani and Cutler, 2003].
Foi observada uma localizacdo diferencial da subpopulacdo de CD na mucosa
gengival, com CL imaturas CDla+ localizadas no epitélio de gengiva saudavel e
inflamada e CD maduras CD83+ restritas a lamina propria rica em células T. Cutler et
al. [1999] observou in vitro evidéncias de que as CD imaturas (CDl1a+) ap6s entrar em
contato com antigenos do P. Gingivalis, internaliza-os e se tornam CD maduras
(CD83+). Além disso, é observado que estimulos como CD40L e TNF-a estimulam a
aquisicao da expressdo de CD83 pelas CL [Riedl et al., 2000]. Também ¢é sugerido
que ambas as populacbes de CD dérmicas e de Langerhans contribuem para a

populagdo de CD CD83+ maduras [Jotwani et al., 2001].

2.4 Células de Langerhans e Células Dendriticas na Doencga Periodontal
Durante as doencas periodontais como gengivite ou periodontite, CL

imunocompetentes constituem uma rede de capturar antigenos, capazes de



interiorizar antigenos patogénicos, e leva-los aos nodulos linfaticos regionais e la
iniciar a proliferacdo de células T antigeno — especifico [Barrett et al., 1996].

Newcomb et al. [1982], através da técnica de adenosina trifosfatase,
observaram aumento significativo das CL no epitélio gengival com o aumento da
inflamacao associada a biofilme bacteriana, mantendo um nivel inalterado ap6s o 21°
dia.

DiFranco et al. [1985] encontraram que as CL parecem com mais
prolongamentos e melhor se desenvolvem morfologicamente na gengiva clinicamente
inflamada do que na gengiva clinicamente normal. Além do mais, foram observadas
cinco vezes mais CL na gengiva humana clinicamente inflamada do que na gengiva
normal.

Séguier et al [2000a] observaram mudancgas morfolégicas nas CL durante sua
migragdo pelo epitélio e também que, essas células na camada basal, podem
representar tanto as células que migram do epitélio como as precursoras que vem a
caminho do compartimento de epitelial. CL mais proximas da membrana basal
parecem se tornar mais arredondadas e apresentando poucos prolongamentos
dendriticos do que quando localizadas em camadas mais superiores do epitélio. Além
do mais, a diminuicdo no tamanho e no numero de prolongamentos dendriticos &
principalmente notada nas CL de individuos com gengivite quando comparado com
gengiva saudavel. Essas caracteristicas morfolégicas sdo dependentes de uma maior
severidade na inflamacgao.

Significante reducdo do numero de CL foi observada em pacientes
transplantados renais imunossuprimidos em uso de Azatioprina [Bergfelt et al., 1993].
Também foi encontrada uma densidade de CL epitelial menor em pacientes com
crescimento gengival induzido por ciclosporina A comparado com pacientes com uma
condicdo inflamatoria da gengiva ndo-especifica [Niimi et al., 1990].

A densidade de CL CDla+ em mm? foi significativamente menor no grupo de

pacientes com crescimento gengival induzido por nifedipina ou imunossupressores do



gque em pacientes com gengiva normal. Essa reducédo foi encontrada principalmente no
epitélio do sulco. Além disso, as CL estavam localizadas na regido suprabasal do
epitélio gengival e no tecido conjuntivo, agrupadas predominantemente abaixo do
epitélio [Nurmenniemi et al., 1999].

Séguier et al. [2000b] mostraram em seu estudo uma significante diminuicdo no
namero de CL CDla+ nos grupos de gengivite e periodontite quando comparado com
o grupo controle. Nenhuma diferenca foi encontrada no nimero de CL CDla+
comparando 0s grupos gengivite e periodontite. Uma significante correlagdo positiva
foi observada entre a fragcdo de area ocupada pelas fibras coldgenas e o nimero de
células CD1la positivas no grupo com periodontite. Além disso, foi observada uma
diminuicdo no numero de células CD1la positivas de acordo com a severidade da
doenca, estimada pelo infiltrado inflamatério e a fragdo de area ocupada pelas fibras
colagenas. O autor sugere que a diminuicdo de tais células seja um mecanismo de
evitar uma sobre estimulacdo do sistema imune.

No entanto, Gemmell et al. [2002a] ndo demonstraram diferengas nas CL
CD1la+ no tecido epitelial em relagdo aos diferentes estagios clinicos, gengivite,
periodontite e gengiva saudavel, ou em relagdo a diferentes graus do infiltrado. Ao
contrario do tecido epitelial, foram encontradas poucas células CDla+ positivas no
infiltrado do tecido conjuntivo. A porcentagem de CD CD83+ no infiltrado foi
significativamente maior do que a porcentagem de CDla+. Ao contrario das células
CDla+, nao foram observadas células CD83+ no epitélio gengival.

Dereka et al. [2004] avaliaram a presenca de CD fator Xllla positivas e CL
positivas para proteina S-100 no epitélio gengival e tecido conjuntivo de bolsas
periodontais, antes e apés terapia periodontal ndo-cirdrgica. Os resultados revelaram
qgue o numero de CD Fator Xllla positivas diminuiu comparado com o controle apos a
remocao de biofilme e tartaro, instrucdo de higiene oral e raspagem e alisamento
radicular em bolsas periodontais de 4-5mm, mas ndo nas de mais de 6mm de

profundidade. O nimero de CL positivas para proteina S-100 diminuiu apds tratamento



periodontal em bolsas com mais de 6mm. Estes resultados podem refletir uma
tendéncia para reducdo destas duas subpopulagbes distintas de CD ap0s terapia
periodontal ndo-cirdrgica.

Zavala and Cavicchia [2006] avaliaram as mudancas relacionadas com a idade
e as CL de epitélio gengival humano, a morfologia, densidade e distribuicdo intra-
epitelial das CL que foram examinadas de diferentes grupos etarios. Ele encontrou
uma diminuicdo da densidade de CL com o aumento da idade e que em individuos
jovens, a maioria das CL estavam localizadas na camada supra-basal. Nos individuos
idosos as CL aparecem exclusivamente na camada basal. O autor sugere que devido
a variacdo na disposicado dessas células a habilidade de imuno-vigilancia é menos
ativa em pessoas idosas. Nenhuma diferenca entre os sexos foi observada.

Diferentes estudos mostram discrepancias em relacdo ao numero de CL no
epitélio gengival inflamado [Jotwani and Cutler, 2003] E observado niimero aumentado
de CL com a inflamacdo [Newcomb et al, 1982; DiFranco et al., 1985, Hitzig et al.,
1989], aumento do nimero no inicio da inflamacéo, seguido de diminuicdo [Moughal et
al., 1992], diminuicdo do numero [Séguier et al., 2000b] ou nenhuma mudanca
guantitativa [Gemmell et al., 2002a] no epitélio gengival durante a inflamacédo. Essas
diferencas podem ser atribuidas ao fato de que em alguns estudos as CL foram
avaliadas através da técnica ATPase [Newcomb et al, 1982] ou através de
marcadores para os antigenos HLA-DR, OKT6 [DiFranco et al., 1985; Hitzig et al.,
1989] e CD1a (clone O10) [Séguier et al., 2000b; Gemmell et al., 2002a]. Além disso,
tais divergéncias podem ser explicadas pelas variacdes na idade [Zavala and
Cavicchia, 2006], porque alguns sujeitos receberam instru¢do de higiene e profilaxia
para obter o maximo de saude clinica [Newcomb et al, 1982; Moughal et al., 1992] ou

ainda pela auséncia de estudos relacionando o hébito de fumar [Cury et al., 2008].



2.5 Células de Langerhans, Células Dendriticas e o Fumo

Macrofagos alveolares (MA) representam uma vasta populacdo de células na
superficie alveolar de pessoas saudaveis [Costabel et al., 1986]. Varios autores tém
demonstrado que a funcdo de apresentar antigenos em MA de fumantes esta
prejudicada em comparacdo com nao-fumantes [Laughter et al., 1977]. De acordo com
Pankow et al. [1991], a expressao do antigeno HLA-DR em MA de fumantes esta
reduzida.

O tabagismo esta associado com o agravo da asma e resposta reduzida a
terapia com corticéides. Células dendriticas maduras CD83 sdo encontradas em um
namero significativamente menor em pacientes fumantes com asma do que em nao-
fumantes com asma. Nenhuma diferenca é observada em relacdo ao nimero de CL
CD1la+ [Tsoumakidou et al., 2007].

Por acreditar que as CD sejam indispensaveis para iniciacdo da resposta
imune adaptativa, Robbins et al. [2004] pesquisou o0 impacto do fumo na resposta
imune contra o adenovirus. Ele demonstrou que o tabagismo diminui o nimero de CD
no tecido pulmonar e que a exposicéo crénica ao tabaco prejudica a resposta imune
contra o adenovirus. Desta maneira, em parte, isto explica 0 aumento da prevaléncia
de infecgBes virais e doencgas pulmonares obstrutivas cronicas em fumantes.

Estudos em ratos mostram que a exposi¢cao ao fumo diminui o nimero de CD
no pulmé&o e suprime a maturagdo de CD demonstrado pela reducéo da expresséo de
MHC classe II. Além disso, o fumo induz defeitos na fungcdo das CD que levam a
prejuizos na funcdo das células T CD4 [Robbins et al., 2008].

O tabagismo interfere no mecanismo de defesa respiratéria, em ambas a
imunidade inata e adaptativa. A nicotina, um dos principais constituintes do cigarro,
suprime o sistema imune atuando como um agente anti-inflamatorio [Sopori, 2002].

Bratke et al [2008], estudando moléculas superficiais associadas a funcéo das
CD mieldides das vias aéreas em fumantes e ndo-fumantes, ndo observaram

diferengas na expressédo do marcador CD83. No entanto, existiu um grande aumento



na expressdo de Langerina e CDla (marcadores de CL) nas CD mieldides de
fumantes. Em contrapartida, as CD mieléides mostraram uma diminuicdo do receptor
CCR7 nos fumantes.

N&o tém sido observados estudos relacionando os efeitos do tabagismo na
gengiva [Cury et al., 2008]. Contudo exames em bidpsias de borda lateral de lingua
humana mostraram um aumento na densidade das CL em fumantes quando
comparados com nao-fumantes. O autor sugere que as CL respondem as toxinas
externas, ou que mudancgas fisicas na barreira epitelial induzidas por tais mudancas
necessite de mais células para manutencao da integridade do epitélio [Barrett et al.,

1991].



3. JUSTIFICATIVA

As CL e CD constituem uma importante rede de capturar antigenos, levando-os
aos nodulos linfaticos regionais onde estimula a proliferacdo de células T. Assim,
apresentam um papel fundamental no desenvolvimento da resposta imunoldgica
contra patdégenos periodontais, recrutando células inflamatérias para os tecidos
gengivais. No entanto, uma série de estudos mostra discrepancias em relacdo ao
namero de CL e dendriticas no epitélio gengival inflamado. Apesar de estudos
mostrarem que o tabagismo diminui o nimero de CD no tecido pulmonar ndo se
verificou ainda a influéncia do habito de fumar na populagéo de CL e CD em tecidos

gengivais inflamados.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo € avaliar, por meio da técnica de
imunoistoquimica, os efeitos do habito de fumar na popula¢do de CL imaturas CDla+

e CD maduras CD83+ no tecido gengival de pacientes com gengivite cronica.

4.2 Objetivos Especificos:

e Anélise da densidade em mm? das CL imaturas CD1a+ presentes no epitélio do
sulco, epitélio bucal e lamina prépria na gengivite cronica de individuos
fumantes e ndo-fumantes.

e Anélise da densidade em mm? das CD maduras CD83+ da lamina prépria na
gengivite crénica de individuos fumantes e nao-fumantes.

e Efeito do tabagismo no infiltrado inflamatdrio total e a relagdo do infiltrado com
as CL imaturas CD1a+ e CD maduras CD83+.

e Avaliar o efeito do niumero de cigarros fumados e o tempo do habito de fumar
na densidade de células do infiltrado inflamatério, CD1a+ e CD83+.

e Andlise da correlacdo entre a quantidade de cigarros e o tempo do habito com

o infiltrado inflamatério total, as CL imaturas CDla+ e CD maduras CD83+.



5. METODOLOGIA

5.1. Desenho Experimental e Populag¢do do Estudo

Foi realizado um estudo clinico-laboratorial em que biépsias de tecido gengival
de individuos com gengivite cronica, fumantes (F) e n&o-fumantes (NF), foram
analisadas histologicamente.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Prefeitura
Municipal de Belo Horizonte — (CEP-PBH) no dia 11 de setembro de 2009, sob o
nimero 656/08 (anexo A) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais — (COEP-UFMG) no dia 03 de mar¢o de 2010, sob o nimero
393/09 (anexo B). Os individuos F e NF eram portadores de gengivite crbnica em
tratamento no servico de odontologia da PBH, Regional Venda Nova. Os pacientes
foram esclarecidos da nado-maleficéncia e da beneficéncia do tratamento e que
poderiam negar a participacdo na pesquisa. Aqueles que interessaram em participar
da pesquisa leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo
C).

A populagdo examinada consistiu de 15 individuos NF — 5 homens (média de
idade 32+6.3) e 10 mulheres (média de idade 35+10.5) — e 15 individuos F — 6 homens
(média de idade 36.5+10.7) e 9 mulheres (média de idade 46.7+4.3). Os individuos
fumantes e ndo-fumantes que participaram do estudo relataram ndo apresentarem

doencas sistémicas cronicas.

5.2. Critérios de Incluséo e Excluséo

Os individuos elegiveis para este estudo receberam previamente um exame
periodontal completo com coleta dos parametros clinicos de profundidade de
sondagem (PS), perda de insercao clinica (PIC) e sangramento a sondagem (SS) em
todos os dentes presentes na cavidade bucal. Individuos com presenca de mais de 04

sitios com PS = 4mm e PIC = 3mm foram categorizados como portadores de



periodontite [Lépez et al., 2002] e foram excluidos do estudo. Os demais individuos
com presenga de sangramento a sondagem em mais de 25% dos sitios dentarios,
acumulo de biofilme supragengival e auséncia de PS e PIC =2 4mm foram incluidos e
categorizados como individuos com gengivite cronica [Lopez 2005; Armitage, 2004].
Esses posteriormente foram dicotomizados em dois grupos de acordo com o habito de
fumar. Assim foram estabelecidos dois grupos: gengivite crdnica fumante e gengivite
cronica nao-fumante.

O fragmento gengival foi removido nos individuos dos dois grupos durante o
acerto de tecido mole em dente indicado para exodontia, por razdes protéticas e
ortoddnticas, na presenca de sangramento a sondagem que é indicador clinico de sitio
periodontal com inflamacdo. Esse fragmento foi fixado em solucdo de formol
tamponado (10%) e enviado para o Servico de Patologia Bucomaxilofacial da
Faculdade de Odontologia da UFMG para incluséo do tecido em parafina e confecg¢éo
de uma lamina corada por hematoxilina e eosina (HE). Foram confeccionadas laminas
com 3um de espessura para estudo imunoistoquimico.

Foram considerados individuos fumantes aqueles que ja consumiram mais
de 100 cigarros durante a vida e continuam com o habito de fumar [Tomar and Asma,

2000].

5.3 Andlise da inflamacéo

A avaliagdo quantitativa do infiltrado inflamatério foi realizada por um Unico
observador. Foram contadas todas as células inflamatérias do infiltrado em seis
campos consecutivos e representativos das laminas coradas em HE (area total de 0,
5324 mm?). Os campos foram digitalizados através de um microscépio (Axioskop 2
Plus, Zeiss, Gottingen, Germany) acoplado a um computador com um aumento de
400X. As células inflamatorias foram contadas em cada campo, utilizando as imagens
digitalizadas, através do programa Image Tool 3.0 (University of Texas Health Science

Center, San Antonio, Texas, USA). Para cada amostra gengival foi obtida a média de



células do infiltrado inflamatério por mm? e foi feita a comparacéo entre os grupos F e
NF. Em seguida, os dados foram agrupados em percentis e as amostras foram
categorizadas de acordo com o grau de inflamacéo: infiltrado inflamatério leve (até o
1° tercil); infiltrado inflamatério moderado (entre o 1° e o 2° tercil); infiltrado inflamatorio

intenso (acima do 2° tercil).

5.4. Analise Imunoistoquimica

As reacdes de imunoistoquimicas para a marcagcdo das proteinas CDla e
CD83 foram realizadas pela técnica manual da streptavidina-biotina no Servico de
Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG (FO-UFMG).

As laminas foram lavadas em agua corrente por 2 horas e banhadas por 4
horas em uma mistura de 30 gramas de gelatina (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro,
Brasil, cédigo 628) com 3 gramas de sulfato de cromo e potassio (Vetec Quimica Fina,
Rio de Janeiro, Brasil, cddigo 728) diluidos em trés litros de agua fervente aquecida
por 30 minutos em microondas na poténcia 9. Em seguida as laminas foram secas a
temperatura ambiente por 24 horas. Foram obtidos, a partir de blocos de parafina,
cortes histolégicos de 3 ym de espessura, sendo estes estendidos sobre a lamina
previamente preparada e colocados em estufa a 55 °C durante 24 horas. Os cortes
foram desparafinizados em dois banhos de xilol: um de 60 minutos e outro de 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram hidratados em banhos
decrescentes de etanol (100%, 90% e 70%) por 5 minutos cada.

Para a recuperacdo antigénica, as laminas foram imersas em tampao citrato
10mM (Lab Synth, Diadema, Brazil, A2270) pH= 6.0 e incubadas em panela de
pressdo (Manttra Inc, india) por 20 minutos a 98°C. Apds a recuperacdo, essas
laminas foram mantidas por 20 minutos em temperatura ambiente para resfriar, sendo
lavadas em cinco banhos de 4gua destilada.

A fim de inibir a peroxidase enddgena, os cortes foram incubados em dois

banhos de peréxido de hidrogénio a 10 volumes por 15 minutos cada, em seguida,



lavados em cinco banhos de 4gua destilada. Seguiu-se entdo a incubacdo em trés
banhos em solugcdo tampdo com 2,42g de hidroximetil aminometano PA (Tris)
(Nuclear, Sao Paulo, Brasil, cédigo 318768) e 8,59 de cloreto de sddio PA (Vetec
Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil, codigo 106) em 1000mL de &gua destilada (Tris-
HCL), pH 7,4 por cinco minutos. Os cortes foram entdo incubados por uma hora, a
temperatura ambiente, com o0s anticorpos primarios monoclonais usados: anti-CDla
(clone 010; Dako, carpinteria, CA, EUA), pronto para uso, especifico para CL
imaturas, e anti-CD83 (clone HB15e; Serotec Ltd, Oxford, UK), diluicdo 1:150 e
especifico para CD madura. Apos a incubacédo, os cortes foram submetidos a trés
banhos de solugédo tampé&o Tris-HCL, pH 7,4. Em seguida foi realizada a incubacgéo
com anticorpo secundario, pertencente ao Kit LSAB+ Peroxidase (LSAB® System,
Streptavidin-HRP, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA, cdédigo K0675), a
temperatura ambiente em camara Umida por 30 minutos e lavagem em trés banhos
em solucéo tampéo Tris-HCL, pH 7,4. As laminas foram entédo incubadas em complexo
terciario também pertencente ao Kit LSAB+ Peroxidase (LSAB® System, Streptavidin-
HRP, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA, cédigo KO0675), a temperatura
ambiente em camara Umida por 30 minutos, sendo lavadas em trés banhos em
solucdo tampéo Tris-HCL, pH 7,4. A revelacdo da reacao foi executada com sistema
de substrato cromégeno constituido de 1 gota de DAB-cromégena (3,3
diaminobenzidina em solugcdo) em 1 ml de substrato tamponado (DAKO® Liquid
DAB+Large volume substrate-chromogen solution, Dako Corporation, Carpinteria, CA,
EUA, cbdigo K3468) por 5 minutos (CD1a) ou 1 minuto (CD83). Seguiram-se 5 banhos
de agua destilada. A contra-coloracao foi feita com solu¢édo de hematoxilina de Mayer
por 15 segundos. Em seguida realizou-se um banho de agua destilada e um banho de
solucdo aquosa de hidroxido de aménio a 10%, sendo imediatamente lavadas em
cinco banhos de 4gua destilada. Seguiu-se a desidratacdo em solucfes de etanol em
concentracdes crescentes: 70%, 90% e 100% por cinco minutos e mais duas vezes a

100% por dez minutos, diafanizadas em um banho de cinco e outro de dez minutos em



xilol. As laminas foram montadas com laminulas de vidro e Permount (Fisher

Scientific®, Fair Lawn, EUA, cédigo SP15-500).

5.5 Analise da imuno-expressao e contagem das células

A analise da imuno-expressao foi feita em toda a extenséo do epitélio bucal
(EB), epitélio do sulco (ES) e Lamina propria (LP) para o anticorpo CD1a e na LP para
o anticorpo CD83 de acordo com a densidade em mm?® As amostras foram
comparadas entre os grupos F e NF, em seguida essa comparacdo foi feita
considerando o grau de inflamacéo: infiltrado leve, infiltrado moderado e infiltrado
intenso.

A densidade das células CDla+ no EB, ES e LP e a densidade das células
CD83+ na LP foram correlacionadas com as células do infiltrado inflamatorio total.
Em seguida, essas correlagbes foram feitas separadamente em cada grupo (F e NF).

O numero de cigarros foram correlacionados com a densidade de células
CDla+ do EB, ES e LP, células CD83+ da LP e células do infiltrado inflamatério total.
Também foi avaliado se o numero de cigarros fumados afetava a densidade das
células. Os individuos entdo foram agrupados e foi obtida a mediana de 15 (5-40)
cigarros fumados. Foi feita uma comparagdo entre as amostras de individuos que
fumavam até 15 cigarros por dia (grupo A) e os que fumavam mais de 15 cigarros por
dia (grupo B) em relagdo a densidade de células CDla+ do EB, ES e LP, células
CD83+ da LP e células do infiltrado inflamatério total.

O tempo do hébito de fumar (anos) foi correlacionado com a densidade de
células CDla+ do EB, ES e LP, células CD83+ da LP e células do infiltrado
inflamatoério total. Também foi avaliado se o tempo do habito de fumar afetava a
densidade das células. Os individuos entdo foram agrupados e foi obtida a mediana
de 20 (7-35) anos para o tempo do habito de fumar. Foi feita uma comparacéo entre

as amostras de individuos que fumavam até 20 anos (grupo C) e os que fumavam



mais de 20 anos (grupo D) em relacéo a densidade de células CDla+ do EB, ES e LP,
células CD83+ da LP e células do infiltrado inflamatorio total.

Para analise da densidade de células positivas por mm2 do anticorpo CDla e
CD83 os campos foram digitalizados através de um microscopio (Axioskop 2 Plus,
Zeiss, Gottingen, Germany) acoplado a um computador com um aumento de 400X. A
area do epitélio e da LP foram delimitados com mouse e a medida obtida através do
Sofware AxioVision 4.2 (Microsoft, Carl Zeiss Vision GmbH, Gottingen, Germany). As
células positivas foram contadas em cada campo, utilizando as imagens digitalizadas,
através do programa Image Tool 3.0 (University of Texas Health Science Center, San
Antonio, Texas, USA). De cada imagem foi obtido o nimero de células positivas em

relacéo & area em mm?.

5.6 Andlise estatistica

O programa BioEstat® 4.0 [Ayres et al., 2005] foi usado para analise
estatistica. As amostras foram submetidas ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. O
teste-t de Student e correlagdo de Pearson foram aplicados para as amostras com
distribuicdo normal, o teste Mann-Whitney e correlacdo de Spearman para amostras
com distribuicdo ndo-normal, e foram aceitos os nives de significancia de p<0.05. As
correlagbes foram graduadas em: fraca — <0,30; moderada — 0,30-0,50; e forte — >0,50

[Cohen, 1988].
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ABSTRACT

Background: Prior literature has shown contrasting results regarding dendritic cell
(DC) counts in periodontal diseases. Although smoking does decrease the number of
DC in the lungs, the effect of smoking on the quantitative distribution of Langerhans
cells (LC) and DC within chronic gingivitis has not yet been investigated.

Methods: Gingival samples were obtained from 30 patients, smokers and non-
smokers. Immunohistochemical staining was performed to identify CD1la+ immature LC
and CD83+ mature DC. Inflammatory infiltrate was evaluated and counted. Density of
the cells was calculated within the oral epithelium (OE), sulcular epithelium (SE), and
lamina propria (LP) for CDla+ cells and within the LP for CD83+ cells. These results
were compared between the groups. This study sought to evaluate whether or not the
high number of cigarettes and the time of smoking actually affected the density of cells.
The correlations among the densities of LC and DC with the densities of inflammatory
infiltrate, number of cigarettes, and time of smoking was performed.

Results: The density of inflammatory infiltrate and CD1a+ cells from SE and LP was
significantly lower for smokers than for non-smokers (P<0.05). This result could not be
identified for CDla+ cells from OE and CD83+ cells from LP. The number of cigarettes
and time of smoking did not affect the density of the cells. No statistically significant
correlation could be drawn between the density of LC and DC and Inflammatory
infiltrate, number of cigarettes, and time of smoking.

Conclusions: Smoking proved to affect the quantitative distribution of LC and DC in

chronic gingivitis.

Keywords: CDla antigen, CD83 antigen, dendritic cells, gingivitis, Langerhans cells,

smoking.



Introduction

Gingivitis is a chronic condition which occurs in response to the presence of plaque
biofilms, which in susceptible individuals tends to progress to periodontitis. Previous
studies have shown that periodontitis patients display a cytokine profile which may
favor a Th2 immune response. Periodontitis is currently regarded as a Th2-type
disease’ 2. Therefore, the promoting phenotype Th2 may be an important risk factor

> An elevated Th2 cytokine profile could be observed in smokers, suggesting that
smoking may in fact induce the conversion of periodontal stability into a progressive
disease®. Different antigen-presenting cells may be responsible for directing T-cells to a
response from cell-mediated (Thl) or subtype humoral immunity (Th2)* * The
mechanisms related to the different types of response may well be associated with
changes in microbiological and genetic susceptibility, as well as in environmental
factors®.

Dendritic cells (DC) occupy a unigue niche in the innate immune system by serving as
a “bridge” to the adaptive immune response. DC capture antigens in their immature
state, process them into peptides, and present them to T-cells in their mature stage.
Thus, DC are unique antigen-presenting cells able to begin an adaptive immune
response’®. Langerhans cells (LC) constitute a subset of DC originating from bone
marrow9. Prior studies have demonstrated the presence of CD1la+ immature LC and
CD83+ mature DC through immunohistochemistry in the epithelium and lamina propria
of healthy gingiva, chronic gingivitis, and periodontitis™®*2.

The literature shows divergent results regarding the number of DC in periodontal
diseases. Some studies report an increased quantity of these cells in gingivitis and

10,12,14,15

periodontitis when compared with healthy periodontal tissues , Whereas others

present a decreased number according to the severity of the periodontal disease'®"’. In
addition, no quantitative change in periodontitis, as compared to gingivitis and healthy

periodontal tissues'®, has been reported. These differences may well have been

reached due to the fact that in some studies the number of DC was evaluated by



means of different techniques or markers*®***8. Moreover, the DC quantity has proven
to change markedly with age'®, and previous results have shown a decreased number
of DC in the lungs®*?#. In these prior studies, the decrease of DC in smokers impairs
the immune response against the adenovirus®® and may render patients with asthma
less responsive to corticosteroids and more susceptible to infection?. Although
smoking decreases the number of DC in the lungs, the effect of smoking on the
quantitative distribution of LC and DC in chronic gingivitis has not yet been thoroughly
investigated. The goal of this study is to evaluate the effect of smoking on the
quantitative distribution of CDla+ and CD83+ cells in gingival tissues from individuals
with chronic gingivitis. In addition, it also was evaluated whether or not the number of
cigarettes and the time of smoking actually affected the density of CD1la+ and CD83+

cells.

Materials and methods

Patients and Gingival Samples

This study was approved by the Committee of Ethics in Research from Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG/COEP - 656/08). The periodontal disease status was
determined by probing depth (PD), clinical attachment level (CAL), gingival bleeding
(GB), and oral hygiene index. The presence of four or more teeth, with one or more
sites containing PD=4 mm and CAL=3 mm within the same site, was diagnosed as
periodontitis. These individuals were excluded from the study®. Individuals who
presented more than 25% of sites with GB, surfaces demonstrating supragingival
plaque accumulation, and an absence of PD=4 mm and CAL=3 mm were diagnosed as
chronic gingivitis®?°. The patients evaluated in this study reported no presence of
systemic diseases or immunological abnormalities. The samples included 15 non-
smokers (NS) (mean age = 33 £ 7.2 years; 9 female and 6 male) and 15 smokers (S)

(mean age = 43 + 9.2 years; 10 female and 5 male). The individuals were asked how



many cigarettes they smoked per day and classified according to Tomar and Asma
criteria®®. Those who had smoked =100 cigarettes over their lifetime and those who had
smoked up to the time of the study were defined as smokers. Non-smokers were
defined as those who had not smoked =100 cigarettes in their lifetime®. The tissue
samples were obtained during tooth extractions for prosthetic or orthodontic reasons
and diagnosed as regards chronic gingivitis®?%°. The samples were set in 10% buffered
formalin. The sections were stained with haematoxylin and eosin, and

immunohistochemistry was performed.

Inflammatory assessment

Inflammatory infiltrate was measured using haematoxylin and eosin stained sections
(Fig. 1A). The sections were digitalized using a microscope, ™ at 400X magpnification,
interfaced to a computer, and cell counts were taken during the sectioning by a blind
examiner. The inflammatory infiltrate mean was determined by counting the number of
inflammatory cells adjacent to the epithelium in 6 consecutive fields (total area of
0.5324 mm?) using a software program. * Next, the mean number of cells per area unit
(cell number/mm2) was obtained and a comparison was drawn between the S and NS
groups. The data were then grouped into percentiles, and the samples were
categorized according to the degree of inflammation: mild inflammatory infiltrate (within
the 1% tertile), moderate inflammatory infiltrate (between the 1% and 2™ tertile), and

intense inflammatory infiltrate (above the 2™ tertile).

Immunohistochemistry

! T Axioskop 2 Plus, Zeiss, Gottingen, Germany.
¥ Image Tool, version 3.0. University of Texas Health Science Center, San Antonio,

Texas, USA.



Immunohistochemical reaction was performed using the streptavidin-biotin standard
protocol. Serial sections of 3 pm in thickness from paraffin-embedded blocks were
deparaffinized and dehydrated. Specimens were immersed in a 10 mM antigen
retrieval citrate buffer, %2 pH=6.0, for 20 minutes at 98°C, and endogenous peroxidase
activity was blocked using a 0.3% hydrogen peroxide. The following monoclonal
antibodies were used: anti-CD1a (clone O10), I ready to use, specific for immature LC,
and anti-CD83 (clone HB15e), " dilution of 1:150 and specific for mature DC. Detection
was performed using biotin-streptavidin-peroxidase method! and a 3.3-
diaminobenzidine tetra hydrochloride chromogen.” Mayer's haematoxilin was used for

counter staining.

Immunoexpression analysis and cell counts

The density of immunolabeled cells (cell number/mm?) was calculated for CDl1a and
CD83. Positive cells counts were restricted to immunolabeled cells exhibiting a well-
defined cell nucleus. The slices were digitized with a microscope, T at 400X
magnification, interfaced to a computer. Cell counts were performed throughout the
sections by blinded examiners. The areas were delineated using a mouse and
measured using a software program.** The oral epithelium (OE), sulcular epithelium

(SE), and lamina propria (LP) regions were evaluated for CDla+ cells and the LP

2§ Lab Synth, Diadema, Brazil.

|| Dako, Carpinteria, CA, EUA.

1 Serotec Ltd, Oxford, UK.

# DAB, Sigma Chemical, St. Louis, USA.

T Axioskop 2 Plus, Zeiss, Gottingen, Germany.

** Microsoft AxioVision, version 4.2. Carl Zeiss Vision GmbH, Gottingen, Germany.



region for CD83+ cells (Fig. 1A). The S and NS groups were compared according to
the density of CDla+ cells within the OE, SE, and LP, and to the density of CD83+
cells within the LP. Next, comparisons were drawn concerning the degree of
inflammation: mild, moderate, and intense infiltrate.

The density of CD1a+ cells within the OE, SE, and LP, as well as the density of CD83+
cells within the LP, were correlated with the density of inflammatory infiltrate cells.
Next, the correlations were made in each group (F and NF).

The density of CD1a+ cells within the OE, SE, and LP, and the density of CD83+ cells
within the LP were compared according to the following comparison of smoking habits:
(1) between group of individuals who had smoked up to 15 cigarettes per day (group A)
and the group of individuals who had smoked more than 15 cigarettes per day (group
B) and (2) between the group of individuals who had smoked up to 20 years (group C)
and the group of individuals who had smoked for more than 20 years (group D). The
densities of cells were also correlated with the numbers of cigarettes smoked and

length of time of smoking (in years).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using a software program ™. Normal distribution
was tested using the Shapiro-wilks procedure. In samples with normal distribution, the
Student’s t-test and Pearson’s correlations were applied. In samples presenting non-
normal distributions, the Mann-Whitney test and Spearman’s correlation were
applied®’. The alpha level was set to 0.05. Correlation was graded according to the

Cohen classification: weak, <0.30; moderate, 0.30-0.50; Strong, >0.50%%,

Results
Periodontal clinical parameters of the samples are presented in table 1. The

inflammatory infiltrate mean was higher in the NS than in the S group (table 2).

® +1BioEstat, version 4.0. Pard, Brasil.



Immature LC were clearly identified by their immunoreactivity to anti-CD1la. Cells
detected in the OE and SE showed several cytoplasmic processes (Fig. 1B), whereas
in the LP they were observed as rounded cells (Fig. 1C). A higher density of the CD1a+
cells within the SE (P<0.05) and LP (P<0.05) could be observed in NS than in S (table
1). A higher density of the CDla+ cells within the OE could also be observed in NS
than in S, but within the standards for statistical difference (table 2).

Mature DC were identified by their immunoreactivity to anti-CD83. CD83+ cells with
dendritic morphology were detected in the LP (Fig. 1D), with no reactive cells observed
within the epithelium. Although statistical difference was not demonstrated, NS
samples showed a higher density of the CD83+ cells within the LP than did the S
samples (table 2).

Density of the CD1a+ cells within the OE, SE, and LP, as well as CD83+ cells within
the LP, in both the S and NS groups were clustered according to the degree of
inflammation (table 3). A higher number of CDla+ cells were observed in the NS
sample within the LP, for mild and moderate infiltrate, and within the SE for intense
infiltrate, when compared to S.

The inflammatory infiltrate was correlated with CD1a+ and CD83+ cells in the S, NS,
and S+NS groups. The correlation with CDl1a+ within the SE was strong and positive in
the S+NS group (p<0.05). Furthermore, most correlations proved to be weak or
moderate.

The inflammatory infiltrate was correlated with CD1a+ and CD83+ cells according to
the degree of inflammation (mild inflammatory infiltrate, moderate inflammatory
infiltrate, and intense inflammatory infiltrate) in both the S and NS groups. In mild
inflammatory infiltrate for the S group, the correlation was strong and negative for
CD1la+ cells within the OE (P>0.05), SE (P<0.05), and LP (P<0.05), and strong and
positive for CD83+ cells within the LP (P<0.05). For the NS group, the correlation was
strong and positive for CDla+ cells within the OE (P>0.05), SE (P>0.05), and LP

(P>0.05), and strong and negative for CD83+ cells within the LP (P>0.05). In moderate



inflammatory infiltrate for the S group, the correlation was strong and positive for
CD1a+ cells within the OE (P>0.05). For the NS group, the correlation was strong and
positive for CDla+ cells within the OE (P>0.05) and strong and negative for CDla+
cells within the SE (P<0.05). In intense inflammatory infiltrate for the S group, the
correlation was strong and positive for CDla+ cells within the SE (P>0.05) and strong
and negative for CD1a+ cells within the LP (P>0.05). For the NS group, the correlation
was strong and positive for CD1a+ cells within the SE (P<0.05) and CD83+ cells within
the LP (P>0.05). Furthermore, most correlations proved to be weak or moderate.

The correlation of the number of smoked cigarettes and the length of time of smoking
with the inflammatory infiltrate, CD1a+, and CD83+ cells was weak.

There was no statistically significant difference between group A and group B, or
between group C and group D, in relation to the density of inflammatory infiltrate and

CD1la+ and CD83+ cells.

Discussion

In the present study, densities of inflammatory infiltrate and CD1a+ cells from SE and
LP were lower in the S group than in the NS group. This was not observed for CDla+
cells from OE and CD83+ cells from LP. These findings may explain divergent results
found in the literature regarding DC counts in periodontal diseases'®'***'". In these
prior studies, despite previous results showing a decreased number of DC in the lungs
of smokers, smoking habits were not considered®??. The decrease of DC in smokers
impairs the immune response against adenovirus, explaining the increased prevalence
of viral infections in chronic obstructive pulmonary disease among smokers®.
Furthermore, reductions in DC may render patients with asthma less responsive to
corticosteroids and more susceptible to infection®.

Comparisons between S and NS were also performed according to the degree of
inflammation. The number of cells remained lower in the S group in nearly all evaluated

regions; however, a statistically significant difference could be observed for CDla+



cells found within the LP, with mild or moderate inflammatory infiltrate, and CD1a+ cells
within the SE, with intense inflammatory infiltrate. These results may be explained due
to the small number of samples studied after the subdivision.

Tobacco smoking has been found to be the major environmental factor associated with
periodontal disease in many studies®*®'. S patients have shown a reduction in clinical
signs of gingivitis, such as bleeding, gingival redness, volume of gingival crevicular
fluid®+*?, less bleeding in periodontitis**, and poor response to non-surgical therapy®*. It
has also been demonstrated that smoking can delay the inflammatory response in
reaction to experimental chronic gingivitis®®. Although numerous studies®** have
demonstrated the causal association between smoking and periodontal disease, few
studies have actually shown what tends to occur when periodontal tissue is exposed to
smoking. The most plausible mechanism that explains the relationship between
smoking and periodontal disease is that smoking interacts with host cells and affects
the inflammatory responses to microbial challenges® . Deleterious effects of smoking
on the functions of polymorphonuclear neutrophils, including reduced viability and
phagocytosis, were observed in periodontally healthy smokers®. Lung macrophages in
smokers tend to have a reduced capacity to produce cytokines and phagocytize
microorganisms®’. In addition, small repeated vasoconstrictive attacks and impairment
of revascularization due to smoking may contribute to a disruption of the immune
response and a delay in the healing response, leading to an increased risk of
periodontal disease®. However, prior literature has not reported on the effect of
smoking habits on CDla+ and CD83+ cells in chronic gingivitis.

The accumulation of plaque at the gingival margin results in the development of
gingivitis, a predominantly Thl cell lesion that, in susceptible individuals and when
mediated by Th2 cells, tends to progress to periodontitis'™*°. The presentation of a
different antigenic epitope by means of an antigen-presenting cell can result in the
secretion of different patterns of cytokines. Thus, the nature of the antigen-presenting

cell can aid in determining the Th1/Th2 profile®. LC and DC are professional antigen-



presenting cells which capture microbes and their antigens while in the immature state
and stimulate a T-cell response to these antigens in their mature state, in turn initiating
primary and secondary T-cell responses™. The present study demonstrates a
decrease in the quantitative distribution of CDla+ and CD83+ cells in the gingival
tissue of smokers. This decrease can impair beginning of the adaptive immune
response’. In addition, defects in the function and reductions in the quantity of DC
caused by smoke can induce a decrease in cytokine productions by CD4 T-cells®.
However, the cytokines expression pattern produced by DC was not evaluated in this
study. Future studies evaluating the effect of smoking on cytokines produced for LC
and DC in gingivitis and periodontitis are warranted.

The correlation between the density of CDla+ and CD83+ cells with density of
inflammatory infiltrate cells was also evaluated. There was a strong correlation
between the density of CDla+ within the SE, with the density of the inflammatory
infiltrate cells in the S+NS group. These results demonstrate that the density of CD1a+
within the SE may be influenced by the density of inflammatory infiltrate cells. Also,
there was a strong correlation between the density of CD1la+ and CD83+ cells, with the
density of the inflammatory infiltrate cells in the S and NS groups, especially in samples
classified with mild inflammatory infiltrate. However, in some cases, the p value was
greater than 0.05. This indicates that a correlation coefficient of zero is possible. This
result may well be due to a sampling error®®*,

The length of time of the smoking and the number of cigarettes smoked per day were
correlated with the density of CDla+ and CD83+ cells and inflammatory infiltrate cells.
However, no significant correlation was found. It was originally expected that
individuals with a prolonged time of smoking and a high number of cigarettes smoked
would present a smaller density of cells. However, no statistically significant difference
could be observed in the following cases: (1) when individuals who had smoked up to
15 cigarettes per day were compared with individuals who had smoked more than 15

cigarettes per day and (2) individuals who had smoked for up to 20 years were



compared with individuals who had smoked for more than 20 years. By contrast,
clinical studies have shown a dose-dependent association when comparing the
prevalence of periodontitis?®®, alveolar bone loss*, and gingival bleeding** with

smoking.

Conclusion

Smokers tend to present a lower density of inflammatory infiltrate and CDla+ cells
from SE and from LP in chronic gingivitis. As LC and DC are antigen-presenting cells,
which are key elements in determining the Th1/Th2 profile response in periodontal

3,4,12,13

tissue , these results may contribute to explaining the differences in the

progression of periodontal disease among S and NS.
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Figure 1




Figure Legend:

Figure 1 — A) Chronic gingivitis. It is possible to identify the oral epithelium (OE),
sulcular epithelium (SE), and lamina propria (LP) (haematoxilin-eosin, 100x original
maghnification). B) Immunohistochemical staining for CDla+. In the OE, the CDla+
immature Langerhans cells are presented with dendritic cytoplasm (Streptavidin-biotin
400x original magnification). C) In the LP, the CDla+ dendritic cells present an oval
cytoplasm  (asterisks, streptavidin-biotin  400x original magnification). D)
Immunohistochemical staining for CD83+ mature dendritic cells in the LP are shown
here. The cells present an oval cytoplasm (arrows, streptavidin-biotin 400x original

magnification).



Tables

Tables

Table 1- The periodontal clinical parameters of the samples (n= 30).

Clinical Descriptive values
Parameters mean minimum maximun
BOP" (% of sites)

ST 39.9 25.3 81.3
NS* 48.3 25.8 88.7
PPD® (mm)

S 1.96 1.49 2.32
NS 1.72 1.92 3.54
CAL" (mm)

S 2.89 3.17 4.18
NS 2.66 2.98 3.73
Number of Teeth

S 24.2 20 32
NS 25.6 21 32

" Bleeding on probing
" Smoker

* Non-smoker

$ Probing pocket depth

I Clinical attachment level



Table 2- Mean and median of the density of inflammatory infiltrate cells and CDla+

cells within the oral epithelium, sulcular epithelium, and lamina propria, as well as

CD83+ cells within the lamina propria for both the smokers and non-smokers groups

Region S’ group NS' group
Inflammatory infiltrate 88 (41- 235) 149 (49- 220)"
CD1la+ cells within OE* 59.47 (+ 28.96) 65.44 (+ 23.22)
CD1a+ cells within SE® 9.29 (0.0- 68) 34.22 (14.35- 89) "
CD1a+ cells within LP! 15.93 (+ 12) 38.76 (+ 26.41)"

CD83+ cells within LP

5.58 (1.4-25.39) 6.98 (1.63-21.16)

" Smoker

" Non-Smoker

* Oral Epithelium

$ Sulcular Epithelium

" Lamina Propria

f Mann-Whitney test (P<0.05)

# Student’s t-test (P<0.05)



Table 3- Mean and median of the density of CDla+ cells within the oral epithelium,

sulcular epithelium, and lamina propria, as well as CD83+ cells within the lamina

propria for both the smokers and non-smokers groups according to the degree of

inflammation.
Degree of Region S group NST group
inflammation
CD1a+ cells within OE* 76 (£ 35.9) 71.28 (£ 21.49)

Mild inflammatory

infiltrate

CD1la+ cells within SE®
CD1a+ cells within LP!
CD83+ cells within LP

23.14 (+ 22.7)
16.68 (+ 18.9)
11.01 (+ 8.11)

40.15 (+ 28.68)
45.98 (+ 20.69)"
10.64 (+5.44)

Moderate
inflammatory
infiltrate

CD1a+ cells within OE
CD1la+ cells within SE
CD1a+ cells within LP
CD83+ cells within LP

50.48 (+ 22.25)
26.17 (+ 33.64)
13.97 (+ 11)
6.4 (£ 6.4)

59.57 (+ 13.05)
20.22 (+8.10)
38.76 (+ 17.63)"
5.4 (+ 5.09)

Intense
inflammatory

infiltrate

CD1a+ cells within OE
CD1a+ cells within SE
CD1a+ cells within LP
CD83+ cells within LP

51.9 (+ 25.22)
8.34 (+ 5.5)
15.78 (11.3-24.8)
4.95 (+3.7)

65.46 (+ 34.18)
57.29 (£16.51)"
18.0 (4.5-101.42)
12.18 (+ 7.95)

“ Smoker
T Non-Smoker

* Oral Epithelium

$ Sulcular Epithelium

I'Lamina Propria

T Student's t-test (P<0.05)



7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo observa-se que as densidades de células CDla+ do ES e
LP foram menores no grupo F quando comparado com grupo NF. No entanto, esse
resultado ndo foi encontrado para células CDla+ do EB e células CD83+ da LP.
Divergentes resultados encontrados na literatura em relacédo a quantidade de CL e CD
na doenca periodontal podem ser explicados por esses achados.

As densidades de células do infiltrado inflamatério foram menores no grupo F
guando comparado com grupo NF. Foi observado uma forte e positiva correlacdo
entre as células do infiltrado inflamatorio e as células CDla+ do ES, podendo sugerir
que as células CDla+ do ES podem sofrer influéncia do infiltrado inflamatério. As
demais correlagdes variaram de fraca a moderada.

Nao foram observadas diferencas significativas nas densidades de células do
infiltrado inflamatério, CDla+, CD83+ em comparagfes feitas entre o grupo de
individuos que fumavam até 15 cigarros por dia e o grupo de individuo que fumavam
mais de 15 cigarros por dia, bem como entre o grupo de individuos que fumavam até
20 anos e o grupo de individuos que fumavam ha mais de 20 anos.

As correlagbes variaram de fraca a moderada entre o nimero de cigarros e
tempo do habito de fumar com a densidade células do infiltrado inflamatério, CDla+ e

CD83+.



8 CONCLUSOES

Os individuos fumantes tém menor densidade de células do infiltrado
inflamatério e células CD1a+ do ES e LP na gengivite crénica. As CL e CD sao células
apresentadoras de antigenos, importantes na determinacdo do perfil de resposta
Th1/Th2 em tecidos periodontais. Assim, estes achados podem contribuir, em parte,

para explicar diferencas na progresséo da doenca periodontal entre F e NF.
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ANEXOS

ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA PREFEITURA

MUNICIPAL DE BELO HORIZONTE

Secretaria Municipal de Satde de Belo Horizonte

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

Parecer: 0393 0203 410-094

Pesquisador responsivel: Ricardo Alves Mesquita

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude de Belo Horzonte -
CEP/SMSA/BH aprovou em 16 de setembro de 2009, o projeto de pesquisa intitulado
“Analise quantitativa das células de Langerhans ¢ dendriticas em gengivite de
fumantes ¢ nio fumantes”, ben como seu termo de consentimento

O relatorio final ou parcial deverd ser encaminhado ao CEP um ano apos imcio do
projeto ou ao final deste, se em prazo inferior a um ano

Celeste de Souza Rodrigues

Coordenadora do CEP/SMSA/BH

Avenida Afonso Pena, 2336, 9% andar. Funciondrios - Belo Horizonte, 30.130-007 - MG.
coep@pbh.gov.br TEL.: (31) 3277-5300 FAX; (31) 3277-7768



ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS

UNIVERASIDA’DE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Patecer n2. ETIC 0393.0.203.410-09

Interessado(a): Prof. Ricardo Alves de Mesquita
Depto. de Clinica, Patologica e Cirurgia Odontolégica
Faculdade de Odontologia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 03 de margo de 2010, o projeto de pesquisa intitulado "Analise
quantitativa das células de Langerhans de dendriticas em gengitive
de fumantes e ndo fumantes™ bem como 0 Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser er]‘c?minhado ao COEP um

ano apés o inicio do projeto.

Profyl\éﬁj%:&a Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2°andar - Sala 2005 - Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepi@prpc ufing.br




ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

FACULDADE DE ODONTOLOGIA ]
DEPARTAMENTO DE CLINICA, PATOLOGIA E CIRURGIA ODONTOLOGICAS

Belo Horizonte, de de 20

Prezado paciente,

Estamos realizando uma pesquisa para avaliar as células da inflamacao na gengiva de individuos
com gengivite cronica fumantes e ndo fumantes. Para isso precisamos analisar pequenos pedacos
de gengiva que sdo removidos durante o acerto de tecido mole de dentes com indicacdo de
extracao. Gostariamos de contar com sua colaboracao, esclarecendo que:

A pesquisa consiste em preenchimento de prontuario odontoldégico onde deverdo constar
radiografias recentes do elemento indicado para exodontia.

Nao ha nenhum risco para o paciente uma vez que a remoc¢ao da gengiva em excesso apos a
cirurgia de exodontia € necessaria para realizar a sutura da ferida. Estes pedacos de gengiva que
seriam jogados fora € que irdo fazer parte da pesquisa.

O atendimento sera com material estéril, seguindo o protocolo de esterilizacdo do servico
odontolégico da Prefeitura de Belo Horizonte e da Faculdade de Odontologia da UFMG.

N&o h& nenhum gasto por conta do paciente e também nenhuma remuneracao.

Todos os patrticipantes poderdo, a qualquer momento, desistir de fazer parte dessa pesquisa,
e ainda assim continuardo a receber o tratamento proposto.

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada publicamente, em
hipétese alguma, e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas
informacdes, que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

Também os dados coletados de cada paciente poderdo ser excluidos, a qualquer momento, a
critério do sujeito dessa pesquisa.

Desde ja agradecemos sua colaboracdo. Os telefones dos pesquisadores para quaisquer
esclarecimentos séo:

- Giovanna Ribeiro Souto 3227 — 5525/ 97692709

- Ricardo Alves de Mesquita 3499-2499

- Comité de Etica em Pesquisa SMSA/PBH 3277- 5309

- Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — sala 2005
CEP: 31270-901 — BH —MG telefax (031) 3409-4592 — email; coep@prpg.ufmg.br



TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, estou ciente que
tenho necessidade de extracdo de determinado elemento dentario e concordo em
participar deste estudo. Estou ciente que durante a cirurgia de extragdo, pequenas
partes de gengiva serdo retiradas como parte da técnica cirdrgica. Este material que
seria jogado fora é que serd avaliado na pesquisa. Neste fragmento gengival serdo
avaliados as células da inflamagdo presentes e seu numero, para posterior

comparagdo com o outro grupo de pacientes.

Apbs entender os objetivos e métodos da pesquisa acima descritos, voluntariamente
autorizo e aceito participar desta pesquisa, que faz parte do Mestrado em Patologia
Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG, desde que seja resguardado minha
identidade.

Dou pleno direito de uso, para fins de pesquisa e de divulgacdo de jornais e/ou

revistas cientificas especializadas no Pais e no Exterior.

Assinatura do paciente ou responsavel

Documento de Identidade:




