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RESUMO

Este estudo transversal, teve como objetivo avaliar quantitativamente e comparar a
densidade e a frequéncia dos mastdcitos c-kit+ e triptase+ e das células de Langerhans
S100+ por meio da técnica de imunoistoquimica na gengivite e periodontite em individuos
HIV-positivos e negativos. Adicionalmente, buscou-se avaliar a correlacdo entre a
densidade e frequiéncia destas células com niveis sangliineos de linfocitos T (LT) CD4,
CD8 e carga viral, nos individuos HIV-positivos. A amostra constou de 50 bidpsias,
divididos em quatro grupos: 1) 15 individuos com periodontite cronica moderada (PCM)
HIV-positivos, 2) 15 individuos com PCM HIV-negativos, 3) 10 individuos com gengivite
(G) HIV-positivos e 4) 10 individuos HIV-negativos com G. Todos os individuos HIV-
positivos eram usuarios de HAART (Highly Active Antiretroviral Therapies). Uma
diminuicdo na freqiéncia de mastdcitos triptase+ com o aumento da inflamacéo tanto na
gengivite como na periodontite foi observada em ambos os grupos. Nao houve diferenca
na densidade e na frequéncia de mastdcitos c-kit+ e triptase+ entre 0s grupos e neste
caso, verificou-se uma diminuicdo com o aumento da inflamacéo apenas entre 0os casos
de gengivite nos HIV-negativos. Na andlise das células de Langerhans totais S100+,
observou-se maior contagem no grupo com periodontite HIV-positivos em relacdo ao
grupo com periodontite HIV-negativos. Ao realizar a andlise por localiza¢éo tecidual, ndo
se observou diferenca na contagem de células S100+. Nao foi observado um aumento na
contagem das células S100+ com o aumento da inflamacédo. Nao houve correlacdo entre
as células S100+, mastdcitos c-kit+ e triptase+, com niveis sanguineos de LT CD4, CD8 e
carga viral. O uso de HAART parece ser a responsavel pela manutencao de uma resposta
imune eficaz nos individuos HIV-positivos. Desta forma, propicia densidade e frequéncia
de mastdcitos semelhantes com individuos HIV-negativos no tecido gengival acometido

por gengivite e periodontite. Adicionalmente, o uso de HAART é um fator protetor as CL,



pois diminuem a carga viral e consequentemente, causam menor agressao a estas

células no tecido gengival acometido por gengivite e periodontite.

Palavras chave: Células de Langerhans, mastdcitos, gengivite, periodontite, resposta

imune, HIV.



ABSTRACT

The goal of this seccional study was to analyze and compare the c-kit+ and tryptase+ mast
cells densities, frequency and Langerhans S100+ cells densities by immunochemistry
techniques in plague induced human gingivitis and periodontitis samples, HIV-positive and
HIV-negative subjects. Additionally, to evaluate correlation among densities and frequency
of these cells with CD4+, CD8+ T cells and viral load levels in HIV-positive subjects. 50
biopsies samples were obtained and presenting in four groups: 1) 15 subjects with
moderate chronic periodontitis (MCP) HIV-positive, 2) 15 subjects with moderate chronic
periodontitis (MCP) HIV-negative, 3) 10 subjects with gingivitis (G) HIV-positive, 4) 10
subjects HIV-negative and G. All HIV-positive subjects were taking HAART (Highly Active
Antiretroviral Therapies). No statistically significant difference of density and frequency
among ckit+ and tryptase+ mast cells were observed and the groups. In the gingivitis and
periodontitis HIV groups were observed a decrease of frequency of tryptase+ mast cells
with infiltrate inflammatory increase. In case of ckit there was a decrease of frequency only
in gingivitis HIV-negative group. Total Langerhans cells were observed higher MCP HIV-
positive than the number of HIV-negative group. No statistically significant difference was
observed when analyzed by localization tissue even with infiltrate inflammatory increase.
No correlation statistically significant was observed among S100+, ckit+ and tryptase+
cells and blood levels of CD4, CD8 and viral load. The HAART therapy can be the
responsible to maintain an efficient immune response in HIV-positive subjects. In this way,
propitiate density and frequency of mast cells just like HIV-negative subjects with gingivitis
and periodontitis. Additionally, the HAART therapy is a CL protector factor, because is
responsible to decrease viral load and than cause lower aggression to this cells in the

tissue with gingivitis and periodontitis.

key words — Langerhans cell, mast cell, immune response, HIV, gingivitis, periodontitis
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1 INTRODUGAO

Diversos estudos epidemioldgicos vém apontando a doenca periodontal como uma
doenca de grande importancia na saude publica (PAPAPANOU, 1996; AAP, 2005).
Existem indicadores de que as conseqiéncias desta doenca, além de acometerem a
cavidade bucal, também possuem influéncias sistémicas. A conscientiza¢do da populacao
sobre a importancia da manutencgéo da saude bucal, seja através de métodos preventivos
ou terapéuticos apropriados, e da relevancia deste aspecto na saude do individuo como
um todo, é um dos pontos positivos em diregdo ao controle desta e de outras doengas
bucais. Desta forma, o ja elevado e crescente contingente de individuos acometidos pela
doenca periodontal justificam todos os esforgos cientificos em direcdo ao entendimento
das bases celulares e moleculares desta doenca com a esperanca de que oS
conhecimentos gerados possam beneficiar a populacdo em risco ou doente (LINDHE et
al. 2005).

A avaliacdo da natureza e composi¢cdo do infiltrado inflamatério associado a
patogenia da doenca periodontal tem sido uma abordagem bastante utilizada pelos
estudos que avaliam o processo inflamatorio periodontal. Estudos sobre a caracterizacao
do infiltrado inflamatério decorrentes da periodontite ja foram realizados, tendo fornecido
informacgbes sobre os tipos celulares, citocinas e fatores inflamatorios presentes no sitio
da infec¢do. Outra abordagem também utilizada é a avaliagdo da ocorréncia de alteracdes
fenotipicas e/ou funcionais em populagfes celulares circulantes, numa tentativa de se
determinar alteracBes sistémicas associadas a doenca periodontal (CELENLIGIL et al.
1990; LAPPIN et al. 1999).

A resposta inflamatoria € caracteristica de cada estagio da doenca, desta maneira
gengivite e periodontite possuem populagfes de células inflamatorias distintas quantitativa

e qualitativamente (OKADA et al. 1983). Analises imunoistoquimicas caracterizaram 0s



leucécitos presentes em tecidos periodontais e revelaram que na gengivite ha a
predominancia de células da resposta Thl e na periodontite células Th2 (BERGLUNDH et
al. 2002). Gemmell & Seymour (1995) mostraram um aumento na propor¢éo de linfocitos
T (LT) com um aumento do infiltrado inflamatério na gengivite em relagdo a gengiva
clinicamente saudavel. Em outro estudo, Gemmell & Seymour (1995) observaram um
aumento na contagem de LT no sangue periférico, sugerindo que esta migracéo celular
para a gengiva pode ocorrer durante o processo de gengivite. Outros estudos
caracterizam também de forma bem distinta as citocinas envolvidas nos diferentes
estagios da doenca (UKAI et al. 2001;GUSTAFSSON et al. 2006). Esta resposta imune é
organizada por um importante tipo celular, LT CD4+. Foram identificadas subpopulacdes
funcionalmente distintas de LT CD4+, os linfécitos Thl e Th2. Linfécitos Thl sao
caracterizados pela producdo de interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2), sendo
associadas com a inflamacdo e inducdo da resposta imune mediada por células.
Linfécitos Th2 produzem IL-4, IL5 e IL13 e auxiliam a proliferacdo e diferenciacdo dos
linfécitos B (LB) que estdo associados a resposta humoral (REINHARDT et al. 1988;
YAMAZAKI et al. 1993; LAPPIN et al. 1999, GEMMELL & SEYMOUR 2004).

A resposta imune pode ser influenciada por fatores de risco para a doenca
periodontal. Entre eles estédo os fatores ndo modifichAveis como o polimorfismo genético e
os fatores modificaveis: a condigdo sOcio-econdmica, fumo, estresse e doencas
sistémicas, particularmente o diabetes e a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). Estes fatores aumentam o risco de inicio e progresséo da doenca (BECK
et al. 1990).

Estudos transversais nos anos 90 abordaram a questdo da prevaléncia da doenca
periodontal em individuos HIV-positivos, estes reportaram alta prevaléncia de eritema
gengival linear, gengivite ulcerativa necrosante (GUN) e periodontite ulcerativa necrosante

(PUN)(FRIEDMAN et al. 1991, FICARRA & SHILLITOE, 1992). Estudos recentes



demonstram ndo haver diferenca significativa na prevaléncia e gravidade da doenga em
comparagdo com controles saudaveis (ROBINSON et al. 2000; HOFER et al. 2002). Isto
se deve ao uso de medicacdo antiviral, terapia antiviral altamente ativa (HAART). Além
disto, os participantes dos estudos sdo alocados aleatoriamente, e assim incluem
individuos com e sem a manifestacdo da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).
Neste sentido, € possivel que os relatos anteriores possuam um viés de selecdo (YIN et
al. 2007).

Smith et al. (1995) observaram uma prevaléncia dentro de padrdes normais de
frequéncia para a doenca periodontal em individuos soropositivos, a microflora
subgengival assemelhava-se com a de individuos sem alteragbes sistémicas, néo
observando relagdo com a contagem de LT CD4+ e CD8+. Ramirez et al. (2003)
observaram que o surgimento da candidiase e da leucoplasia pilosa estdo associados
com a contagem de LT CD4+ e com o aumento da carga viral, sendo desta forma um
indicador para mudancas no tratamento anti retroviral. O sucesso da terapia relaciona-se
com a reducdo da carga viral e consequentemente com a diminuicdo na prevaléncia das
lesBes bucais. Pacientes HIV-positivos que apresentam freqiientes recorréncias destas
lesdes devem ser avaliados sob possivel progressédo da doengca (HODGSON et al. 2006).

A infecc@o pelo HIV é responséavel pela destruicdo dos LT CD4+, macrofagos e
células dendriticas (CD) (YIN et al. 2007). A diminuigdo dos LT CD4+ resulta em uma
resposta imune alterada com reducdo da sua especificidade e ativacdo anormal de LB
(SHIRAI et al. 1992). Apesar desta resposta imunologica alterada, estudos recentes néo
indicaram uma maior gravidade da doenca periodontal em individuos HIV-positivos sob
uso de HAART (ROBINSON et al. 2000; HOFER et al. 2002; YIN et al. 2007).

O infiltrado inflamatdrio na doenca periodontal foi avaliado tanto em individuos
HIV-positivos como em HIV-negativos e a uma das células estudada foi o mastécito. Os

mastocitos estdo envolvidos em varias atividades na resposta inflamatéria como:



producéo de histamina, prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaguetas (PAF).
Possuem complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e I, realizando
apresentacdo de antigenos para LT CD4+ e CD8+. Realizam fagocitose e sao
responséaveis pela producdo de citocinas presentes na resposta celular e humoral. Além
disto, estdo envolvidos na cicatrizacdo tecidual através de suas metaloproteinases de
matriz (MMP) (LIN & BEFUS 1999, NASSE et al. 2003, WALSH 2003, STEINSVOLL et
al. 2004).

Comparacdes na contagem de mastocitos em tecidos gengivais clinicamente
saudaveis, com gengivite ou periodontite sdo inconclusivas, tendo em vista que alguns
estudos mostram um aumento na contagem celular com o aumento da inflamagéo,
(SHAPIRO et al. 1969, KENNETT et al. 1993, BATISTA et al. 2005) outros mostram uma
reducio (ROBINSON & DE MARCO 1972, GEMMELL et al. 2004). E hipotetizado que
estes achados controversos sejam devidos a diferencas metodoldgicas, principalmente
associadas a auséncia de padronizacdo na definicdo de casos e do uso de distintas
técnicas laboratoriais.

Outra célula presente no infiltrado é a célula dendritica, que € a primeira célula a
fazer contato com o antigeno local realizando sua captura, processamento e
apresentacdo aos LT presentes nos linfonodos. Nos tecidos periféricos humanos trés
subgrupos sé@o observados: células de Langerhans (CL), presentes na camada basal e
supra basal do epitélio; células dendriticas, presentes no tecido conjuntivo, na derme e
orgdos como rins, pulmbes e coracdo; ceélulas dendriticas linfoide/plasmocitdide,
presentes no sangue (CUTLER & JOTWANI, 2004).

Estudos experimentais tém demonstrado diferencas no nimero de CD quando se
compara gengivite, periodontite e gengiva clinicamente saudavel. Maior contagem foi
observada com o aumento da inflamacédo (NEWCOMB et al. 1982, JOTWANI & CUTLER,

2003), porém, ndo foi observada diferenca quantitativa entre gengivite e periodontite



(JOTWANI et al. 2001). Entretanto, observaram-se alteragcbes morfolégicas como
diminuicdo do tamanho celular e do nimero dos dendritos principalmente na periodontite
(SEGUIER et al. 2000b). Cirrincione et al. (2002), observaram CL em todo o epitélio bucal
e relataram que no epitélio da bolsa estas células estavam em quantidade muito menor e
normalmente ndo expressavam MHC-II nem faziam contato com linfocitos. J& na lamina
propria da regido da bolsa, as CD estavam em maior numero do que na regido bucal e
estas expressavam MHC-II e relacionavam-se com linfécitos e também estavam proximas
a plasmacitos.

AlteracBes fenotipicas e funcionais nas CL também foram observadas na
periodontite associada ao HIV, como grande diminui¢cdo ou até a auséncia de expressao
de MHC-II, concentravam-se na camada basal do epitélio e faziam contato apenas com
LT CD8+ foram reportadas por Pimpinelli et al. (1995). Adicionalmente os autores
relataram que as CD da lamina propria aumentaram em ndamero, mantinham a expressao
do MHC-II e formaram grupos com LT CD8+. Estas alteracbes estdo relacionadas com a
expressao de receptores de superficie, entre eles CD4, CCRs e CLRs. Estes receptores
estdo relacionados com fun¢des usuais como captura de antigenos, migracao e interacao
com células T e também atuam com destaque nas intera¢gdes com o virus HIV (JAMESON
et al. 2002, MACKEWICZ et al. 2003, TELESHOVA et al. 2003). Menor contagem de CL
no epitélio gengival na periodontite de individuos HIV-positivos comparado com HIV-
negativos foi reportada (MYINT et al. 2000). Esta contagem reduzida pode estar
associada a ligacéo entre particulas virais e o receptor CD4 das células dendriticas, o que
seria uma consequéncia direta da infeccdo pelo HIV (WOOD et al. 1983). Outro
mecanismo de deplecdo das CL seria sua destruicdo pelos LT CD8+ no epitélio e no
tecido linféide (BORROW et al. 1995). Ja naqueles individuos com manifestacao da AIDS,
0 mecanismo de reposi¢do celular na medula 6ssea pode estar comprometido, por isso

observa-se uma menor contagem de CD (KNIGHT et al. 1995).



Apesar de grande parte da atividade imunolégica das CL e dos mastécitos terem
sido descritas, 0s achados séo conflitantes e ainda limitados sobre a distribuicdo e real
papel destas células no tecido periodontal inflamado nos individuos HIV-positivos. Para
melhor compreender a resposta imune nestes individuos, este estudo foi proposto com o
objetivo de avaliar quantitativamente as células de Langerhans e os mastocitos na
gengivite e na periodontite em individuos HIV-positivos e HIV- negativos. Este estudo sera
apresentado em cinco segdes distintas: 1) revisdo de literatura, 2) objetivos, 3) Artigos | e
I, intitulados: (1) Mastécitos c-kit+ e triptase+ na gengivite e periodontite em individuos
HIV-positivos e negativos. (Il) Andlise quantitativa de células de Langerhans na gengivite
e periodontite em individuos HIV-positivos e negativos, 4) resultados globais, 5)

conclusdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O processo inflamatdrio na doenga periodontal

A presenca de bactérias patogénicas e consequente infeccdo e inflamacéo séo
marcos fundamentais da doenca periodontal. A reacdo inflamatdria pode ser vista
microscopica e clinicamente, no periodonto afetado e representa a resposta de um
hospedeiro susceptivel a presenca da microbiota do biofime e seus produtos
(SCHENKEIN, 2006).

Os estagios iniciais da doenca periodontal representam uma evolucao inflamatéria
acompanhada de modifica¢Bes no tecido conjuntivo e epitélio juncional. A lesdo inicial é
caracterizada pela presenca de um infiltrado celular composto principalmente por
macrofagos e LT (PAGE & SHROEDER, 1976). A lesdo avancada ocorre quando a
inflamacdo se estende para o ligamento periodontal e osso alveolar, verificando-se uma
continua perda de fibras coldgenas subgengivais proxima a bolsa periodontal, presenca
de reabsorcdo Ossea e aumento de LB e plasmdcitos (PAGE & SHROEDER, 1976,
GEMMELL & SEYMOUR, 2004).

Embora as bactérias apresentem um papel claro na patogénese da periodontite,
esta bem definido que o sistema imune do hospedeiro é essencial no processo da
doenca. As células do sistema imune estdo amplamente distribuidas pelo organismo e na
presenca de um processo infeccioso, ha a necessidade de concentrar estas células e
seus produtos no local da infeccdo (ALLISSON & LANIER, 1987). A atividade inflamatoéria
observada na doenca periodontal € um processo decorrente da migracdo e recrutamento
celular, e o estabelecimento dessa atividade envolve o deslocamento inicial e adesdo de

leucécitos ao endotélio vascular, assim como sua posterior emigracdo para o tecido, além



disto, estes processos envolvem diversas proteinas de adeséo e quimiotaticas (TEDER et
al., 1995).

Gemmel et al. (1996) sugeriram que um desequilibrio imuno regulatério de LT
locais pode existir na doenca periodontal, possivelmente relacionado a producao de
distintas citocinas. Essas moléculas, sendo produzidas por células no microambiente
inflamatorio, irdo, pelo controle das funcdes de diversos tipos celulares e da
migracao/recrutamento celular, determinar o destino do processo inflamatorio. Enquanto
citocinas como IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-8 promovem direta ou indiretamente a
atividade inflamatéria, IL-4, IL-10, e IL-13 tém sido relacionadas a atividade
antiinflamatoéria. Na verdade, o equilibrio entre estas citocinas e conseqientemente, o
equilibrio entre a representatividade das atividades coordenadas por elas, pode definir
estagios diferentes da inflamacéao.

Os LT Thl e Th2 foram identificados como sendo subpopulagdes funcionalmente
distintas de LT CD4+, sendo que sua distin¢do funcional é resultado de uma populacao
diferenciada de citocinas (MOSSMAN et al., 1986). Os LT Thl s&o caracterizadas pela
producédo de IFN-y, IL-2, estando associadas com a inflamacédo e induzem uma resposta
imune mediada por células. Os LT Th2 produzem IL-4, IL-5, e IL-13, auxiliam a
proliferacdo e diferenciagcdo dos LB e estdo associadas com a inducdo da resposta
humoral. Resultados tém frequentemente demonstrado uma mistura de citocinas
derivadas de LT Thl e Th2 ou a predomindncia de um dos tipos de resposta em
individuos com doencga periodontal (SEYMOUR & GEMMELL, 2001). A ocorréncia mista
de citocinas Thl e Th2 pode ser explicada tendo em vista o grande niumero de espécies
bacterianas que podem interagir com o sistema imune na doenca periodontal
(SCHENKEIN, 2006). Os estudos histolégicos caracterizam as lesdes iniciais e a gengivite

clinica como uma resposta Th1, enquanto as lesfes avangadas como uma resposta Th2.



Desta maneira podemos compreender que a doenca periodontal envolve
complexas atividades inflamatérias que s&o iniciadas pela presenca de bactérias
patogénicas. No modelo multifatorial proposto para a doenca, observa-se que esta
resposta imune pode ser modificada pela presenca de fatores de risco bioldgicos,
comportamentais e sociais (BECK, 1990). Dentre os inimeros fatores biologicos torna-se
de importancia para esta reviséo a inter relacdo entre a doenca periodontal e a infeccao

pelo HIV.

2.2 A doenca periodontal e a infec¢céo pelo HIV

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foi reconhecida em meados de
1981, nos EUA, a partir da identificacdo de um nimero elevado de individuos adultos do
sexo masculino, homossexuais e moradores de Sdo Francisco e Nova York, que
apresentavam Sarcoma de Kaposi, pneumonia por Pneumocytis carinii e
comprometimento do sistema imune. Em 1983 o agente etiologico foi identificado.
Tratava-se de um retrovirus humano, atualmente denominado Virus da Imunodeficiéncia
Humana, HIV-1, que anteriormente foi denominado LAV e HTVL-Ill. Em 1986 foi
identificado um segundo agente etioldgico, também retrovirus, estreitamente relacionado
ao HIV-1, denominado HIV-2. Embora ndo se saiba ao certo qual a origem dos HIV-1 e 2,
sabe-se que uma grande familia de retrovirus relacionados a eles esta presente em
primatas ndo-humanos na Africa Sub-Saariana. O virus da imunodeficiéncia Simia (SIV)
presente com muita frequéncia nos macacos verdes africanos € muito préximo ao HIV-2,
sugerindo que ambos evoluiram de uma origem comum. Por estes fatos, supde-se que o
HIV tenha origem geogréfica Africana e que sua disseminagéo se deve as caracteristicas

da sociedade contemporanea (ABBAS, 2005; OMS, 2005).



O HIV-1 e o HIV-2 possuem a estrutura geral dos lentivirus. E um virus RNA,
mas realiza seu ciclo celular passando pela incorporacdo do material genético no nucleo
da célula, ao contrario de outros virus RNA que realizam seu ciclo celular somente no
citoplasma. Isto ocorre gragas a presenca da enzima transcriptase reversa, que
transforma uma molécula de RNA em uma de DNA antes da incorporagdo no genoma da
célula, dai a classificagdo como um retrovirus. Para completar um ciclo de infeccao e
reproducdo em uma célula, o HIV passa pela fusdo com a superficie da célula e entrada
no citoplasma, producdo do DNA no ribossomo a partir do RNA viral, integragdo no
genoma da célula, producdo de proteinas virais, exocitose e maturacdo extracelular do
virion (ABBAS, 2005).

O principal receptor da superficie celular para o HIV é a molécula CD4. Esta
molécula é expressada principalmente na superficie de LT auxiliares. Outras células que
expressam a molécula CD4 na superficie, como macrofagos e células dendriticas também
podem ser infectadas pelo HIV. Continua replicacdo viral ocorre nos linfonodos com
liberacdo do virus e células infectadas no sangue. A queda na contagem de LT CD4+
ocorre como resultado de uma infecgdo direta da célula com alteracdo e lise da
membrana celular, indugcdo de apoptose, formacdo de sincicios, alteracdo nas células
progenitoras e auto-imunidade (YIN et al. 2007).

Atualmente existem quatro classes de anti retrovirais aprovadas pela Food and
Droug Administration: inibidor da transcriptase reversa analogo nucleosideo e
nucleotideo, inibidor da transcriptase reversa anélogo ndo nucleosideo, inibidores de
protease e fusédo de inibidores, constituindo a chamada terapia ativa anti retroviral,
HAART (Highly Active Antiretroviral Theraphies). Os conhecimentos atuais sobre a
imunopatogénese da infecgcdo pelo HIV e a existéncia de reservatoérios virais anatdbmicos e
celulares indicam que a erradicagcdo do HIV ndo pode ser obtida com os esquemas

terapéuticos existentes. Apesar dos avangos terapéuticos, estima-se que 10 a 20% dos



individuos que iniciam o tratamento ndo conseguem suprimir a viremia de forma
satisfatoria apds alguns meses de terapia (falha virologica primaria) e cerca de 20 a 50%
dos que apresentam boa resposta inicial apresentardo falha virolégica ap6s um ano de
tratamento (falha viroldgica secundaria), sendo a taxa de resposta viroldgica aos
tratamentos subsequentes progressivamente reduzida. A falha terapéutica, principalmente
por resisténcia as drogas, € um fenébmeno esperado e um nimero crescente de individuos
j& se encontra sem opg¢Bes de medicamentos anti retrovirais. Efeitos colaterais dos anti
retrovirais, muitos dos quais desconhecidos no passado, sdo cada vez mais frequentes e,
em grande parte, sdo 0s principais responsaveis pela descontinuacdo da terapia. Dentre
outros, o desenvolvimento de neuropatia, hepatotoxicidade, pancreatite, lipodistrofia,
diabetes, dislipidemia, osteoporose e acidemia latica estdo entre as complicacdes que
podem piorar consideravelmente a qualidade de vida do individuo infectado pelo HIV (YIN
et al., 2007; UNAIDS, 2009).

A terapia inicial sempre deve incluir trés drogas, sendo dois inibidores da
transcriptase reversa analogos de nucleosideo (ITRN) associados a um inibidor de
transcriptase reversa ndo-analogo de nucleosideo (ITRNN) ou a um inibidor da protease
(IP), o que significa que esquemas duplos (apenas com dois ITRN) ndo devem mais ser
utilizados. A Unica exce¢do na qual a terapia dupla pode ser utilizada é o caso de
exposicao ocupacional, mesmo em situagdes especificas. O uso isolado do AZT ainda é
aceitavel para a quimioprofilaxia da transmissdo vertical em algumas situacdes
especificas (YIN et al., 2007; UNAIDS, 2009).

O Brasil € uma referéncia no tratamento da AIDS, sendo que dos 15
medicamentos distribuidos, 9 sé@o fabricados no pais. Esta producédo local somente foi
possivel ap6s 2001, quando a Organizacdo Mundial de Saude realizou a quebra de

patente dos anti retovirais (UNAIDS, 2009).



A infeccdo pelo HIV resulta em varias alteracdes sistémicas e bucais. Os estudos
epidemiolégicos envolvendo as lesGes bucais associadas ao HIV iniciaram nos anos 90.
No decorrer dos anos, as pesquisas foram intensas e o tratamento com drogas para o HIV
obtiveram relativo sucesso, aumentando a sobrevida dos individuos e melhorando sua
gualidade de vida. Estes estudos foram importantes para conhecer a AIDS e suas
manifestacdes bucais.

Os primeiros estudos mostraram uma prevaléncia aumentada de manifestacdes
bucais. De acordo com Axell et al. (1990) as manifestagbes bucais associadas com a
infecgdo pelo HIV devem ser listadas dentro de 3 grupos, baseados na intensidade com
gue se apresentam nesta associacdo. O grupo | consiste de lesdes bucais que estdo
comumente associadas com infecgbes pelo HIV, como por exemplo candidiase,
leucoplasia pilosa, gengivite Ulcero-necrozante e sarcoma de Kaposi. Ulceracdes atipicas,
doencas de glandulas salivares, infec¢bes virais por citomegalovirus, herpes virus,
papiloma virus e varicela zoster sdo enquadradas no grupo ll, pois sdo menos comuns de
ocorrerem. O grupo lll abrange lesbes possivelmente associadas com infec¢éo pelo HIV,
como osteomielite e sinusite.

Além de alta prevaléncia de manifestagbes bucais, observou-se também maior
destruicdo periodontal, com maior perda de inser¢do clinica nos individuos HIV-positivos
guando comparados com HIV-negativos (YEUNG et al., 1993). Em um estudo realizado
por Glick et al. (1994) com 700 individuos HIV-positivos, observou-se uma associacao
positiva entre Periodontite Ulcerativa Necrosante (PUN) com o estado imunolégico dos
individuos, chegando a concluséo de que individuos com contagem de LT CD4 abaixo de
200 cel/mm?3 tinham 20,8 vezes mais chance de desenvolver PUN. E importante salientar
gue nestes estudos, os individuos encontravam-se debilitados imunologicamente, ja com
manifestacdes da sindrome, o que podem acarretar um viés de sele¢cdo na amostra. Outro

ponto importante € que a medicacdo anti retroviral disponivel ndo se mostrava tao eficaz.



A partir de 1996, com o uso dos inibidores de proteases e uma associacdo de
medicamentos € que houve uma mudanca no controle da doenca e suas alteragbes
sistémicas e bucais.

Martinez-Canut et al. (1996) realizaram correlacdo entre gravidade da doenca
periodontal e nivel de LT CD4+, que contrario ao observado por por Goncalves et al.
(2005) ndo encontraram diferenca estatisticamente significativa entre gravidade da
doenca e contagem de LT CD4+. Thomas et al. (1998) verificaram que alteragdes
periodontais associadas ao HIV eram raras, sendo que neste estudo a maioria dos
individuos fazia uso de medicamentos. Assim, concluiu-se que o uso de anti retrovirais
reduz a frequéncia de periodontite associada ao HIV. Ceballos-Salobrena et al. (2000)
avaliaram a prevaléncia de lesbes bucais em individuos HIV-positivos com terapia anti
retroviral. A mais alta prevaléncia de lesdes bucais foi encontrada em usuarios de droga
intravenosa e em individuos com carga viral maior que 10.000 copias e LT CD4+ menor
que 200 cel/mm3. Observou-se assim que com a terapia anti retroviral, houve queda de
30% nas lesdes bucais.

Assim como nas les@es bucais, houve uma mudanca de paradigma com relacdo
a maior gravidade da doenca periodontal nos individuos HIV-positivos. Estudos
comparativos entre individuos HIV-positivos e HIV-negativos ndo mostraram maior
gravidade da doenca em HIV-positivos, avaliagbes longitudinais mostraram perdas de
insercdo equivalentes (ROBINSON et al. 2000), com os mesmos fatores de risco
associados ao HIV-negativos, como: idade, tempo de tabagismo, carga viral, e presenca
de Fusobacterium nucleatum, Prevotella Intermidia e Actinobacillus
actnomycetemcomitans (ALPAGOT et al.,2003). Com relacdo a resposta da terapia
periodontal e de suporte Hofer et al. (2002) observaram que individuos HIV-positivos
respondem igualmente bem, inclusive com melhor indice de placa do que nos individuos

HIV-negativos. Concluindo assim, que nos individuos HIV-positivos o nivel de insercéo



pode ser mantido. No entanto, a higiene bucal e o monitoramento periodontal sdo os
principais fatores para o sucesso.

Com relacdo ao desafio bacteriano na doenca periodontal, Goncgalves (2005)
observou a associagao entre a microbiota subgengival em HIV-positivos com periodontite
cronica em uso de anti retrovirais, com diferentes niveis de LT CD4+, sendo que 61%
destes individuos j& apresentavam sintomas da AIDS. Concluiu-se que a microbiota
subgengival de individuos com periodontite crdnica inclui alta prevaléncia de patdégenos
periodontais classicos, encontrados também em individuos ndo infectados (YEUNG et
al.,2002; PATEL et al., 2003). A imunossupressao grave favorece a colonizacdo dessas
espécies, assim como também de espécies ndo comumente encontrados na microbiota
subgengival. Em outro estudo Goncalves et al. (2007) compararam a composicdo da
microbiota subgengival de individuos com periodontite crdnica e gengivite, HIV-negativos
e HIV-positivos usuarios da HAART. Observaram maior prevaléncia das bactérias
pesquisadas em individuos HIV-negativos, sendo que Tannerella forsythensis,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella nigrescens, Eubacterium nodatum, Fusobacterium
nucleatum e Selenomonas noxia foram as espécies mais frequentes. Em contraste,
Enterococus faecalis e Acinetobacter baumannii foram observados com maior freqiiéncia
em individuos HIV-positivos. Desta forma concluiram que embora os principais patégenos
em individuos HIV-positivos sejam os mesmos que em HIV-negativos, existe uma
singularidade da doenca, com algumas espécies observadas somente em individuos HIV-
positivos (ODDEN et al. 1995; MYINT et al., 1999).

Outra abordagem da doenca seria em relacdo a sua imunopatologia. Como a
infeccdo pelo HIV promove uma destruicdo dos LT CD4+ e consequente desequilibrio
funcional do sistema imune, varios estudos foram propostos para quantificar os LT CD4+
e CD8+, tanto no sangue periférico como em bidpsias teciduais. Steidley et al. (1992)

observaram maior relacdo LT CD4/CD8 no sangue periférico de individuos HIV-positivos



com periodontite crénica e nenhuma contagem tecidual de LT CD4+ ou CD8+. Esta total
auséncia de LT no tecido gengival pode explicar a caracteristica de rapida progressao da
doenca. Individuos com histéria de PUN possuem menor contagem de LT CD4+ (ODDEN
et al., 1995).

Na resposta Th2, predominante na periodontite (SEYMOUR & GEMMELL, 2001)
pode-se observar algumas altera¢des nos individuos HIV-positivos. Gomez et al. (1997)
comparam a expressdo de células Th2 (CD30) em 5 individuos com gengivite HIV-
positivos e 5 HIV-negativos, utilizando a técnica de imunoistoquimica (anticorpo Ki-1). Foi
observado um aumento estatisticamente significativo nos niveis de CD30+ em individuos
HIV-positivos em relacdo aos HIV-negativos. Myint et al. (1999) avaliaram a presenca e
distribuicdo de imunoglobulinas no infiltrado inflamatério de individuos HIV-positivos e
HIV-negativos com periodontite cronica. Os individuos HIV-positivos apresentaram um
maior numero de células IgA+ e IgG+ adjacente a bolsa periodontal do que individuos
HIV-negativos (p<0,05) e menor niumero de IgG2 em toda a gengiva (p<0,05). Enquanto
na gengiva dos HIV-negativos a maior concentracdo destas células encontravam-se
adjacente a bolsa periodontal, nos HIV-positivos esta distribuicdo era difusa. Em outro
trabalho, Myint et al. (2002) realizaram uma andlise quantitativa de neutrdfilos,
macréfagos e mastocitos em individuos HIV-positivos e HIV-negativos através da técnica
de imunoistoquimica. No grupo HIV-positivos assintomaticos houve um aumento em
relacdo aos HIV-negativos em cerca de 10 vezes na contagem dos mastocitos, ja nos
grupos com alguma manifestacdo (eritema linear ou candidiase) foi observado um
aumento mais pronunciado, em cerca de 15 vezes, quando comparado com HIV-
negativos. Entretanto a andlise de correlagcdo com niveis séricos de LT CD4+ nao foi
estatisticamente significativa. Além disto, cerca de 50% dos mastocitos em ambos o0s
grupos expressavam TGF- [3; que é um potente quimiotatico para neutréfilos, macrofagos

e mastocitos e um importante fator envolvido no aumento da resposta inflamatdria.



2.3 O papel dos mastécitos na doencga periodontal

Uma das células presente no infiltrado inflamatério € o mastocito. Estas células
sdo originadas na medula 6ssea, a partir de células hematopoiéticas pluripotenciais. Na
medula iniciam parte de sua maturacdo, entram na corrente sanguinea e finalizam sua
maturacdo na mucosa, ou no tecido conjuntivo. Dependendo de sua localizag&o no tecido,
h& uma diferenciagcdo na composi¢cdo dos seus granulos. Nos mastécitos da mucosa
predomina a triptase; j& nos do tecido conjuntivo verifica-se a presenca de triptase e
quimase. A triptase é uma protease encontrada tanto em mastécitos como em basofilos. E
uma ativadora de células epiteliais de reparo, quimiotatica para granuldcitos a partir da
inducdo da producado de interleucina-8 (IL-8) pelas células epiteliais, ativadora da pro-
colagenase e também participa na cascata de produgcédo de metaloproteinases de matriz
(MMP). A quimase € um mediador especifico dos mastécitos ndo encontrado nos
basofilos. Uma de suas fungdes € clivar e ativar o precursor inativo da IL-13. No entanto,
o real significado da diferenca de fenotipos destas células ainda n&o foi totalmente
estabelecido (GALLI & KITAMURA, 1987, GRUBER et al. 1988).

Com relagéo a sua localizacao, estéo presentes em grande namero logo abaixo do
epitélio da mucosa e também dentro deste. Na lamina propria intestinal, sdo encontrados
normalmente 20.000 celulas/mm3, podendo aumentar em caso de infec¢Ges parasitarias e
inflamagdes intestinais (LIN & BEFUS, 1999).

Os mastocitos possuem fungdes na inflamacgéo, defesa e reparo tecidual. Estdo
envolvidos na resposta imune inata e adquirida, produzindo citocinas que atuam na
resposta tipo Thl e Th2. Quando estimulado por citocinas ou produtos bacterianos, estas
células produzem e secretam varios mediadores pro-inflamatérios como histamina,

leucotrienos, fator ativador de plaquetas (PAF), fator de necrose tumoral (TNF) e



interleucinas IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13. Na func¢&o de reparo tecidual, induzem a
producdo de MMPs. Além disso sé@o capazes de fagocitar, processar e fazer apresentacao
de antigenos (WALSH, 2003; STEINSVOLL et al., 2004).

As células do sistema imune secretam importantes mediadores inflamatérios com
atuacdes autodcrina, paracrina ou enddcrina. Um dos mediadores mais importantes
secretados pelos mastocitos € a histamina, que é uma substancia vaso ativa, que
aumenta a permeabilidade vascular através da contracdo endotelial e formagcdo de
espacos intercelulares sendo responséavel, também, pela ativagdo da molécula de adeséo
P-selectina que promove a adesdo de plaquetas e de leucécitos ao endotélio (ZHAO et
al., 2001).

O TNF também é derivado dos mastécitos na inflamacdo. E responsavel pela
expressdo endotelial da E-selectina (ELAM-1), a molécula de adesdo rapida para
neutrofilos, LT, mondcitos e outros leucocitos. A sintese e liberagédo prolongada de TNF
pode manter a migracdo de leucdcitos e promover a cronicidade da inflamacéo. Exerce
também efeito quimiotatico para neutrofilos no tecido. Nos queratinécitos, o TNF em
pequena concentracdo detém o seu crescimento, e em altas concentracdes € citotoxico.
Outro importante tipo celular que atua o TNF € o LT. Estudos tém demonstrado que no
liquen plano oral o TNF induz as células da lesdo a produzirem RANTES (regulated on
activation normal T-cell expressed and secreted), que estimula a degranulacdo de
mastocitos e liberagdo de histamina. Este mecanismo de feedback positivo permite uma
explicacdo de como o LT no infiltrado pode promover uma cronicidade de degranulagéo
de mastocitos e secrecdo de TNF. Possui atuagdo também nas células de Langerhans,
promovendo sua ativacdo, estimula suas células precursoras e ativam células dendriticas
peri vasculares (WALSH et al.,2003; SUEKI et al., 1993).

Além do TNF, os mastocitos realizam a producdo e liberacdo de IL-1, que €

responsavel pela ativagdo de moléculas de adesdo no endotélio. Esta interleucina



também é produzida por macrofagos e mondcitos em resposta a endotoxinas de bactérias
gram negativas do sulco, polpa ou lesdes periapicais. Como sua sintese e liberacao
demoram de seis a 24 horas, e sua acao é como um mediador primario, observa-se que a
atuacao do TNF € mais rapida e potente na expressao da E-selectina. Outra interleucina
produzida é a IL-4, que influencia a progressdo para uma inflamacdo cronica, pois
estimula a adesdo endotelial de linfocitos e mondcitos e suprime a adeséo de neutrofilos.
Esta selecdo celular acontece devido a mudancas na expressao das moléculas de
adesao, especificamente supressdo da E-selectina e P-selectina e ativacdo da molécula
de adeséo celular vascular (VCAM-1) (GEMMELL et al.,1993; PATEL, 1999).

Apesar de ndo ser a principal célula na apresentacdo de antigenos, uma
importante interacdo ocorre entre mastocitos e LT. Os masticitos expressam complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il, além de CD 80, CD86 e CD54,
gue servem como segundo sinal para ativacdo do linfécito T durante a apresentacao.
Também sdo capazes de processar virus e bactérias intracelulares para sua
apresentacéo restrita através do MHC I. Apesar de ndo ser uma célula apresentadora de
antigeno especifica, sua contribuicdo para uma resposta de LT especifica é real, como
visto no liquen plano oral. Os mastdcitos dividem com as células dendriticas uma
estratégica posicdo peri-vascular, e sua producdo de citocinas nesta localizagdo € tao
importante como a expressao de moléculas acessoérias em sua superficie (WALSH et
al.,1991; ZHAO et al., 2002b).

Existe também uma intima relacdo entre mastdcitos e LT, influenciando sua
quimiotaxia, através da expressdo de moléculas de adesao e pela degradacdo da matriz
extracelular através de proteases. Adicionalmente, a producdo de IL-6 e IL-8 promove a
quimiotaxia para LT CD4+ e CD8+ respectivamente (MOLLER et al., 1993).

Agentes que alteram a funcéo e degranulacdo dos mastdcitos tém sido descritos.

O bloqueio da resposta de mastdcitos da polpa dental in vitro foi possivel utilizando



anticorpos que neutralizaram o TNF. Corticosteroides tém sido utilizados ha décadas no
tratamento de condi¢gbes inflamatérias da polpa e da mucosa bucal. Uma de suas
importantes propriedades € diminuir ou eliminar a presenca de mastécitos no local através
do seu uso prolongado (LAVKER & SCHECHTER,1985). Na tentativa de diminuir o dano
tecidual causado pela degranulacdo dos mastécitos, Jeffcoat et al. (1985) avaliaram o
efeito de uma droga inibidora da degranulacdo de mastécitos, a lodoxamide ethil. Este
experimento foi realizado em cées beagle com periodontite. O uso da medicacdo em dose
diaria de 20mg/kg, mostrou-se eficaz no tratamento da doenca com diminuicdo da perda
0ssea, porém observou-se um aumento da mobilidade dentaria nos cdes medicados.

Estudos foram realizados com o intuito de avaliar a participacdo dos mastocitos
nas doencgas inflamatorias, entre elas a gengivite e a periodontite. Os seguintes métodos
sdo utilizados para quantificar sua presenca no tecido: histoquimica, imunoistoquimica e
imunofluorescéncia (BATISTA et al., 2005).

Aeschlimann et al. (1980) realizaram uma analise quantitativa de mastocitos na
periodontite cronica utilizando azul de toluidina. Foram realizadas remoc¢fes em trés
momentos: antes do inicio da terapia periodontal causal; durante a cirurgia periodontal
que se realizou apds quatro semanas da raspagem e também ap0s quatro meses da
realizacdo da fase cirargica. Nao houve diferenca estatisticamente significativa ao se
comparar o numero de células na fase inicial e durante a cirurgia. Porém foi observado
um aumento em ambas as regifes ap0s quatro meses da cirurgia, mostrando um
envolvimento dos mastécitos no reparo tecidual. Assim como observado por Giinham et
al. (1991), neste estudo foram utilizadas bidpsias de individuos saudaveis e com
periodontite, removendo um fragmento antes da cirurgia e um segundo fragmento, trés
semanas ap0s a terapia cirdrgica. Os tecidos removidos foram preparados para andlise
histoguimica utilizando os métodos de Giemsa e do azul de toluidina. A contagem celular

foi semelhante em ambos os métodos. O nimero de mastécitos foi maior no tecido



inflamado do que no saudavel. No entanto, a contagem de mastdcitos foi menor no tecido
inflamado quando comparado com o do pdés-operatério. Batista et al., (2005) avaliando
gengiva clinicamente saudavel, gengivite e periodontite ndo observaram diferencas nas
contagens de mastdcitos entre os trés grupos, utilizando o método histoquimico com o
azul de toluidina.

Avaliando os estudos com histoquimica pode-se verificar que existe uma relacéo
dos mastécitos com o processo inflamatorio e também com o processo cicatricial de
reparo e rearranjo do tecido. No entanto, diferentes critérios de classificagcdo da doenca e
o fato da doenca periodontal ser sitio especifica, alterando sua atividade e quiescéncia
em surtos aleatorios, torna dificil uma uniformidade dos resultados.

Estudos com imunoistoquimica comparando gengiva clinicamente saudavel,
gengivite e periodontite também n&do s&o conclusivos. Gemmell et al. (2004) avaliaram
tecido gengival com gengivite ou clinicamente saudavel em um grupo e fragmentos com
periodontite moderada a grave em outro grupo. Os individuos com periodontite foram
submetidos a primeira fase da terapia periodontal e como persistiram tanto o sangramento
como a PS aumentada, foram submetidos a cirurgia periodontal e removido o tecido
gengival. No tratamento imunoistoquimico foram utilizados os anticorpos triptase e c-kit.
Seccgdes coradas com hematoxilina e eosina foram avaliadas previamente em relagéo ao
tamanho do seu infiltrado inflamatério sendo considerado pequeno até 1/3 da regido
adjacente ao epitélio juncional e do sulco, médio até 2/3 e grande em toda a sua
extensdo. No grupo com gengivite e gengiva clinicamente saudavel, somente o0s
fragmentos com infiltrado pequeno foi utilizado. O numero de mastdcitos triptase+
diminuiu na periodontite em relacdo a gengivite. A contagem das células triptase+ foi
maior do que c-kit+ em ambos os grupos. Os mastacitos c-kit+ permaneceram constantes,
independente do grau de infamacéo, indicando que ndo houve um aumento na migracao

de mastdécitos para as areas com inflamacéo.



Assim como nos estudos com histoquimica, os estudos que utilizaram como meio
de avaliacdo dos mastdcitos a imunoistoquimica, apresentaram resultados diferentes.
Além disto, quando os mesmos anticorpos sdo utilizados, existem diferencas nas
metodologias quanto a classificacdo da doencga, comparacdo de formas distintas de
doencas periodontais e tratamento apenas nos casos com periodontite. Estes fatores

podem provavelmente ocasionar grandes diferencas nos resultados reportados.

2.4 As células de Langerhans e células dendriticas

Origem e funcéo

Paul Langerhans, um estudante de medicina interessado na anatomia de nervos
da pele, no ano de 1868, descreveu uma populacao celular de forma dendritica localizada
no epitélio escamoso da epiderme e na lamina propria do tecido conjuntivo subjacente.
Por quase cem anos, a identidade e funcdo destas células eram desconhecidas,
Silberberg (1978) relatou sua importancia como o mais periférico componente do sistema
imune. Sua funcdo primordial € de iniciar a resposta imune, realizando a captura,
processamento e apresentagéo do antigeno aos LT presentes nos linfonodos. Nos tecidos
periféricos humanos trés subgrupos sdo observados: células de Langerhans (CL)
presentes na camada basal e supra basal do epitélio, células dendriticas (CD) presentes
na derme e O6rgdos como rins, pulmdes e coracdo e células dendriticas
linféide/plasmocitéide presentes no sangue. Marcadores especificos para cada tipo celular
foram descobertos para facilitar sua identificacdo, sendo: CD1a, Langerin/Lag, CCR®6, E-
cadherin e S100 para células de Langerhans; DC-SIGN, fator Xllla, CD11b para células
dendriticas e CD11c, CD123 para células dendriticas linféide/plasmocitoide (CUTLER &

JOTWANI, 2004).



As células dendriticas séo de origem mieldide e derivadas da linhagem monocitica.
Alguns estudos revelaram evidéncias de que estas possuem a habilidade de divisdo
enquanto residem no epitélio (GIACOMETTI & MONTAGNA,1967; MACKENZIE,1975).
Apresentam diferentes morfologias, fenétipos e funcdes, dependendo do estagio de sua
maturacdo. No sangue sdo idénticas a mondcitos, porém, no tecido conjuntivo assumem
uma forma mais estrelada e quando ativadas, apdés a captura e processamento de
antigenos, tornam-se ainda mais estrelados e com prolongamentos (CUTLER &
JOTWANI, 2004).

As células dendriticas sdo eficientes estimuladores de LT e LB. Enquanto os
linfécitos B podem reconhecer antigenos através de seus receptores e iniciar a producao
de anticorpos, os LT necessitam que o antigeno seja processado e apresentado a ele. Os
receptores de antigeno das células T (TCRs) reconhecem fragmentos de antigenos
ligados a molécula com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) presente na
superficie das células apresentadoras de antigeno. Existem dois tipos de MHC, moléculas
da classe |, presente em quase todas as células nucleadas, as quais apresentam
antigeno aos LT CD8+; e moléculas da classe Il, encontradas nas células dendriticas,
linfécitos B e macréfagos, que séo responsaveis pela apresentacdo de antigenos aos LT
CD4+ presentes nos linfonodos iniciando a resposta imune antigeno especifica. Células
infectadas ou tumorais freqientemente produzem citocinas inflamatérias como o
interferon, que estimulam outras células do sistema imune, a aumentarem a expressao
das moléculas de MHC nas células dendriticas (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998).

Na gengiva, as células de Langerhans estdo presentes em trés localizages:
epitélio bucal, epitélio sulcular e epitélio juncional; localizando-se na camada supra-basal
e espinhosa. No epitélio juncional sdo observados dois tipos celulares, um com morfologia

esférica e poucos prolongamentos e outro tipo com prolongamentos de tamanhos e



guantidade moderadas. Estas diferencas podem estar relacionadas com diferentes

estagios de maturagéo destas células (LOMBARDI et al. 1993).

2.5 As células dendriticas na doenca periodontal

Muitos estudos experimentais tém demonstrado evidéncias de diferencas no
namero de células dendriticas e na expressdo de antigenos de superficie quando
comparam-se gengivite, periodontite e gengiva clinicamente saudavel (NEWCOMB &
POWELL, 1986; JOTWANI et al. 2001, CURY et al., 2008) . Por este motivo, ha uma
maior necessidade de investigacdo das células dendriticas, que podem representar uma
célula chave na patogénese e desenvolvimento da doencga periodontal.

Em um estudo eticamente controverso, Newcomb et al. (1982) avaliaram bidpsias
gengivais de quatro estudantes de odontologia que se submeteram a um intensivo
controle de placa e consequentemente com tecidos periodontais saudaveis. No inicio da
pesquisa foi suspenso qualquer tipo de controle de placa por trés semanas e fragmentos
gengivais removidos nos tempos 0, 8 e 21 dias, quando foi retomada a escovagdo. A
marcagdo para células de Langerhans foi realizada com a técnica da adenosina
trifosfatase. Observou-se um aumento estatisticamente significativo de CL no epitélio
bucal com o aumento da inflamacédo (tempo 0) até o oitavo dia. Este nivel manteve-se
sem alteracao até o 21° dia.

Newcomb e Powell (1986) avaliaram a presenca de células de Langerhans em
individuos com gengiva saudavel e periodontite moderada através de imunoistoquimica
(HLA-DR) e de imunofluorescéncia (OKT6). No tecido saudavel as CL foram observadas
tanto no epitélio bucal como no do sulco, localizadas geralmente na camada basal do
epitélio. Entretanto, ndo foram observadas no epitélio juncional. Na periodontite foi

observado um aumento em ambos os epitélios com maior presenca celular na camada



espinhosa, ocorrendo um aumento na expressdo dos receptores HLA-DR. Algumas
células eram pequenas e redondas enquanto outras mantinham sua caracteristica de
dendritos. Mais células marcadas foram observadas com o OKT6.

Saglie et al. (1987) avaliaram a presenga de CL em tecido gengival inflamado e
ndo inflamado de seis individuos. Os autores utilizaram o marcador anti-Leu-6 e também
realizaram uma marcacdo com a técnica da peroxidase (PAP) para Actinobacillus
(Agreggatibacer) actinomycetemcomitans e Bacterdides gingivalis. Houve um aumento
estatisticamente significativo no nimero de CL entre o tecido sadio e o inflamado, o local
de maior concentragéo celular foi na camada espinhosa, mas também foram observadas
células no tecido conjuntivo adjacente. Estas células eram realmente CL devido ao
anticorpo especifico usado (ATPase + e 5'-nucleotidase) que ndo marca macréfago. O
namero de bactérias foi maior no tecido inflamado que continha também grande numero
de CL. Estes resultados sugerem que este aumento das CL pode ser um dos mecanismos
de defesa contra a invaséo bacteriana.

Um estudo de imunofluorescéncia duplo demonstrou uma associacdo entre
Porphyromonas gingivalis e CL CDla+ imaturas no epitélio de cortes gengivais de
individuos com periodontite. As CL CDla+ imaturas eram limitadas ao epitélio, enquanto
gue as CD maduras estavam restritas ao tecido conjuntivo. A diferenca entre imaturas e
maturas se da devido a expressao de moléculas de captura e adesdo a antigenos nas
imaturas e sua baixa expressdo nas maduras. Isto sugere que CD imaturas poderiam
estar expostas ao P. gingivalis, resultando em sua ativagdo/maturacao e movimentando-
as para dentro do tecido conjuntivo (CUTLER et al., 1999).

Séquier et al. (2000a) realizaram um estudo utilizando técnicas imuno-histolégicas
e morfométricas em amostras de individuos saudaveis (n= 10), com gengivite (n= 8) e
com periodontite (n= 9), para avaliar linfocitos intra-epiteliais e CL. Os tipos celulares

avaliados foram: CD1a+ (CL), CD45RB (linfécitos), CD3 (LT), CD20(LB) e a area ocupada



por fibras coldgenas. Observou-se que em relacdo ao grupo controle, todas as células
inflamatorias estavam aumentadas na gengivite e na periodontite. Houve um significativo
aumento de LT citoliticos na periodontite quando comparado com gengivite (p<0,05). Foi
observada também uma diminuicdo das células de Langerhans na gengivite e na
periodontite quando comparado com gengiva saudavel (p<0,02 e p<0,001;
respectivamente) e nao houve diferengca entre 0s grupos gengivite e periodontite.
Finalmente, observou-se uma correlacdo positiva de CL com linfécitos CD45RB e CD3 na
gengivite.

Segquier et al. (2000b) avaliaram morfologicamente CL CDl1a+ no epitélio gengival
de individuos saudaveis, com gengivite e com periodontite. No grupo controle, as CL
mostravam-se bem delimitadas com presenca dos dendritos, quando a comparacao foi
feita com células na presenca de gengivite e de periodontite, observou-se uma diminui¢do
do tamanho celular e do nimero dos dendritos principalmente na periodontite. Na camada
basal foram observadas células mais arredondadas e com poucos dendritos.

Em um estudo que avalia CL e CD, Jotwani et al. (2001) utilizaram a técnica de
imunoistoquimica e os seguintes anticorpos: CD1a (CL) e CD83 (CD) em amostras de oito
individuos saudéaveis, sete com gengivite e 14 com periodontite. Um significativo aumento
foi observado na presenca de periodontite quando comparado com a gengiva saudavel
com ambas as células estudadas, CL e CD (p<0,05), o mesmo nao foi observado com a
gengivite.

Cirrincione et al. (2002) avaliaram CL no epitélio e CD na lamina prépria de
individuos com periodontite cronica e a expressdo de marcadores de superficie em
contato com linfécitos. Foram utilizadas 10 biopsias de individuos com periodontite
cronica. As CL foram observadas em todo o epitélio bucal, porém no epitélio da bolsa
estavam em quantidade muito menor e normalmente ndo expressavam MHC-II, nem

faziam contato com linfécitos. Na contagem por 0,1 mm? observou-se: epitélio bucal (38 +



2 mm?), sulcular (16 £ 5 mm?) da bolsa (5 + 1 mm?) (p < 0,05). J& na lamina prépria da
regido da bolsa, as CD estavam em maior nimero do que na regido bucal, expressando
MHC-II, relacionando-se com linfocitos e proximas a plasmaocitos. Os autores concluiram
que a presenca das células dendriticas é indispensavel para a existéncia da resposta
imune mediada por LT na periodontite crénica, porém esta resposta parece estar limitada
a lamina propria.

Jotwani & Cutler (2003) através da técnica de imunofluorescéncia, analisaram
células de Langerhans e células dendriticas de individuos com periodontite (n= 7) e
clinicamente saudaveis (n= 5), utilizando os anticorpos DC-SIGN e CDla. A dupla
marcacao deixou claro que existem dois tipos celulares distintos: (1) no epitélio (CL); e (2)
na lamina propria (CD), que em sua grande maioria expressam o0 receptor manose. A
andlise dos dados revelou um aumento significativo das CD na periodontite comparado
com a gengivite (p=0,019). Uma associacgdo entre CD e LT CD4+ foi observada na lamina
prépria, sugerindo uma maior apresentacéo de antigenos na periodontite cronica.

Em outro estudo utilizando dois marcadores, neste caso fator Xllla (CD) e CDla
(CL), Cury et al. (2008) observaram um maior numero de células fator Xllla+ e CDla+ na
lamina prépria e no epitélio gengival externo do grupo gengivite em compara¢ao ao grupo
com periodontite. Ja na regido do epitélio do sulco e de sua lamina prépria, a contagem
das CD e CL foi similar na gengivite e periodontite. Este achado mostra que existe uma
resposta imune diferenciada na gengivite e na periodontite.

Confirmando o fato de que existem sub-populacdes distintas de células
dendriticas, Dereka et al. (2004) avaliaram a presengca de CD Xllla positivas e CL
positivas para proteina S-100 no epitélio gengival e tecido conjuntivo de bolsas
periodontais, antes e ap0s terapia periodontal de raspagem subgengival. Os resultados
revelaram que o numero de CD Fator Xllla positivas diminuiu comparado com o controle

apos a remocao de placa e tartaro, instrucdo de higiene bucal e raspagem e alisamento



radicular em bolsas periodontais de 4-5mm, mas ndo em bolsas com de mais de 6mm de
profundidade. De modo inverso, a contagem de CL positivas para proteina S-100 diminuiu
apos tratamento periodontal em bolsas com mais de 6mm, porém aumentou nas bolsas
com PS entre 4-5mm (p<0,05), j& no tecido conjuntivo houve uma diminuicdo apos
higiene bucal e raspagem supra e aumento apés RAR, no entanto, sem diferenca
estatistica. Estes resultados podem refletir uma tendéncia para redugéo destas duas sub-
populacdes distintas de CD apds terapia periodontal ndo-cirurgica.

Zavala & Cavicchia (2006) avaliaram as mudancas relacionadas com as CL no
epitélio gengival com a idade nos seguintes aspectos: morfologia, densidade e
distribuicdo intra-epitelial. Em concordancia com estudos anteriores, encontraram uma
diminuicdo da densidade de CL com a idade no epitélio gengival humano. Os autores
observaram que em individuos jovens a maioria das CLs estavam localizadas na camada
supra-basal (estrato espinhoso), j& nos individuos idosos as CL apareceram com maior
frequéncia na camada espinhosa. De acordo com a localizagdo especifica das CLs no
epitélio pode se supor que sua habilidade de imuno vigilancia é menos ativa em pessoas
idosas. Nenhuma diferenga entre géneros foi observada. As células dendriticas positivas
para CDla foram observadas no epitélio gengival e nenhuma célula foi encontrada no

tecido conjuntivo.

2.6 Inter-relacdo entre células dendriticas e o HIV

As CD expressam Varios receptores de superficie, entre eles CD4, CCRs e CLRs.
No entanto, esta expressdo € alterada quantitativa e qualitativamente dependendo do
estagio de ativacdo celular. Estes receptores estdo relacionados com fungbes usuais
como captura de antigenos, migragao, interacdo com LT e também atuam com destaque

nas interacbes com o virus HIV. E a expresséo destes receptores que ira determinar qual



célula ir4 entrar em contato com a particula viral, processa-la e posteriormente transmiti-la
aos LT (TELESHOVA et al. 2003).

As células dendriticas sao responsaveis pela transmissado dos virus aos LT de
duas maneiras: inicialmente, células imaturas e maturas capturam, processam e
transmitem ao LT CD4+, sem serem contaminadas; segundo, apdés um declinio da
primeira fase, ocorre uma amplificacdo dos receptores virais R5, 0 que aumenta sua
ligagcdo com células dendriticas imaturas ocorrendo nova contaminagéo dos linfocitos por
particulas virais recém sintetizadas (TELESHOVA et al. 2003).

A ligacdo entre particulas virais e o receptor CD4 das células dendriticas pode
levar a uma queda em sua contagem, 0 que € uma consequéncia direta da injaria pelo
HIV (Wood et al. 1983). Alem disto, a seguinte alteragdo na morfologia das CL foi
observada por Rappersberger et al. (1988): dendritos curtos e limite celular pouco
delimitado. Este fato pode ser observado em cerca de 30% da populacdo celular, que
apresentavam também o citoplasma e a cromatina condensados, organelas
citoplasméticas dilatadas e alguns casos de citolise. Entretanto, nestas bidpsias os
queratindcitos e melandcitos apresentavam-se normais. Particulas virais estavam
presentes nos espacos intercelulares das CL e adjacentes aos queratindcitos mas nao
entre eles.

Apesar da principal via de contaminacdo ser através das superficies mucosas
vaginal e anal, esta transmissdo na mucosa bucal e suas secre¢des é incomum. Fluidos
orais possuem varios fatores que protegem sua mucosa da infec¢édo e reduzem o risco de
transmissdo. Entretanto, algumas substancias do fluido seminal, sangue e proteinas
sanguineas podem proteger o virus HIV-1 dos efeitos de defesa da saliva (Baron et al.
2000). Outro fator protetor seria a expressao ou nao de alguns receptores de superficie do

HIV-1, como CCR5, CXCR4, DC-SIGN e Langerin. A auséncia de expressdo do CCR5,



devido a uma mutacdo do gene, proporciona aos individuos portadores resisténcia a
infeccdo pelo HIV (HUANG et al. 1996).

O risco de transmissao do HIV-1 é maior na relacdo sexual anal do que na vaginal,
por que na regido retal existe grande presenca de células DC-SIGN+, CCR5+, CD4+.
Além disto, as CD se distribuem na lamina prépria ao longo de todo epitélio, enquanto que
na vagina a populacdo de CD expressa moderado nivel de DC-SIGN e baixo CCRS5.
Portanto, presume-se que a baixa expresséo de receptores para o HIV-1 na mucosa bucal
saudavel atue como um fator de protegdo a infecgdo nesta regido (JAMESON et al. 2002).

A resisténcia ao HIV também pode ser mediada por proteinas antimicrobianas, as
defensinas; sua atividade ocorre em dois niveis: diretamente na inativacdo de particulas
virais e na inibicdo da replicacdo dos virus na célula alvo LT CD4 (MACKEWICZ et al.
2003). Foi observado também que a R-defensina humana (BDH) 2 e 3, que séo
produzidas por células do epitélio bucal, podem bloquear a replicacdo viral interagindo
diretamente com os virions e também através da modulagdo do co-receptor CXCR4. Séo
expressas na gengiva sadia e na maioria dos outros tecidos a sua expressao aumenta na
inflamacgdo (QUIMONES-MATEAU et al. 2003).

Jotwani et al. (2004) demonstraram que durante a inflamacdo gengival ha um
aumento de células que expressam CCR5, como as CL, e receptores para o HIV como
CD4, DC-SIGN e MR. Observacoes similares foram reportadas na mucosa vaginal e retal
inflamada. A inflamacdo destas mucosas tém sido considerada como um fator de risco
para infeccdo ao HIV por algumas razdes incluindo o fato da ulceracéo eliminar o efeito da
barreira epitelial intacta e expor grande quantidade de células que expressam o receptor
viral. Estudos em mulheres demonstraram que a inflamag&o vaginal aumenta a expressao
de CCR5 nos LT, macréfagos e CD e isto mostra ser um fator chave determinante para
suscetibilidade ao HIV (ZHANG et al. 1998). Jotwani et al. (2004) também concluiram que

h& um aumento significativo na presenca de defensinas na periodontite, comparado com a



gengivite. Estas observacdes sugerem que o tecido gengival possui multiplos fatores
enddégenos que propiciam uma resisténcia ao contagio do HIV, tanto no tecido
clinicamente saudavel como na presenca de inflamacéao.

Menor contagem de CL no epitélio gengival na periodontite de individuos HIV-
positivos comparado com HIV-negativos foi reportada por Myint et al. (2000). Neste
estudo, os individuos HIV-positivos foram recrutados no periodo de 1992-1994, com
baixas contagens de LT CD4+, e manifestagBes bucais como candidiase e leucoplasia.
Além disto, utilizavam um anti retroviral: acyclovir ou zidevudine, mas ndo HAART.

Os achados com relacdo a quantificacdo de CD e CL s&o inconclusivos. Além
disto, os estudos envolvendo individuos HIV-positivos séo restritos. Observou-se também
que varios foram os marcadores utilizados para a reacdo de imunoistoquimica. Neste
estudo, optamos por utilizar o anticorpo anti S100 pelo fato que o mesmo marca células
presentes no epitélio e na lamina propria, desta forma, a partir de uma reacdo apenas

poderemos avaliar a presenca das CL em ambas as regioes.



3 OBJETIVOS



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar quantitativamente por meio da técnica de imunoistoquimica os mastécitos e
as células de Langerhans presente no tecido gengival acometido por gengivite e

periodontite cronica moderada em individuos HIV-positivos e HIV- negativos.

3.2 Objetivos especificos
- Andlise da densidade e da freqiiéncia dos mastocitos presentes no infiltrado inflamatorio

na periodontite crénica e na gengivite em individuos HIV-positivos e HIV- negativos.

- Comparar quantitativamente os mastocitos na mesma condicdo periodontal em

individuos HIV-positivos e HIV-negativos.

- Correlacionar os mastécitos presentes no infiltrado inflamatério com os niveis
sanguineos de LT CD4+, CD8+ e carga viral, tanto na periodontite como na gengivite de

individuos HIV-positivos.

- Analisar quantitativamente as células de Langerhans presentes no epitélio e na lamina
propria do tecido gengival acometido por gengivite e periodontite cronica em individuos

HIV-positivos e HIV-negativos.

- Comparar quantitativamente as células de Langerhans na mesma condicdo periodontal

nos individuos HIV-positivos e HIV-negativos.



- Correlacionar as células de Langerhans presentes no epitélio e na lamina prépria com os
niveis sanguineos de LT CD4+, CD8+ e carga viral, tanto na periodontite como na

gengivite de individuos HIV-positivos.
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ARTIGO |

AVALIACAO DE MASTOCITOS NA GENGIVITE E PERIODONTITE EM INDIVIDUOS
HIV-NEGATIVOS E HIV-POSITIVOS USUARIOS DE HAART



Resumo

Este estudo transversal teve como objetivo avaliar quantitativamente e comparar a
densidade e a frequéncia de mastocitos no tecido gengival de individuos HIV-negativos e
HIV-positivos, com doenca periodontal por meio de dois anticorpos anti c-kit e anti triptase.
Adicionalmente, foi avaliada a correlacdo entre a densidade e a frequéncia destes
mastocitos com niveis sanguineos de LT CD4, CD8 e carga viral, nos individuos HIV-
positivos. Todos os individuos HIV-positivos eram usuérios de terapia ativa anti retroviral
(HAART). A amostra constou de biopsias de 50 individuos, divididos em quatro grupos: 1)
15 individuos com periodontite crénica moderada (PCM) HIV-negativos, 2) 15 individuos
PCM HIV-positivos, 3) 10 individuos com gengivite HIV-negativos e 4) 10 individuos HIV-
positivos com gengivite. Os tecidos gengivais foram obtidos durante cirurgia a retalho de
Widman Modificado nos casos de periodontite e nos casos de gengivite durante
exodontias. Os resultados foram expressos em cada grupo pela média e desvio padrdo do
namero de células por mm2 e em porcentagem da frequéncia de mastdcitos no numero
total de células mononucleares do infiltrado inflamatorio. Os grupos foram comparados
utilizando o teste t-student e a correlacdo de Pearson quando adequado. N&do houve
diferenca na densidade e frequéncia de mastdcitos entre os individuos HIV-positivos e
HIV-negativos. Observou-se uma diminuicdo de mastdécitos triptase+ com o aumento da
inflamacéo tanto na gengivite como na periodontite em ambos o0s grupos, no entanto, nos
mastaocitos c-kit+, verificou-se uma diminuicdo com o aumento da inflamacgéo apenas entre
0s casos de gengivite HIV-negativos. A quantificacdo de mastdcitos na gengivite ou na
periodontite em individuos HIV-positivos usuérios de HAART néao diferiu de individuos HIV-
negativos. A menor frequéncia de mastécitos triptase+ em relacdo ao aumento da
inflamacgédo sugere uma maior participagdo dos mastocitos na resposta do tipo Thl.

Palavras chave: gengivite, periodontite, mastocitos, HIV, resposta imune.



Introducéo

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica iniciada por bactérias e seus
metabdlitos presentes no biofilme dental. Estudos mostraram que o dano tecidual real é
causado pela propria resposta imune do hospedeiro, que pode estar alterada por fatores
de risco como a genética, fumo, estresse e doencas sistémicas (Beck et al. 1990). A
avaliacdo da composicao do infiltrado inflamatério e de sua relagdo com a gravidade da
doenca periodontal tem sido uma abordagem utilizada pelos pesquisadores que desejam
entender o processo inflamatério periodontal (Celenligil et al. 1990; Lappin et al. 1999).

Andlises imunoistoquimicas caracterizando os leucécitos presentes em tecidos
periodontais e revelaram que na gengivite ha a predominancia de células da resposta
celular (Thl) e na periodontite da resposta humoral (Th2) (Berglundh et al. 2002).
Gemmell e Seymour (1995) mostraram um aumento na propor¢do de células T com um
aumento do infiltrado inflamatério na gengivite em relagdo ao tecido saudavel. Outros
estudos caracterizaram de forma bem distinta as citocinas envolvidas nos diferentes
estagios da doencga (Ukai et al. 2001; Gustafsson et al. 2006). Tanto a resposta Th1l como
a Th2 é iniciada e organizada por um importante tipo celular, o linfécito T (LT) CD4+, que
a partir da expressdo de suas citocinas influenciara uma resposta tipo Thl ou Th2
(Reinhardt et al. 1988; Yamazaki et al. 1993; Lappin et al. 1999, Gemmell e Seymour
2004).

A infeccdo pelo HIV, destréi os LT CD4+, macrofagos e células dendriticas (Yin et
al. 2007). A diminuicdo de LT CD4+ resulta em uma resposta imune alterada com reducgéo
da sua especificidade e ativacdo anormal de linfécitos B (Shirai et al. 1992). Estudos
recentes ndo indicaram uma maior destruicdo periodontal em individuos HIV-positivos
(HIV+) sob uso de HAART (Robinson et al. 2000; Hofer et al. 2002; Gongalves et al. 2005,
Yin et al. 2007). Entretanto, alteracdes como maior dispersdo dos linfécitos B (Myint et al.

1999), aumento do niamero de mastdcitos, neutrofilos e macréfagos (Myint et al. 2002),



maior presenca de metaloproteinases de matriz degranuladas por mastocitos (Neesse et
al. 2003) sugerem que a resposta imune na doenga periodontal sofre alteracbes em
individuos HIV-positivos.

Os mastécitos também estdo presentes em infiltrados inflamatérios. Este tipo
celular por sua vez, esta envolvido em varias atividades na resposta inflamatéria como:
producdo de aminas vaso ativas como a histamina; liberacdo de prostaglandinas,
leucotrienos e fator ativador de plaquetas (PAF); apresentacdo de antigenos através do
MHC de classe | e II; fagocitose; producéo de citocinas tanto da resposta Thl como Th2,
que podem atuar em mondcitos, LT CD4+ e CD8+ e linfécitos B (Neesse et al. 2003,
Walsh 2003, Steinsvoll et al. 2004). A contribuicdo real dos mastocitos na progresséo da
doenca periodontal ainda apresenta relatos divergentes e inconclusivos pois alguns
estudos relatam um aumento no numero destas células por mm2 com o aumento da
inflamacdo na periodontite em relacdo a gengivite (Ginham et al. 1991; Batista et al.
2005) e outro uma diminuicdo na periodontite em relacdo a gengivite (Gemmell et al.,
2004).

Adicionalmente, sdo escassos 0s relatos da participacdo dos mastocitos na
complexa etiopatogenia da doenca periodontal em individuos HIV-positivos. Em um
estudo comparativo entre individuos HIV-positivos e negativos, Myint et al. (2002)
observaram um grande aumento na contagem de mastocitos em individuos com
periodontite e HIV-positivos, sendo este aumento mais expressivo quando o individuo
apresentava alguma outra manifestacado bucal como candidiase ou eritema linear.

Para a realizacdo de uma andlise histoquimica o marcador mais utilizado para
mastocito € o azul de toluidina. Entretanto, apesar da grande simplicidade da técnica, é
sabido que o marcador ndo possui alta especificidade (Robson & De Marco 1972,
Aeschlimann et al. 1980, GiUnhan et al.1991). Na andlise imunoistoquimica um dos

principais marcadores € a triptase, que € um anticorpo anti triptase presente nos granulos



de mastocitos e basofilos (Kennett et al. 1993, Batista et al. 2005). Outro marcador é o
anti CD117, c-kit, que é um receptor trans-membrana da tirosina quinase, presente em
outras células do pulméo, cérebro e pele. A funcdo do CD117 é promover a proliferacao e
maturacdo dos mastocitos, também € necessario para a ligagdo com fibroblastos através
de seu ligante, o fator de células primordiais, que induz também sua adeséo e quimiotaxia
(Mekori et al. 1997, kitamura et al. 2000). Neste estudo, optou-se pela utilizagdo do
anticorpo anti triptase, para avaliar os mastécitos ativados, presentes no tecido e também
do anti c-kit, que avalia a migragéo destas células ainda imaturas para o tecido inflamado
(Gemmell et al. 2004).

Estudos na literatura quantificaram mastocitos em sitios com gengivite e
periodontite em individuos HIV-negativos e HIV-positivos e demonstraram resultados
diferentes (Glinham et al. 1991; Myint et al. 2002; Gemmell et al., 2004; Batista et al.
2005). Além disto, alguns estudos abordaram individuos HIV-positivos sintomaticos nao
tratados com HAART. Como nos individuos HIV-positivos usuérios de HAART a doenca
periodontal possui as mesmas caracteristicas clinicas de gravidade e progressao do que
nos individuos HIV-negativos (Hofer et al. 2002), o presente estudo foi proposto para
verificar se esta hipotese de igualdade pode ser verificada também na resposta imune, em
relacdo a presenca dos mastocitos. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi analisar e
comparar a densidade e a frequéncia de mastécitos presentes em amostras de tecidos
com gengivite ou periodontite removidas de individuos HIV-negativos e HIV-positivos sob
uso de HAART. Adicionalmente, buscou-se correlacionar a densidade e a frequéncia dos

mastocitos com niveis sanguineos de LT CD4+, CD8+ e carga viral.

Material e métodos



Inicialmente foram avaliadas 47 bi6psias de individuos HIV-positivos e 65 de HIV-
negativos com doenca periodontal. Apds processamento e confec¢do de lamina fixadas
em hematoxilina e eosina (H.E.) verificou-se a presenca das seguintes estruturas
teciduais: epitélio do sulco, epitélio gengival externo, e lamina propria. Deste total, 25
amostras de tecido gengival foram removidas de individuos HIV-positivos e 25 de HIV-
negativos que apresentaram tais estruturas em boas condig¢des e incluidos no estudo.

Esta amostra de 50 individuos foi composta por dois grupos, grupo teste (HIV-
positivos) e controle (HIV-negativos); cada grupo foi dividido em dois subgrupos com
periodontite crénica moderada (PCM) ou gengivite (G). A composi¢cdo dos grupos foi
assim determinada: grupo HIV+G (n=10); HIV+PC (n=15); HIV-G (n=10) e HIV-PC (n=15).
Foram incluidos no estudo individuos entre 18-55 anos, de ambos os géneros. Para a
definicdo da condi¢éo periodontal foram utilizados os seguintes critérios:

- Gengivite — Sangramento a sondagem > 25% dos sitios presentes (Lopez et al. 2005).

- Periodontite Crénica Moderada — Foram considerados conjuntamente 0s seguintes
critérios, definicdo de caso: presenca de perda de insercéo clinica (PIC) proximal > 3mm
em pelo menos dois dentes ndo adjacentes (Tonetti & Claffey, 2005). Definicdo de
gravidade: forma moderada, presenca de sitios com profundidade de sondagem (PS) até
6 mm e perda de insercéo clinica < 4 mm (AAP, 2000).

Os individuos HIV-positivos foram recrutados no Centro de Treinamento e
Referéncia em Doencas Infectoparasitarias Orestes Diniz (CTR/DIP) da Prefeitura de Belo
Horizonte (PBH); e os individuos HIV- do Curso de Especializacdo em Periodontia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (FO-UFMG), Belo
Horizonte, Brasil, no periodo de margco a dezembro de 2007. Os individuos que aceitaram
participar da pesquisa foram esclarecidos da ndo maleficéncia do tratamento e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica da UFMG, parecer n° ETIC 514/07.



Todos os individuos HIV-negativos foram encaminhados ao Centro de Testagem
Anénima PBH, para confirmacdo da soronegatividade.

Foram excluidos do estudo individuos com alteracbes sistémicas como
hipertensdo, diabetes ndo controlada, trombocitopenia e outras que contra-indicassem
naquele momento o tratamento periodontal.

Os individuos com periodontite foram submetidos a terapia inicial com raspagem e
alisamento radicular, controle de placa e orientagdo para a técnica de escovagdo. Apos o
término do tratamento, os individuos foram reavaliados decorrido um intervalo de 45 a 60
dias. As coletas de tecido gengival foram realizadas nas seguintes condic¢des: (1) Grupos
com Periodontite: nos casos de persisténcia de sitios com profundidade de sondagem
alterada (PS > 5 mm) e presenca de sangramento e/ou supuragéo, foi realizado uma
cirurgia a retalho de Widman Modificado. (2) Grupos com gengivite: o fragmento gengival
foi removido durante exodontia, indicada por indicacdo protética ou ortoddntica.

Nos individuos HIV-positivos, dados do prontuario médico foram coletados para
informar os niveis sanguineos dos LT CD4+, CD8+ e a carga viral, estes dados deveriam
ter no maximo dois meses, caso este periodo fosse maior, um novo hemograma era
solicitado.

Os fragmentos de tecido gengival removidos foram fixados em formol tamponado a
10% e posteriormente seguiam para o processamento. Cortes de 5 pm de espessura
foram corados pela Hematoxilina e Eosina (H.E.), para visualizacdo da anatomia tecidual.
Foram incluidos casos onde era possivel observar o epitélio gengival externo, epitélio do
sulco e lamina propria. Confirmada a presenca destas estruturas, foram realizados cortes
de 3 um e montados em laminas gelatinizadas. Uma amostra representativa exibindo as
estruturas teciduais necessérias para inclusao e andlise no estudo pode ser observada na

figura 1.



Figura 1- Corte histoldgico de tecido gengival de individuo com doenca periodontal. Em destaque marcacéo
da regido do infiltrado inflamatério presente na Iamina prépria onde foi realizada a contagem dos mastdécitos.
Estruturas necessarias para inclusédo no estudo: a) epitélio gengival externo, b) lamina propria, c) epitélio do
sulco (HE — aumento 20x).

Imunoistoquimica
Foram utilizados dois anticorpos primarios, anti c-kit e também anti triptase (TAB.
1).

Tabela 1- Anticorpos primarios, fabricantes, método de recuperacgédo antigénica e dilui¢ao.

Anticorpo Fabricante Recuperacao antigénica Diluicdo
c-kit Dako Cytomation, panela de pressédo (Manttra) 1:300
Anti- CD 117 Carpinteria, CA, USA acido citrico pH 6

(A 4502) 121°C,10 minutos

triptase CellMarque néo ha 1:2000
(clone G3) Hot Springs, AR, USA

Os cortes foram desparafinizados em dois banhos de xilol e reidratados em

banhos decrescentes de etanol. Para remocao do pigmento formol, foram imersas por dez



minutos em solucdo de Hidroxido de aménio 10% em etanol 95% e lavadas em cinco
banhos com agua destilada. Quando necessério, foi realizada a recuperagdo antigénica
segundo padronizacdo (TAB. 1). Seguiu-se entdo bloqueio da peroxidase enddgena
utilizando 2 banhos de 5 minutos de peroxido de hidrogénio 20 volumes e metanol (1:1),
seguidos de 5 banhos de agua destilada e 3 de TRIS-HCL 20 mM. Posteriormente,
procedeu-se uma incubagdo em trés banhos em solucdo tampédo de TRIS-HCL ph-7.4
(tris-hidroxi-metil-aminometano) por 15 minutos. Os cortes foram incubados em anticorpo
primario a temperatura ambiente por 18 horas. Desincubou-se realizando trés banhos de
TRIS-HCL. Foi realizado entdo a incubagdo no anticorpo secundario e no complexo
terciario pertencentes ao kit LSAB®+ System-HRP (Dako Cytomation, Carpinteria, CA,
USA) a temperatura ambiente em camara umida por 30 minutos. Desincubou-se lavando
com trés banhos de TRIS-HCL. A revelacdo da reacdo foi executada com a solucao
cromogena de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA).
Seguiu entdo os banhos em &gua destilada. A contra coloragéo foi feita com solugéo
Hematoxilina de Mayer's durante 1 minuto, um banho com solucdo aquosa de Hidroxido
de aménio 10%, sendo imediatamente lavadas em cinco banhos de 4gua destilada. Por
fim, realizou-se a desidratacdo em solugbes de etanol em concentragbes crescentes,
diafanizacdo em xilol e montagem das laminas em Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn,
USA).
Andlise quantitativa e estatistica

A andlise da densidade dos mastocitos c-kit+ e triptase+ foi realizada por um
examinador treinado, no infiltrado inflamatério subjacente ao epitélio do sulco. O numero
de campos variou 8 a 16 nos grupos com periodontite e de 6 e 8 nos grupos com
gengivite. A contagem foi feita utilizando um microscépio Carl Zeiss, com um aumento de
400x, com reticulo de integracdo da mesma marca, com area de 0,1024 mm2. Foi

realizada a somatoria dos mastoécitos por campo, posteriormente por lamina e encontrado



a densidade por mm2. A calibracdo do examinador foi realizada pela re-leitura das
contagens de células de 10 individuos com intervalo de 15 dias. Para estabelecer a
concordancia intra examinador, todos os escores do teste Kappa ndo ponderado foram
maiores que 0,90.

Para observar a frequéncia dos mastocitos triptase+ e c-kit+, inicialmente foi
realizada a contagem de todas as células inflamatérias mononucleares do infiltrado
inflamatorio. Foram contados 6 campos na gengivite e 8 na periodontite. A contagem foi
feita no mesmo microscépio acoplado a uma maquina fotogréfica (Canon A640) com
aumento de 560x. Cada campo foi fotografado e posteriormente quantificado através do
programa Image Tool 3.0 (University of Texas Health Science Center, San Antonio,
Texas). O infiltrado foi classificado em discreto, moderado e intenso, de acordo com o
namero de células inflamatérias presentes tanto na gengivite como na periodontite.
Posteriormente foi realizada a contagem dos mastécitos presente no infiltrado inflamatério
e verificada sua frequéncia em relacdo ao numero total de células. A analise de
comparagdo entre os grupos foi realizada globalmente e também comparando grupos
com a mesma condicao periodontal segundo a intensidade do infiltrado.

Os resultados foram expressos em cada grupo pela média e desvio padréo do
namero de mastécitos por mm?2 e pela frequéncia. Foi realizada uma andlise comparativa
dentro dos grupos periodontite e gengivite HIV-positivos e HIV-negativos, tanto para o c-
kit como para a triptase. Para identificar qual teste a ser usado foi verificada a
homogeneidade e distribuicdo das variaveis. Deste modo, a andlise estatistica foi
realizada utilizando o teste t Student para comparagdo dos grupos e a presenga de
correlagéo foi verificada utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson (r). Os dados
foram analisados pelo programa estatistico SPSS for Windows 15.0 (Chicago, IL, USA),
com intervalo de confianca de 95%.

Resultados



O infiltrado inflamat6rio mononuclear foi maior nos grupos com periodontite (1640
+ 386,86 cel/mm?) em relagéo aos grupos com gengivite (569,75 + 404,03 cel/mm?). Os
mastocitos observados em tecidos com periodontite estavam presentes em maior nimero
no infiltrado inflamatério profundo do sulco. N&o foi observada a presenca de mastocitos
no epitélio. Pode-se observar uma relacdo dos mastdcitos com vasos sanguineos e
também proximos a linfécitos (Fig. 2 A, B).

Clinicamente os grupos apresentaram-se homogéneos quanto a idade e gravidade
de periodontite. No grupo HIV-positivos baixas cargas virais foram observadas (TAB. 2).

Tabela 2 — Variaveis de interesse e condi¢éo periodontal na amostra estudada.

G /HIV- G /HIV+ PCM /HIV- PCM /HIV+

N° de individuos 10 10 15 15
Idade 38 (34-50)* 38 (32-45)? 46 (40-60) * 42 (32-52)°
Género Masc. 3 7 7 8

Fem. 7 3 8 7
Nivel sangiiineo de ND 521 (117-1054)° ND 450 (28-815)°
LT CD4+ cels/mm3
Nivel sangiiineo de ND 850 (267-1140)° ND 1048 (406-1565) 2
LT CD8+ cels/mm3
Carga viral ND 20 (20-71671)° ND 20 (20-321567)°
indice de placa 0,94 +0,91° 1,69 +0,83° 1,05 +0,29"° 1,35+ 0,65"
% sitios PS <3 mm ND ND 85 91,4
% sitios PS >4 <6 mm ND ND 8,2 6,0
% sitios PS >7 mm ND ND 6,8 2,6
% sitios PIC < 3 mm ND ND 85,1 81,4
% sitios PIC >3 mm ND ND 14,9 18,6

& : mediana; ® - média e desvio padréo; ND: ndo determinado

PS: profundidade de sondagem; PIC: perda de insercéo clinica



Figura 2 — Cortes histolégicos de tecido gengival de individuo com periodontite. (A) Mastécitos triptase+ no
tecido conjuntivo adjacente ao epitélio do sulco gengival em contato com células inflamatorias. (B) Mastdcitos

c-kit+ proximos a vasos sangiiineos (Streptavidina-Biotina - aumento 400x e 560x respectivamente).



Andlise da densidade de mastdcitos triptase+ e c-kit+

Na comparacdo das densidades dos mastdcitos triptase+ entre 0s grupos gengivite
HIV-positivos e gengivite HIV-negativos ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa; assim como quando se comparou 0s grupos periodontite HIV-positivos e
HIV-negativos (TAB. 3). Ao realizar a analise dos mastécitos c-kit+, também néo foi
verificada nenhuma diferenga estatistica entre os grupos gengivite HIV-positivos e HIV-

negativos e entre periodontite HIV-positivos e HIV-negativos (TAB. 3).

Tabela 3 — Mastdcitos identificados segundo a condigdo periodontal.

Condicéao Anticorpos

periodontal C-kit (cellmm?) Triptase (cel/mm2)
Gengivite HIV - 12,94 (+ 26,95) 41,17 (+ 18,30)
Gengivite HIV + 18,42 (+ 10,55) 57,30 (+ 16,76)
Periodontite HIV - 25,19 (+ 21,09) 44,59 (+ 18,14)
Periodontite HIV + 40,67 (+ 27,80) 56,25 (+ 21,85)

(t Student, p > 0,05); média ().

Andlise da freqiéncia de mastdcitos triptase+ e C-kit+

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa na frequéncia dos

mastocitos triptase+ e c-kit+ entre 0s grupos gengivite HIV-positivos e HIV-negativos,

assim como nos grupos periodontite HIV-positivos e HIV-negativos (TAB.4).



Tabela 4 - Frequiéncia de mastécitos em relacéo ao numero de células mononucleares presentes no infiltrado
inflamatario.

Condicao Anticorpos
periodontal % triptase+ % c-kit +
Média dp(z) Mediana Média dp(z) Mediana
Gengivite HIV — 19,67 17,68 15,36 10,24 7,31 9,23
Gengivite HIV + 19,19 16,23 13,36 7,09 5,26 4,74
Periodontite HIV - 4,23 2,31 3,35 2,63 1,60 2,39
Periodontite HIV + 5,67 4,49 3,96 2,85 1,51 1,98

(t Student, p > 0,05)

Andlise da frequéncia de mastécitos triptase+ e c-kit+ por intensidade do infiltrado

inflamatério

Gengivite

Ao analisar os grupos com gengivite comparados pela mesma intensidade do
infiltrado, n&o foi observada nenhuma diferenca na frequéncia dos mastdcitos triptase+ e
c-kit+ entre os grupos HIV-positivos e HIV-negativos. Quando comparamos a condigcdo
discreta com a intensa observou-se uma diminuicdo na frequéncia dos mastocitos
triptase+ tanto no grupo HIV-positivos como no HIV-negativos (p=0,0001 e p=0,01
respectivamente). Para os mastocitos c-kit+, uma diminuigdo estatisticamente significativa

foi observada somente no grupo HIV-negativos (p=0,002) (TAB.5).

Periodontite crénica moderada

Nos grupos com periodontite, também nao foi observada nenhuma diferenca na
frequéncia de mastdcitos triptase+ e c-kit+ entre individuos HIV-positivos e HIV-negativos,
guando comparados pela mesma intensidade do infiltrado. Quando foi realizada uma

comparagdo em relacdo ao aumento da inflamac&o (condicdo discreta para intensa)



verificou-se uma diminui¢cdo na frequéncia dos mastdcitos triptase+ tanto no grupo HIV-
positivos como no HIV-negativos (p=0,001 e p=0,003 respectivamente). Também nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa na frequéncia dos mastocitos c-

kit+ com o aumento da inflamacgéo (TAB.5).

Tabela 5 - Caracterizacéo da distribuicdo da freqiiéncia de mastdcitos segundo sua condi¢do periodontal e
intensidade do infiltrado inflamatério.

Intensidade N° de % mastocitos % mastocitos
do infiltrado amostras triptase+ c-kit+
discreto HIV- 2 47,03 + 20,46" 20,08 + 3,81*
discreto HIV+ 2 47,56 + 8,65° 11,09 + 10,56
w moderado HIV- 4 20,08 + 5,80 11,68 + 5,39
= moderado HIV+ 3 17,50 + 5,46 4,29+1,28
>
Q intenso HIV- 4 5,59+ 1,18" 3,88+ 2,31*
w intenso HIV+ 5 8,86 + 4,60° 7,17 + 4,46
discreto HIV- 2 7,65+ 1,08 2,07 +1,91
w discreto HIV+ 2 14,84 + 519" 2,32+0,81
= moderado HIV- 4 5,33+ 2,05 3,80 + 2,59
Q moderado HIV+ 7 5,56 £ 2,31 3,59 +1,78
0
= intenso HIV- 9 299+ 1447 2,23+0,76
a intenso HIV+ 6 2,76 + 0,917 2,16 +1,03

(t Student p < 0,05 **T*¥)

Correlagdo entre mastécitos c-kit+ e triptase+ e niveis sanguineos de LT CD4+, CD8+ e
carga viral

Com a finalidade de avaliar a presenca de correlacdo entre a densidade e a
frequéncia de mastdcitos c-kit+ e triptase+ e niveis sanguineos de LT CD4+, CD8+ e
carga viral, foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson, no entanto, n&o

foram observadas correlagdes estatisticamente significativas (p>0,05).

Discussao



Neste estudo a presenca de mastdcitos no infiltrado inflamatério foi quantificada
pela densidade por mmz2 e pela frequéncia, em porcentagem do numero total de células
mononucleares. A maior parte dos estudos consultados utilizou como parametro de
comparagdo a densidade (Aeschlimann et al.1980, Gemmell et al. 2004, Batista et al.
2005). No entanto, comparavam 0S @rupos com gengiva saudavel, gengivite e
periodontite, sendo que, devido a questdes éticas as amostras de periodontite foram
tratadas previamente com raspagem subgengival (Aeschlimann et al.1980, Glnham et al.
1991, Batista et al. 2005). Como as amostras com periodontite deste estudo também
foram tratadas previamente, comparou-se somente a densidade dos mastdcitos entre
gengivite HIV-positivos e HIV-negativos e entre periodontite HIV-positivos e HIV-
negativos, sem observar uma diferenca significativa entre os grupos para ambos 0s
anticorpos utilizados. Entretanto deve ser ressaltado que as biopsias no grupo
periodontite foram coletadas em sitios que persistiam com atividade de doencga e PS >
5mm, isto é, sitios periodontalmente doentes.

A comparacdo dos mastocitos pela frequéncia no infiltrado inflamatério entre os
mesmos grupos e a mesma intensidade inflamatéria, também n&o revelou diferencas
entre os grupos HIV-positivos e HIV-negativos. Neste caso, porém, podemos afirmar que
0S mastqcitos triptase+ diminuem com o aumento da inflamacéo (infiltrado discreto para
intenso) tanto no grupo HIV-positivos como no HIV-negativos e que a sua migracdo
permanece constante (mastocitos c-kit+ sem alteracdo) em ambos o0s grupos. Estes
resultados sdo semelhantes aos reportados por Gemmell et al. (2004), embora realizado
apenas em individuos HIV-negativos, que observaram uma diminuicdo na contagem de
mastocitos na periodontite em relagcdo a gengivite e também uma auséncia de alteracao
dos mastocitos c-kit+.

Em um estudo Myint et al. (2002), compararam periodontite em HIV-positivos e

negativos, observando uma contagem 15 vezes maior de mastocitos nos individuos com



alguma manifestagdo bucal da AIDS como: candidiase, liguen plano e sarcoma de
Kaposi. Gomez et al. (1997) observaram alteracdo na expressao de células Th2 (CD30)
em individuos com gengivite HIV-positivos, relatando um aumento nos niveis de células
CD30+ em individuos HIV-positivos em relacdo aos HIV-negativos. Myint et al. (1999)
observaram alteracdo na distribuicdo de imunoglobulinas no infiltrado inflamatério de
individuos com periodontite crénica HIV-positivos com maior nimero de células IgA+ e
IgG+ adjacente a bolsa periodontal. Esta resposta imune alterada poderia ser a causa da
maior gravidade da doenca periodontal nos individuos com algum sintoma da AIDS, ja
gue estes estudos foram realizados nesta condi¢do de doenca. No entanto, em individuos
HIV-positivos usuérios da HAART, o nivel de inser¢do clinica pode ser mantido,
observando a presenca dos mesmos fatores de risco associados ao HIV-, como: idade,
tempo de fumante, carga viral, e presenca de Fusobacterium nucleatum, Prevotella
Intermédia e Aggregatibacter actnomycetemcomitans (Robinson et al. 2000; Alpagot et
al.,2003). Neste estudo, ao analisar a auséncia de diferenca na densidade e na frequéncia
dos mastdcitos entre os grupos HIV-positivos e HIV-negativos, pode-se relaciona-la com o
sucesso da terapia anti retroviral atual. E importante ressaltar que todos os individuos
HIV-positivos deste estudo eram usuarios da HAART, sem qualquer tipo de alteracéo
bucal, o que Ihes proporcionaram baixa carga viral e altos niveis de LT CD4,
conseqlientemente uma resposta imune satisfatoria.

De acordo com estudo prévio (Gemmell et al., 2004), a diminuicdo dos mastécitos
com o aumento da inflamacéo, pode estar relacionada com uma maior influéncia na
resposta tipo Thl, com producdo de histamina, TNF, IL-1, fagocitose e apresentacéo de
antigenos, apesar de nao ser a principal célula na apresentacdo de antigenos. Uma
importante interacdo ocorre também entre mastdcitos e LT, influenciando sua quimiotaxia,
através da expressédo de moléculas de adesdo e pela degradagédo da matriz extracelular

através de proteases. Adicionalmente, a producdo de IL-6 e IL-8 sdo quimiotaticos para



LT CD4+ e CD8+ respectivamente (Moller et al.,, 1993). Esta fungdo parece ndo estar
alterada nos individuos HIV-positivos usuarios de HAART, jA& que apresentam as
densidades e frequéncias de mastécitos semelhantes, e que também n&do apresentam
correlacdo entre os niveis sanguineos de LT CD4+, CD8+ e carga viral. E importante
salientar que o tratamento com a HAART esté disponivel no pais desde 2001, sendo uma
referéncia mundial no tratamento da AIDS. E responsavel, inclusive, pela reducgio de
putativos patdgenos periodontais em seus usuarios quando comparados com individuos
HIV-negativos (Goncalves et al. 2007).

Concluindo, a quantificacdo de mastécitos na gengivite ou na periodontite em
individuos HIV-positivos usuarios de HAART nao difere de individuos HIV-negativos. A
menor frequéncia de mastdcitos triptase+ em relagdo ao aumento da inflamacéo sugere
uma maior participacdo dos mastdcitos na resposta tipo Thl. Adicionalmente, ndo houve
correlacdo entre a densidade e a frequéncia dos mastocitos com niveis sanguineos de LT
CD4+, CD8+ e carga viral, porém, mais estudos devem ser realizados para verificacdo da
alteracdo de alguma funcdo dos mastécitos na inflamacao periodontal em individuos HIV-

positivos.
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ARTIGO Il

ANALISE QUANTITATIVA DE CELULAS DE LANGERHANS
NA GENGIVITE E PERIODONTITE EM INDIVIDUOS HIV-NEGATIVOS E

HIV-POSITIVOS USUARIOS DE HAART



Resumo

Este estudo transversal teve como objetivo avaliar e comparar quantitativamente a
presenca de células de Langerhans (CL) no tecido gengival de individuos HIV-positivos e
HIV-negativos com gengivite e periodontite. Além disto, avaliar a presenca de correlacéo
entre o niumero de CL com niveis sanguineos de CD4, CD8 e carga viral nos individuos
HIV-positivos, todos usuarios de terapia ativa anti retroviral (HAART). A amostra constou
de bidpsias gengivais de 50 individuos, divididos em quatro grupos: 1) 15 individuos com
periodontite crébnica moderada (PCM) HIV-negativos, 2) 15 individuos com PCM HIV-
positivos, 3) 10 individuos com gengivite HIV-positivos e 4) 10 individuos HIV-negativos
com gengivite. A remoc¢ao das bidpsias foi realizada durante cirurgia a retalho de Widman
Modificado nos casos de PCM e nos casos de gengivite durante exodontias. A marcacao
celular foi realizada por meio da técnica de imunoistoquimica, utilizando o anticorpo S100.
As CL foram avaliadas por localizacao no epitélio do sulco, epitélio gengival e na lamina
propria do epitélio do sulco e do epitélio gengival externo. Na analise total de CL,
observou-se maior contagem no grupo com PCM HIV-positivos em relacdo ao grupo com
PCM HIV-negativos. Ao realizar a andlise por regido tecidual, ndo se observou diferenca
na contagem celular. N&o foi observado um aumento na contagem das CL com o
aumento da inflamacgdo e ndo houve correlagdo destas células com niveis sanguineos de
LT CD4, CD8 e carga viral. Concluindo, hd aumento na contagem de células de

Langerhans em individuos com PCM HIV-positivos em relacdo aos HIV-negativos.

Palavras chave: Células de Langerhans, gengivite, periodontite, resposta imune, HIV.



Introducéo

Os microorganismos do biofilme dental produzem potentes fatores de viruléncia
gue ativam a resposta imune causando a destruicAo dos tecidos periodontais. As
primeiras células do sistema imune a fazerem contato com antigenos locais sdo as
células dendriticas (CD), que realizam a captura, processamento e apresentagdo do
antigeno aos linfécitos T presentes nos linfonodos. Nos tecidos periféricos humanos trés
subgrupos sdo observados: células de Langerhans (CL) presentes na camada basal e
supra basal do epitélio, CD presentes na lamina prépria, derme e 6rgdos como rins,
pulmdes e coragéo, células dendriticas linfoide/plasmocitdide presentes no sangue (Cutler
e Jotwani, 2004).

Estudos experimentais tém demonstrado diferencas no numero de células
dendriticas quando se comparam gengivite, periodontite e gengiva clinicamente saudavel.
Embora maior contagem celular tenha sido observada com o aumento da inflamacéo
(Newcomb et al. 1982, Jotwani e Cutler 2003) pouca diferenca quantitativa entre gengivite
e periodontite foi encontrada (Jotwani et al. 2001).

Séqguier et al. (2000b) observaram alteracdes morfolégicas como diminuigdo do
tamanho celular e do nimero dos dendritos principalmente na periodontite. Cirrincione et
al. (2002), observaram CL em todo o epitélio bucal, porém no epitélio da bolsa periodontal
estavam em quantidade muito menor, normalmente ndo expressavam complexo principal
de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) e ndo faziam contato com linfcitos. Ja na
lamina prépria da regido da bolsa periodontal, eram as CD que estavam em maior nimero
do que na regido bucal, expressavam MHC-II, relacionavam-se com linfocitos e estavam
proximos a plasmacitos.

Pimpinelli et al. (1995) observaram que em individuos com periodontite associada

ao HIV, as CL mostravam altera¢6es morfoldgicas como grande diminuicdo ou até mesmo



nenhuma expressdo de MHC-II, concentravam-se na camada basal do epitélio e faziam
contato apenas com linfécitos T (LT) CD8+. Ja as CD da lamina propria aumentaram em
namero, mantiveram a expressdo do MHC-II e formaram grupos com LT CD8+.

Diversos estudos tém mostrado que estas alteracdes estdo relacionadas com a
expressao de receptores de superficie, entre eles CD4, CCRs e CCLs. Estes receptores
estdo relacionados com fun¢des usuais como captura de antigenos, migracao e interacao
com LT e também atuam com destaque nas interagdes com o Virus da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida (HIV) (Jameson et al. 2002, Mackewicz et al. 2003, Teleshova et al.
2003). Adicionalmente, Wood et al. (1983) reportaram que a ligacao entre particulas virais
e o receptor CD4 das células dendriticas pode levar a uma queda em sua contagem, 0
gue é uma consequéncia direta da infeccao pelo HIV.

Marcadores especificos para cada tipo celular foram propostos para facilitar a
identificacdo das CD, entre estes destacam-se: o0 CD1a, Langerin/Lag, CCR6, E-cadherin
e S100 para CL; DC-SIGN, fator Xllla, CD11b para CD e CD11lc, CD123 para CD
linféide/plasmocitéide (Cutler e Jotwani, 2004). Dereka et al. (2004) observaram células
fator Xllla + no tecido conjuntivo e CL S100+ no epitélio e no tecido conjuntivo, enquanto
que Jotwani e Cutler (2003) através da técnica de imunofluorescéncia analisaram células
de Langerhans e células dendriticas utilizando os anticorpos CD-SIGN e CDla. Esta
dupla marcacao deixou claro que existem dois tipos celulares distintos: no epitélio (CL) e
na lamina proépria (CD).

Segundo Banchereau e Steinman (1998) as CL possuem uma interessante
caracteristica de migracdo pois possuem origem mieldide, seguem através de vasos
sanguineos até a lamina prépria e depois para o epitélio. Na maioria dos tecidos as CL
estdo presentes em um estégio dito imaturo, sendo incapazes de estimular os LT. Neste
momento expressam VAarios receptores para captura de antigenos (Fcy e Fce) e uma vez

realizada a captura e processamento antigénico, aumentam a expressdo de MHC-II na



superficie externa para realizarem a apresentacdo do antigeno a LT CD4+ especificos,
presentes no linfonodos. Este processo de maturacdo é acompanhado por mudangas
morfolégicas, partindo da forma arredondada e tornando-se dendritica (Séguier et al.
2000b, Zavala & Cavicchia 2006).

Apesar de grande parte da atividade imunolégica das CL ter sido descrita (Cutler &
Jotwani, 2004), pouco se sabe sobre a distribuicdo destas células no tecido periodontal
inflamado nos individuos HIV-positivos. Para melhor compreender a resposta imune
nestes individuos, este estudo foi proposto com o objetivo de avaliar as CL na gengivite e
na periodontite em individuos HIV-positivos e HIV-negativos.

Para verificar a presenca de CL tanto no epitélio quanto na lamina proépria, foi feita
a opcado de utilizar o anticorpo S100. Desta maneira sera possivel a observacdo da
possivel presenca de alteracdes em ambas as regides e a verificagdo da hipotese de uma

alteracdo quantitativa da CL em individuos HIV-positivos.

Material e métodos

Foram avaliadas 47 biépsias de tecidos gengivais de individuos HIV-positivos e 65
de HIV-negativos com doenca periodontal. Para que as amostras pudessem ser incluidas
neste estudo, apds processamento e confeccdo de lamina em hematoxilina e eosina
(H.E.) as seguintes estruturas teciduais deveriam estar presentes: epitélio do sulco,
epitélio gengival externo e lamina prépria. Foram selecionadas entdo, 25 amostras de
individuos HIV-positivos e 25 amostras HIV-negativos que apresentaram tais estruturas
em condi¢cbes adequadas e foram incluidas no estudo. Uma amostra representativa
exibindo as estruturas teciduais necessarias para inclusdo e andlise no estudo pode ser

observada na figura 1.



Figura 1- Corte histologico de gengiva de individuo com doenca periodontal, mostrando os locais onde foram
avaliadas as células de Langerhans. (a) epitélio do sulco gengival, (b) lamina prépria do epitélio do sulco
gengival, (c) epitélio gengival externo, (d) lamina prépria do epitélio gengival externo (H.E.- aumento 50Xx).

Esta amostra de 50 bidpsias foi composta por dois grupos, grupo teste (HIV-
positivos) e controle (HIV-negativos); cada grupo foi dividido em dois subgrupos com
periodontite crénica moderada (PCM) ou gengivite (G). A composi¢cdo dos grupos foi
assim determinada: grupo HIV+G (n=10); HIV+PCM (n=15); HIV-G (n=10) e HIV-PCM
(n=15).

Foram incluidos no estudo amostras de individuos entre 18-55 anos, de ambos os
géneros. Para a definicdo da condicao periodontal foram utilizados os seguintes critérios:

- Gengivite — Sangramento a sondagem > 25% dos sitios presentes (LOpez et al. 2005).



- Periodontite Crénica Moderada — Foram considerados conjuntamente 0s seguintes
critérios, definicdo de caso: presenca de perda de insercdo clinica proximal > 3mm em
pelo menos dois dentes ndo adjacentes (Tonetti & Claffey, 2005). Definicdo de gravidade:
forma moderada, presenca de sitios com profundidade de sondagem até 6 mm e perda de
insercao clinica < 4 mm (AAP, 2000).

Os individuos HIV-positivos foram recrutados no Centro de Treinamento e
Referéncia em Doencas Infectoparasitarias Orestes Diniz (CTR/DIP) da Prefeitura de Belo
Horizonte (PBH); e os individuos HIV-negativos do Curso de Especializacdo em
Periodontia da FO-UFMG, Belo Horizonte, Brasil. Os individuos que aceitaram participar
da pesquisa foram esclarecidos da ndo maleficéncia do tratamento e assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
UFMG, parecer n°. ETIC 514/07.

Todos os individuos do grupo de HIV-negativos foram encaminhados ao Centro de
Testagem An6nima PBH, para confirmacgéo da soronegatividade.

Foram excluidos do estudo individuos com alteracdes sistémicas como
hipertensdo, diabetes ndo controlada, trombocitopenia e outras que contra-indicassem
naquele momento o tratamento periodontal.

Os individuos com periodontite foram submetidos a terapia inicial com raspagem e
alisamento radicular, controle de placa e orientagdo para a técnica de escovagdo. Apds o
término do tratamento, os individuos foram chamados para nova avaliagdo, decorrido um
intervalo de 45 a 60 dias. As coletas de tecido gengival foram realizadas nas seguintes
condi¢bes: (1) Grupos com PCM: nos casos de persisténcia de profundidade de
sondagem alterada (PS > 5 mm) na presenca de sangramento e/ou supuracgdo, foi
realizado uma cirurgia a retalho de Widman Modificado. (2) Grupos com gengivite: o
fragmento gengival foi removido durante exodontia, indicada por destruicdo por carie e/ou

indicacao protética ou ortoddntica.



Nos individuos HIV-positivos, dados do prontuario médico também foram colhidos
para informar os niveis sanguineos dos LT CD4+, CD8+ e a carga viral, estes dados
deveriam ter no maximo dois meses, caso este periodo fosse maior, um novo hemograma
era solicitado.

Os fragmentos de tecido gengival removidos foram fixados em formol tamponado a
10% e posteriormente seguiam para o0 processamento.

Imunoistoquimica

Os cortes foram desparafinizados em dois banhos de xilol e reidratados em
banhos decrescentes de etanol. Para remocéao do pigmento formol, foram imersas por dez
minutos em solucdo de Hidroxido de aménio 10% em etanol 95% e lavadas em cinco
banhos com agua destilada. Nao houve recuperacao antigénica. O bloqueio da atividade
de ligacdo da avidina enddgena foi realizado segundo protocolo de Miller et al. (1999).
Seguiu-se entdo a incubacdo em trés banhos em solucdo tampédo de TRIS-HCI ph-7.4
(tris-hidroxi-metil-aminometano) por 15 minutos. Os cortes foram incubados em anticorpo
policlonal obtidos de coelhos anti S100 (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA), diluicdo
1:700, por 18 horas a temperatura de 4°C. Desincubou-se realizando trés banhos de
TRIS-HCI. A incubagéo em anticorpo secundario e em complexo terciario pertencentes ao
kit LSAB®+ System-HRP (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA) foi realizada a
temperatura ambiente em camara Umida por 30 minutos. Desincubou-se lavando com trés
banhos de TRIS-HCI. A revelacdo da reacgédo foi executada com a solu¢do cromégena de
3,3’ diaminobenzidina (DAB)(Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA). Seguiu entido os
banhos em &gua destilada. A contra coloragédo foi feita com solugdo Hematoxilina de
Mayer's durante 1 minuto, um banho com solugdo aquosa de Hidroxido de aménio 10%,
sendo imediatamente lavadas em cinco banhos de 4gua destilada. Finalmente procedeu-
se a desidratacdo em solucdes de etanol em concentragdes crescentes, diafanizacdo em

xilol e montagem das laminas em Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, USA).



Andélise quantitativa e estatistica

A contagem das células foi realizada por um examinador previamente calibrado,
em quatro regides distintas: no epitélio do sulco, no epitélio gengival externo, e na lamina
propria dos epitélios do sulco gengival e gengival externo (Fig.1). A contagem foi feita em
toda a extensdo do epitélio e na lamina propria e variou de 3 a 12 campos. A marcagao
celular observada foi do tipo citoplasmatica e todas as células marcadas foram contadas
independente de sua forma. A contagem foi feita utilizando um microscopio Carl Zeiss,
com um aumento de 400x, com reticulo de integracdo da mesma marca com area de
0,1024 mmz2. Foi realizada a somatoria das células por campo, posteriormente por lamina
e encontrado a densidade por mmz2. A calibracdo do examinador foi realizada pela re-
leitura das contagens de células de 10 individuos com intervalo de 15 dias. Para
estabelecer a concordancia intra-examinador, todos os escores do teste Kappa néo
ponderado foram maiores que 0.90.

Os resultados foram expressos em cada regido pela média e desvio padrdo do
namero de células por mmz2. Foi realizada uma analise comparativa entre os grupos PCM
HIV-positivos e HIV-negativos e entre gengivite HIV-positivos e HIV-negativos, nas quatro
regibes estudadas. Todas as células mononucleares do infiltrado inflamatério foram
contadas e o mesmo foi classificado em discreto, moderado e intenso. Esta graduacéo do
infiltrado inflamatério foi feita de acordo com quartios da mediana da contagem das
células inflamatdrias tanto na G como na PCM. Para identificar qual teste a ser usado foi
verificada a homogeneidade e distribuicdo das varidveis. Deste modo, a analise estatistica
foi realizada utilizando o teste para comparagdo de médias de amostras independentes, t-
Student. A presenca de correlacdo entre CL e niveis sanguineos de LT CD4, CD8 e carga

viral foi verificada utilizando o coeficiente de correlagédo de Pearson (r). Os dados foram



analisados pelo programa estatistico SPSS for windows 15.0 (Chicago, IL, USA), com

intervalo de confianca de 95%.

Resultados

O infiltrado inflamat6rio mononuclear foi maior nos grupos com periodontite (1640
+ 386,86 cel/mm?) em relacdo aos grupos com gengivite (569,75 = 404,03 cel/mm?). As
CL, observadas na PCM e G tanto em HIV-positivos quanto em HIV-negativos foram mais
freqientes na camada basal, onde eram mais arredondados, do que na camada
espinhosa, e se mostravam com maior numero de prolongamentos citoplasmaticos
(dendritos). Na lamina propria, as CL eram mais frequentes do lado do sulco, e
mantinham intima relacdo com vasos sanguineos, linfécitos e plasmadcitos, a forma
estrelada com dendritos era mais frequente do que no epitélio, porém, a forma

arredondada ainda era a predominante (Fig 2).

Caracterizacdo da amostra

Clinicamente os grupos apresentaram-se homogéneos quanto a idade e a
gravidade de periodontite. A Tabela 1 reporta as variaveis de interesse e a condi¢ao
periodontal na amostra estuda. Observa-se que o grupo HIV-positivo apresentou baixas

cargas virais.



Tabela 1 — Variaveis de interesse e condi¢édo periodontal na amostra estudada.

G /HIV- G /HIV+ PCM /HIV- PCM /HIV+

N° de individuos 10 10 15 15
Idade 38 (34-50)* 38 (32-45)? 46 (40-60) * 42 (32-52)°
Género Masc. 3 7 7 8

Fem. 7 3 8 7
Nivel sangiiineo de ND 521 (117-1054)° ND 450 (28-815)°
LT CD4+ cels/mm3
Nivel sangiiineo de ND 850 (267-1140)° ND 1048 (406-1565) ?
LT CD8+ cels/mm3
Carga viral ND 20 (20-71671)° ND 20 (20-321567)°
indice de placa 0,94 +0,91° 1,69 +0,83° 1,05 +0,29"° 1,35+ 0,65"
% sitios P.S. <3 mm ND ND 85 91,4
% sitios P.S. >4 <6 mm ND ND 8,2 6,0
% sitios P.S. >7 mm ND ND 6,8 2,6
% sitios PIC < 3 mm ND ND 85,1 81,4
% sitios PIC >3 mm ND ND 14,9 18,6

2 : mediana; ° ; média e desvio padréo; ND: ndo determinado
PS: profundidade de sondagem; PIC: perda de insercao clinica



Figura 2 (A, B) — Fragmento de tecido gengival de individuo com periodontite. (A) Observam-se as CL na
camada basal e espinhosa do epitélio. (B) Presenca das CL na lamina prépria préximas a vasos sanguineos

(aumento 560Xx).



Anélise quantitativa das CL
As CL foram avaliadas em quatro localiza¢des distintas e também no corte

histolégico como um todo (Tab.2).

Tabela 2- Distribuicdo da densidade das CL em relacé@o a sua localizagao tecidual e a condi¢ao periodontal.

Condicao Epitélio do Epitélio gengival Lamina propria Lamina prépria

Periodontal sulco epitélio do sulco  epitélio gengival CL Totais
Gengivite HIV- 18,53 (+22,85) 27,24 (+14,16) 18,70 (+10,51) 24,57 (+11,29) 95,55 (+42,08)
Gengivite HIV+ 19,73 (+13,70) 38,58 (+17,46) 27,93 (+17,65) 16,03 (+11,01) 107,07 (43,64)
Periodontite HIV- 20,62 (+14,30) 40,46 (+22,37) 19,75 (+17,80) 17,14 (+8,04) 99,51 (+40,91)*
Periodontite HIV+ 32,07 (£29,74) 52,29 (+30,41) 33,46 (+21,39) 17,68 (+10,05) 144,34 (+66,88)*

* p < 0,05(t-Student); densidade (cel/mm?)

Inicialmente foi realizada uma analise comparativa entre as CL totais na G em HIV-
positivos e na G em HIV-negativos sem encontrar alteracdo estatisticamente significativa.
Na comparacdo entre PCM HIV-negativos e PCM HIV-positivos, foi observado um
aumento no grupo HIV-positivos (p= 0,035).

Uma analise das quatro localizagbes estudadas foi realizada comparando os
grupos G HIV-positivos e G HIV-negativos e também PCM em HIV-negativos e PCM em
HIV-positivos, entretanto ndo foi observada nenhuma diferenca estatisticamente
significativa.

Ao analisar os subgrupos na mesma condicdo periodontal segundo a mesma
intensidade do infiltrado, ndo foi observada nenhuma diferenca entre os grupos HIV-
positivos e HIV-negativos. Adicionalmente, foi realizada a comparacdo entre a condicdo
de intensidade do infiltrado discreto com o intenso, para avaliar possivel alteracdo com o

aumento da inflamacg&o. Também ndo foram encontradas diferencas significativas (Tab.3).



Tabela 3 - Caracterizagdo da distribuicdo das CL totais segundo a condi¢do periodontal e intensidade do
infiltrado inflamatdrio

Intensidade Numero de CL
do infliltrado amostras totais
discreto HIV- 2 59,02 + 54,60
= discreto HIV+ 2 138,40 + 16,51
>
0] moderado HIV- 4 104,26 + 29,34
& moderado HIV+ 3 104,51 + 39,26
O
intenso HIV- 4 105,09 + 48,43
intenso HIV+ 5 96,06 + 52,91
Ll discreto HIV- 2 59,39 + 26,46
= discreto HIV+ 2 123,00 42,77
zZ
Q moderado HIV- 4 83,94 + 22,86
o moderado HIV+ 7 163,51 £ 81,07
o
w
o intenso HIV- 9 115,34 + 42,88
intenso HIV+ 6 129,08 £ 57,40

(t-Student, p >0,05)

Correlagdo entre CL e niveis sanguineos de LT CD4+, CD8+ e carga viral nos

individuos HIV-positivos

A presenca de correlagdo entre a contagem de CL e niveis sanguineos de LT

CD4+, CD8+ e carga viral, foi verificada por meio dos coeficientes de correlagédo de

Pearson (r), e correlacdes estatisticamente significativas ndo foram observadas (Tab.4).

Tabela 4 — Coeficiente de Correlagdo de Pearson entre niveis sanguineos de CD4+, CD8+ e carga viral e a

contagem de CL nas regides gengivais.

Epitélio Epitélio Lamina propria Lamina prépria

do sulco bucal epitélio do sulco epitélio gengival CL Totais
CD4 -0,144 -0,153 0,054 -0,324 -0,035
CD8 -0,079 0,015 0,140 0,041 0,201
Carga viral -0,109 0,198 -0,056 0,134 0,009

(t-Student, p >0,05)



Discussao

Neste estudo foi realizada uma avaliagdo imunoistoquimica utilizando um
anticorpo (S100) para CL. A analise quantitativa das CL totais revelou maior numero no
grupo com PCM HIV-positivo em relagdo ao grupo PCM HIV-negativo. Em relacdo a
gengivite, ndo houve uma diferenca entre os grupos HIV-positivos e HIV-negativos. Estes
resultados s&o contrarios aos que foram reportados por Wood et al. (1983) e
Rappersberger et al. (1988), que observaram uma diminuicdo das CL nos individuos com
AIDS. Esta diminuicdo provavelmente seria por causa da ligagdo do virus HIV com os
receptores CD4, CCR e CCL das CL, tornando-as um reservatério e uma via de infeccao
do LT CD4+. Neste estudo, porém, todos os individuos eram usuarios de HAART, com
baixas contagens de carga viral, ou seja, menor agressao direta as CL. Além disto, deve-
se ressaltar que ambos os grupos de PCM foram definidos por dois critérios distintos
incluindo conjuntamente definicdo de caso e gravidade da doenca, evitando assim vieses
relacionados ao diagnostico de doenca periodontal (Costa et al. 2009) e homogenizando
0S grupos quanto a gravidade da doenca. Desta maneira, este aumento na contagem das
CL na PCM nos individuos HIV-positivos pode estar relacionado com a presenca de
patdégenos especificos. Embora os principais patdgenos sejam os mesmos do que no HIV-
negativo, existe uma singularidade da doenca, com algumas espécies como Enterococus
faecalis e Acinetobacter baumannii somente observadas em individuo HIV-positivos
(Odden et al. 1995; Myint et al.,1999; Goncalves et al. 2007).

A comparacdo dos subgrupos segundo a mesma intensidade da inflamacéo e a
mesma condicao periodontal n&o revelou diferencas entre os grupos HIV-positivos e HIV-
negativos. Adicionalmente, ndo foi observada alteracdo na contagem das CL totais com o
aumento da inflamacéo (infiltrado discreto para intenso) tanto no grupo HIV-positivos

como no HIV-negativos. Entretanto, estes dados sao de dificil comparagdo com estudos



prévios, devido a diferentes metodologias, que podem ser a causa dos resultados
discordantes (Saglie et al. 1987; Cutler et al. 1999; Jotwani e Cutler 2003) . Além disto, a
maioria dos estudos prévios compara a gengivite com a PCM (Séguier et al. 2000a,
Jotwani et al. 2001, Cury et al., 2008). No nosso entendimento, esta comparacdo nao
parece ser adequada pois sdo formas distintas de doenca periodontal. Neste estudo ndo
foram observadas alteracbes na densidade das CL com o aumento da inflamacéo,
resultado concordante com estudos prévios (Séguier et al. 2000a, Jotwani et al. 2001).
Dereka et al. (2004) observaram que uma vez realizada a remoc¢ao do fator irritante
através da raspagem subgengival haveria uma diminuicdo na contagem das CL no
epitélio e no tecido conjuntivo, em bolsas de até 6 mm de profundidade. E importante
ressaltar que apenas o estudo de Dereka et al. (2004) utilizou 0 mesmo anticorpo utilizado
no presente estudo. Além do mais, diferentes formas de remoc¢&o dos tecidos e critérios
de classificacdo da doenca periodontal poderiam criar vieses e consequentemente,
resultados discordantes.

Na comparacdo entre as quatro regides estudadas, ndo foi observada diferenca
entre os grupos HIV-positivos e HIV-negativos tanto na gengivite como na periodontite.
Em um estudo, avaliando apenas individuos HIV-negativos, Cury et al. (2008),
observaram um aumento na lamina prépria e no epitélio gengival no grupo com gengivite,
em comparagdo ao grupo com periodontite, indicando caracteristicas diferentes na
resposta imune entre as duas doencas. E interessante observar também que na regido do
epitélio e lamina propria do sulco, ndo houve alteracdo na contagem das células
dendriticas. Este fato pode estar relacionado com a permeabilidade do epitélio juncional e
a presenca de uma defesa local através do fluido gengival rico em IgG e de maior
presenca de células fagocitarias presentes no infiltrado da lamina propria.

Foi avaliada também a presenca de correlacdo entre as CL e o0s niveis sanguineos

de LT CD4+, CD8+ e de carga viral, ndo observando relacdo estatisticamente



significativa. Este fato pode estar relacionado também ao perfil da amostra dos HIV-
positivos, onde todos os individuos séo usuéarios de HAART com baixa carga viral e niveis
de LT CD4+ e CD8+ dentro dos padrdes aceitos, embora alguns individuos tenham niveis
de LT CD4+ menores que 200 cels/mmg3, porém, estudos prévios indicam que estes niveis
ndo comprometem a eficiéncia da resposta imune (Martinez-Canut et al. 1996; Goncalves
et al. 2005).

Concluindo, o presente estudo observou um aumento na contagem de CL totais na
PCM de individuos HIV-positivos em compara¢do com HIV-negativos. Nao foi observada
diferenca na contagem de CL com o aumento da inflamacéo. O uso de HAART gerando
baixa contagem de carga viral, pode ser considerado um fator protetor em relagédo a
destruicdo das CL, propiciando, portanto, uma resposta imune satisfatoria em individuos
HIV-positivos. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar possiveis

alteracdes em suas funcdes na presenca de PCM em individuos HIV-positivos.
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5 RESULTADOS

Ser4 apresentada a seguir a andlise descritiva dos dados, os quais foram
analisados pelo programa estatistico SPSS for Windons-15.

A amostra foi composta por bidpsias removidas de 50 individuos. A distribuicdo por

género e uso de tabaco pode ser observada nos graficos 1 e 2.

Género

B masculino
[ feminino

50%

Gréfico 1- Distribuicdo da amostra segundo o género.

Uso do tabaco

M nao fumante
[ fumante

32%

Gréfico 2- Distribuicdo da amostra segundo o uso do tabaco



Nos individuos HIV-positivos foram coletados do prontuario os niveis sangiiineos
de linfécitos T CD4, CD8, carga viral, idade e género como pode ser observado na tabela

1.

Tabela 1- Distribuicdo da amostra em relacdo a idade, género dos niveis sangiineos de LT CD4,
CD8, carga viral, segundo a condicdo periodontal gengivite (G) e periodontite (P) em individuos
HIV-positivos.

Condicéo

periodontal Idade Género CD4 CD8 Carga viral
P1 48 M 238 1051 556
P2 42 F 576 1104 20
P3 52 F 815 1527 451
P4 51 F 575 1042 20
P5 43 M 564 1565 20
P6 49 F 112 518 20
P7 42 M 450 658 1925
P8 41 F 677 1199 20
P9 43 F 28 406 115116
P10 36 M 297 438 20
P11 44 M 315 1080 321
P12 40 M 735 1048 20
P13 32 M 285 547 1840
P14 36 F 269 680 321567
P15 38 M 269 1173 20
G1 32 F 572 1001 20
G2 35 F 349 1140 20
G3 43 M 773 824 20
G4 43 M 446 770 20
G5 36 F 628 713 20
G6 44 M 315 1080 332
G7 38 M 1054 885 20
G8 45 M 682 716 20
G9 36 M 471 877 20
G10 39 M 117 267 71671

Nos individuos HIV-negativos os niveis sangliineos de CD4, CD8 e carga viral ndo
foram avaliados, no entanto, durante o tratamento periodontal todos os individuos
preencheram uma ficha clinica (ANEXO A) com todos os dados pessoais, habitos de
higiene, uso de tabaco, indice de placa e periodontograma, estes dados podem ser

visualizados nas tabelas 2 e 3.



Tabela 2- Distribuigdo amostral em relacéo a idade e género no grupo de individuos HIV-negativos.

Condicéo

periodontal Idade Género CD4 CD8 Carga viral
P1 46 M

P2 43 M - - -
P3 52 F

P4 49 F

P5 57 F

P6 42 F

P7 45 M

P8 40 M

P9 65 F - - -
P10 46 F

P11 66 M

P12 46 F

P13 44 M

P14 42 F

P15 59 M

G1 38 F

G2 43 F

G3 45 M - - -
G4 43 F

G5 50 F

G6 34 F

G7 41 F

G8 35 M

G9 38 M

G10 38 F - - -

Tabela 3- Variaveis de interesse dos individuos com Gengivite (G) e Periodontite Crdnica
Moderada (PCM) em HIV-positivos (HIV+) e HIV-negativos (HIV-)

G /HIV- G /HIV+ PCM /HIV- PCM /HIV+

Idade 38 (34-50) 38 (32-45) 2 46 (40-60) 2 42 (32-52)°
Género Masc. 3 7 7 8

Fem. 7 3 8 7
Nivel sangiiineo de ND 521 (117-1054)° ND 450 (28-815)°
LT CD4+ cels/mm3
Nivel sangiiineo de ND 850 (267-1140)° ND 1048 (406-1565) 2
LT CD8+ cels/mm3
Carga viral ND 20 (20-71671) 2 ND 20 (20-321567)°

indice de placa 0,94(+ 0,91)°
% sitios P.S. >4 <6 ND

% sitios PIC >3 ND

1,69 (£ 0,83)"
ND

ND

1,05 (+ 0,29)"
8,2

14,9

1,35(+ 0,65)°
6,0

18,6

& : mediana; ® : média e desvio padrdo; ND: ndo determinado.



Como as doencas estudadas sé&o inflamatorias, grande numero de células
inflamatoérias encontravam-se presentes. Este infiltrado composto em sua maioria de
linfocitos e de plasmdcitos foi classificado segundo sua intensidade. Inicialmente foi
realizado uma classificacdo semi-quantitativa para cada unidade amostral. A presenca do
infiltrado foi relacionado com a extensd@o de sua area, sendo classificado como discreto,
quando ocupava até 1/3 da extensdo da regido da lamina prépria do sulco ou bolsa
gengival. Infiltrado moderado quando sua extensdo ocupava até 2/3 da regido do sulco e

intenso quando ocupava mais de 2/3 da regido da lamina prépria do sulco ou bolsa

(GRAF.3).
Classificag&o do
87 infiltrado
M discreto
= moderado
[ intenso
6—
1)
o
=]
=
=
=]
£ 4+
[}
=]
o
=
2—

gengivite hiv - gengivite hiv+ periodontite hiv- periodontite hiv+

condicaoperiodontal

Gréfico 3 — Distribui¢do do infiltrado inflamatério segundo sua classificagdo semi-quantitativa nas
condi¢Bes periodontais estudadas.



Além desta classificacdo semi-quantitativa, todas as células inflamatérias
mononucleares foram contadas. Esta contagem foi realizada com o aumento de 560x em
6 a 8 campos na gengivite e 8 campos na periodontite. Os resultados sdo apresentados

globalmente por grupo na tabela 4.

Tabela 4 - Numero de células inflamatérias mononucleares presente no infiltrado segundo a
condicao periodontal.

Condicao

periodontal Media (mm?) Desvio padréo Mediana
Gengivite HIV — 318,80 237,92 216 (39 — 715)
Gengivite HIV + 350,40 248,48 301 (95 - 830)
Periodontite HIV - 1009,53 450,25 1026 (420 -1872)
Periodontite HIV + 869,07 390,90 830 (162 —1649)

A partir dos dados acima foi realizado também uma avaliacdo quantitativa e
qualitativa do infiltrado inflamatorio obedecendo aos seguintes critérios para cada unidade
amostral:

Grupo Gengivite:

- Infiltrado leve: < 150 células inflamatdrias mononucleares.

- Infiltrado moderado: > de 151 < 300 células inflamatérias mononucleares.
- Infiltrado intenso: > 301 células inflamatérias mononucleares.

Grupo Periodontite:

- Infiltrado leve: < 500 células inflamatdrias mononucleares.

- Infiltrado moderado: > 501 < 1000 células inflamatdrias mononucleares.

- Infiltrado intenso: > 1001 células inflamatérias mononucleares (GRAF. 4).
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Gréfico 4 - Classificacdo do infiltrado inflamatério segundo o ndmero de células inflamatorias
mononucleares presentes.

Os cortes histolégicos foram tratados pela técnica de imunoistoquimica utilizando
0S anticorpos triptase e c-kit para marcacdo de mastocitos maduros e imaturos
respectivamente. A metodologia se encontra no artigo cientifico. A distribuicdo por mm?2 de
ambas as células marcadas pode ser observada nos gréficos 5 e 6. Com relagdo a
triptase, pode-se observar que hd uma maior contagem nos individuos HIV-positivos,
tanto na gengivite como na periodontite. Pode-se observar também que as medianas dos
grupos gengivite e periodontite HIV-positivos e HIV-negativos encontram-se bem
proximas. Da mesma maneira, na distribuicdo dos mastocitos c-kit+ observa-se que ha
uma maior contagem nos individuos HIV-positivos, tanto na gengivite como na

periodontite.
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Gréfico 5 — Distribuicao das células triptase+ segundo a condicdo periodontal.
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Gréfico 6 - Distribui¢éo das células C-kit+ segundo a condigdo periodontal.
Além de determinar a densidade dos mastocitos presentes na regido do infiltrado
inflamatorio nos grupos gengivite e periodontite HIV-negativos e HIV-positivos, foi
realizada também uma analise da freqiéncia destas células segundo o namero total de

células mononucleares presente no infiltrado inflamatoério (GRAF. 7 e 8).
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Gréfico 7 — Distribuicao da freqliéncia de células triptase+ segundo a condic¢ao periodontal.
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Gréfico 8 — Distribuicao da freqiiéncia de células C-kit+ segundo a condicao periodontal.

Foi realizado também uma comparacédo entre a mesma condi¢cdo periodontal e a
classificagdo do infiltrado inflamatorio entre individuos HIV-positivos e HIV-negativos. A
partir dai foi realizada uma comparacdo das médias das frequéncias dos mastocitos
triptase+ e c-kit+ (TAB.5). Pode-se observar que tanto a frequéncia dos mastécitos
triptase+ como dos c-kit+ aumenta com o aumento da inflamag&o. Uma analise detalhada

encontra-se no artigo cientifico.



Tabela 5 - Caracterizacédo da distribuicéo da freqiiéncia de mastdcitos segundo sua condi¢do periodontal e

intensidade do infiltrado inflamatorio.

Intensidade N° de % mastocitos % mastocitos
do infiltrado amostras triptase+ c-kit+
discreto HIV- 2 47,03 + 20,46" 20,08 + 3,81*
discreto HIV+ 2 47,56 + 8,65° 11,09 + 10,56
W moderado HIV- 4 20,08 + 5,80 11,68 £ 5,39
= moderado HIV+ 3 17,50 + 5,46 4,29+1,28
>
Q intenso HIV- 4 5,59+ 1,18" 3,88+ 2,31*
w intenso HIV+ 5 8,86 + 4,60° 7,17 + 4,46
discreto HIV- 2 7,65+ 1,08 2,07 +1,91
w discreto HIV+ 2 14,84 + 5,19" 2,32+0,81
= moderada HIV- 4 533 + 2,05 3,80 + 2,59
Q moderada HIV+ 7 5,56 £ 2,31 3,59+1,78
)
= intenso HIV- 9 299+ 1447 2,23+0,76
a intenso HIV+ 6 2,76 + 0,917 2,16 +1,03

p<005¥01‘*¢

Foi realizada também uma avaliacdo das Células de Langerhans presentes tanto
na lamina propria como no epitélio do sulco e no epitélio bucal (GRAF.9). Para tanto,
utilizou-se o anticorpo anti S-100, a metodologia encontra-se no artigo cientifico. Além de
uma quantificacdo por regido, foi reportado uma contagem global das CL em todo o corte
histolégico (GRAF.10).

As andlises estatisticas de comparacgfes entre 0s grupos segundo cada anticorpo
utilizado e também as analises de correlacao entre os niveis sanguineos de LT CD4, CD8

e carga viral estdo presentes nos artigos cientificos.
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Gréfico 9 — Distribuicdo das células S-100+ presentes na lamina propria e no epitélio segundo a
condicao periodontal.
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Gréfico 10 — Distribuicdo das células S-100+ totais presentes segundo a condi¢ao periodontal.
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- O uso de HAART parece ser a responsavel pela manutencdo de uma resposta imune
eficaz nos individuos HIV-positivos. Desta forma, propicia densidade e frequéncia de
mastocitos semelhantes com individuos HIV-negativos no tecido gengival acometido por

gengivite e periodontite.

- O uso de HAART em individuos HIV-positivos € um fator protetor as CL, pois diminuem
a carga viral e consequentemente, causam menor agressdo a estas células no tecido
gengival acometido por gengivite e periodontite. No entanto, seu uso pode propiciar a
colonizacdo de espécies incomuns que poderiam estar gerando um aumento das CL na

periodontite de individuos HIV-positivos.
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ANEXO B - 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 de20 .

Prezado paciente,

Estamos realizando uma pesquisa para avaliar as células da inflamacdo na gengiva de
individuos com doenca periodontal em pacientes positivos e negativos para o virus HIV.
Para isso precisamos analisar pequenos pedacos de gengiva que sdo removidos durante
a fase de cirurgia do tratamento. O tratamento da gengiva serd realizado no proéprio
CTR/DIP para os individuos HIV positivos e na Faculdade de Odontologia da UFMG para
os individuos HIV negativos. Gostariamos de contar com sua colaboracgéo, esclarecendo
que:

1- A pesquisa consiste em preenchimento de prontuario odontolégico do CTR/DIP e da
FO-UFMG, onde deverdo constar: radiografias recentes, exames de sangue contento
contagem de CD4 e CD8, plaguetas e carga viral.

2- Somente poderdo ser atendidos os pacientes com avaliagdo e liberacdo do médico
responsavel, como qualquer outro procedimento do servico uma vez que envolve
procedimentos cirlrgicos que apenas se realizam nestas condic¢es.

3- N&o ha nenhum risco para o paciente uma vez que o tratamento o qual sera submetido
€ um procedimento de rotina na clinica de tratamento da gengiva. As cirurgias da gengiva
estdo indicadas durante o tratamento e a remogdo do material também esta previsto na
técnica cirdrgica. Nao existe a proposta de nenhum tratamento ou técnica nova. Estes
pedacos de gengiva que seriam jogados fora € que irdo fazer parte da pesquisa.

4- O atendimento sera com material estéril, seguindo o protocolo de esterilizacdo do
servigo odontologico do CTR/DIP e da FO-UFMG.

5- Nao h&d nenhum gasto por conta do paciente e também nenhuma remuneracao.
6- Nao h& nenhum risco para o paciente, pois trata-se de um tratamento clinico de rotina e
aqueles com alguma deficiéncia de saulde, serdo encaminhados para o atendimento

médico e posteriormente atendidos, desde que com liberagdo médica.

7- Como todo tratamento da gengiva, uma boa escovacao dentaria por parte do paciente
é fundamental. Caso 0 mesmo nado consiga um controle 6timo, a inflamacao iré retornar.



8- O beneficio deste tratamento € a remocao da causa da inflamacgéo, para ndo ocorrer o
sangramento gengival e controlar a perda éssea, que se ndo tratada podera levar a perda
do dente.

9- Todos os participantes poderao, a qualquer momento, desistir de fazer parte dessa
pesquisa, sem prejudicar o tratamento da gengiva.

10- Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo serad revelada
publicamente, em hipotese alguma, e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto
terdo acesso a estas informacgodes, que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

11- 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:

- Takeshi kato Segundo 3241-1258
- Ricardo Alves de Mesquita 3499-2478
- Comité de Etica em Pesquisa SMSA/PBH 3277- 8222.



TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, estou ciente que

possuo inflamagcdo gengival e necessito de tratamento da gengiva. Concordo em
participar deste estudo que visa a remoc¢do da causa da inflamag¢do que é o tartaro.
Durante o tratamento, 0s casos mais graves necessitam de cirurgia; é durante a cirurgia
que pequenas partes de gengiva serdo retiradas como parte da técnica cirlrgica. Este
material que seria jogado fora € que seré avaliado na pesquisa. Neste fragmento gengival
serdo avaliados as células da inflamagdo presentes e seu numero, para posterior

comparagao 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 Doutorado em Periodontia da
Faculdade de Odontologia da UFMG, desde que seja resguardado minha identidade.

Tenho pleno conhecimento de que o principal objetivo é o tratamento periodontal e
remocédo da bidpsia. Dou pleno direito de uso, para fins de pesquisa e de divulgagéo de

jornais e/ou revistas cientificas especializadas no Pais e no Exterior.

Assinatura do paciente ou responsavel

Documento de Identidade:




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 514/07

Interessado (a): Prof. Fernando de Oliveira Costa

Depto. de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontoldgicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou, no
dia 11 de margo de 2008, apos atendidas as solicitagées de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado “Imunofenotipagem da doenca
periodontal em pacientes saudaveis e soropositivos para o virus da
imunodeficiéncia humana” com a recomendagédo de que seja alterado
o numero de telefone do Comité no Termo de Consentimento Livre e .
Esclarecido do referido projeto.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

,@wiu( T vQ

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP/UFMG

Av. Pres. [Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 — BH-MG
i Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@iprpg.uling. br
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