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RESUMO

As doencas periodontais afetam os tecidos de suporte dos dentes e sao
desencadeadas por microrganismos que possuem a capacidade de invadir os
tecidos periodontais. A evolucdo desta doenca € influenciada pela resposta
inflamatoria e imunoldgica do hospedeiro e envolve a participagdo de diversos tipos
celulares. Atualmente, existem evidéncias de que o0s mastocitos, além de outras
funcbes, possuem a capacidade de eliminar bactérias, através da fagocitose. Assim
sendo, este estudo teve por objetivo avaliar a capacidade fagocitica dos mastécitos
frente ao periodontopatégeno A. actinomycetemcomitans, além de comparar sua
capacidade fagocitica com a dos macrofagos, considerados fagocitos profissionais.
Para este fim, foram realizados ensaios fagociticos in vitro utilizando mastécitos e
macréfagos murinos, desafiados ora com A. actinomycetemcomitans ora com
Escherichia coli, opsonizados ou nédo, sob diferentes propor¢es célula:bactérias.
Apés 1 hora de desafio, as células foram coradas com laranja de acridina e
avaliadas qualitativamente utilizando-se microscopio de varredura confocal a laser e
quantitativamente através do microscopio de fluorescéncia convencional. NOssos
resultados demonstraram que os mastécitos murinos se mostraram eficientes quanto
a sua capacidade fagocitica frente a A. actinomycetemcomitans. Os valores
percentuais de mastécitos com A. actinomycetemcomitans internalizados, na
auséncia de opsonizacdo com complemento, foram maiores que aqueles na
presenca da opsonizagdo, sugerindo a participacdo de receptores opsoninas-
independentes no reconhecimento deste patdgeno pelos mastocitos, além do
receptor de complemento tipo 3 (CR3). Comparando os dois tipos celulares,
verificou-se que ambas as células apresentaram importante atividade fagocitica
contra A. actinomycetemcomitans, porém os valores percentuais de mastécitos com
bactérias internalizadas sem complemento foram maiores que aqueles de
macréfagos com bactérias internalizadas com complemento, em uma das
proporgdes (1:10). Os resultados deste trabalho sugerem o papel dos mastécitos
como fagocitos profissionais na patogénese da doenca periodontal induzida por

placa dentobacteriana.

Palavras-chave: Mastécitos. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Fagocitose.







ABSTRACT

Evaluation of the phagocytic ability of mast cells against the
periodontopathogens Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Periodontal diseases affect the supporting tissues of the teeth and are
triggered by microorganisms which are capable of invading periodontal tissues. The
evolution of this disease is influenced by inflammatory and immune response of the
host and involves the participation of different cell types. Currently, there is evidence
that mast cells, among other functions, have the ability to eliminate bacteria by
phagocytosis. Thus, this study aimed to evaluate the phagocytic ability of mast cells
against the periodontopathogens A. actinomycetemcomitans, and compare with the
phagocytic capacity of macrophages, which are considered professional phagocytes.
Therefore, in vitro phagocytic assays were conducted using murine mast cells and
macrophages, challenged with A. actinomycetemcomitans or Escherichia coli, at the
same time, opsonized or not, under different proportions cell: bacteria. After 1 hour of
challenge, cells were stained with acridine orange and qualitatively assessed by
using a confocal laser scanning electron microscope and quantitatively by the
conventional scanning fluorescence microscope. The results demonstrated that
phagocytic ability of murine mast cells was effective against A.
actinomycetemcomitans. The  percentages of mast cells with A
actinomycetemcomitans internalized in the absence of opsonization with
complement, were higher than those in the presence of opsonization, suggesting the
involvement of opsonin-independent receptors in recognition of this pathogen by
mast cells, as well as complement receptor type 3 (CR3). Comparing the two cell
types, it was observed that both cells showed significant phagocytic activity against
A. actinomycetemcomitans, however, the percentages of mast cells with internalized
bacteria without complement were higher than those of macrophages with
internalized bacteria with complement, in one of the proportions (1:10). The results
suggest the role of mast cells as professional phagocytes in the pathogenesis of

periodontal disease induced by dental plaque.

Key words: Mast cells. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Phagocytosis.
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1 INTRODUCAO

As doencas periodontais (DPs) inflamatorias induzidas por placa
dentobacteriana afetam os tecidos de suporte dos dentes e sdo desencadeadas por
microrganismos, denominados periodontopatégenos, em especial os gram-negativos
anaerobios e facultativos, como o Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans), que possui a capacidade de invadir os tecidos
periodontais e estabelecer uma infeccdo (SPITZNAGEL, et al.,, 1991; HAUBEK, et
al., 2008). Sabe-se que a evolugéo destas doencas depende da resposta imune do
hospedeiro, envolvendo inameros tipos celulares e seus mediadores quimicos
(KINANE; LAPPIN, 2001; KINANE; ATTSTROM, 2005). Entre as células
encontradas nos tecidos periodontais, os mastécitos tém sido observados tanto no
periodonto normal quanto inflamado, em diferentes quantidades e em vérios locais
(CARRANZA; CABRINI, 1955; SHAPIRO; ULMANSKY; SCHEUER, 1969;
ROBINSON; DE MARCO, 1972; ASARO et al., 1983; JEFFCOAT et al., 1985;
GUNHAN et al., 1991; WALSH et al., 1995; BATISTA; RODINI; LARA, 2005).

Atualmente, existem evidéncias de que o0s mastécitos participam de
inumeras funcdes nas DPs inflamatdrias, tais como, liberacdo de citocinas proé-
inflamatoérias e imunorreguladoras que ativam outras células do sistema imune;
contribuindo, desta forma, para o desenvolvimento e a amplificacdo da resposta de
defesa (STEINSVOLL; HELGELAND; SCHENCK, 2004). Estudos in vitro tém
revelado a capacidade destas células em eliminar bactérias, através de mecanismos
dependente ou independente da fagocitose (VON KOCKRITZ-BLICKWEDE, et al.,
2008).

Embora existam trabalhos demonstrando a capacidade fagocitica e
microbicida dos mastécitos frente a bactérias gram-negativas, ndo ha relatos na
literatura sobre a participacdo dos mastdcitos na eliminacdo de periodontopatégenos
via fagocitose. Uma vez que A. actinomycetemcomitans constitui uma das bactérias
amplamente relacionadas a DPs inflamatoérias, torna-se importante um maior
conhecimento das capacidades fagocitica e microbicida destas células em resposta
a A. actinomycetemcomitans, caracterizando aspectos da participagdo dos
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mastocitos na imunopatogénese das DPs inflamatorias induzidas por placa
dentobacteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Periodontal Inflamatéria

As doencas periodontais (DPs) inflamatérias sdo alteracbes cronicas dos
tecidos de protecdo e sustentacdo dos oOrgdos dentais, tendo sua etiologia
relacionada ao biofilme microbiano aderido a superficie dental (GENCO, 1992;
LOESCHE, 1993; KINANE; LAPPIN, 2001). Estas alteracbes inflamatorias
acometem tanto os tecidos de protecao (gengivite ou doenca gengival induzida por
placa dentobacteriana) quanto os de sustentacdo dos dentes (periodontites cronica e
agressiva), sendo caracterizadas, em suas fases mais avancadas, principalmente
por destruicdo do ligamento periodontal, perda da crista 6ssea alveolar, migracao
apical do epitélio juncional e formacédo de bolsa periodontal (LISTGARTEN, 1986;
WILLIAMS, 1990; GENCO, 1992).

Em termos epidemioldgicos, as diferentes modalidades de DPs atingem
praticamente a totalidade da populacdo, sendo as periodontites consideradas
enfermidades ésseas mais prevalentes em humanos, e importante causa de perda
dentaria. Atualmente, as DPs tém sido descritas como fatores modificadores da
saude sistémica dos pacientes (AAP 1996; PAGE, 1998; AAP 1999; EBERSOLE;
CAPPELLI, 2000; SUSIN et al. 2004), sendo, portanto, uma doenca de relevancia

para a saude publica.

O agente etiologico primario das DPs inflamatorias é a placa
dentobacteriana, composta principalmente por bactérias colonizadoras da superficie
dentaria, inicialmente gram-positivas, dispostas sob a forma de biofilmes
microbianos. A organizagdo destes biofilmes confere condi¢cdes favoraveis ao
desenvolvimento microbiano, uma vez que atuam como barreira, retendo
substancias produzidas pelas préprias bactérias e, ao mesmo tempo, protegendo-as
de fatores de defesa do organismo hospedeiro e de agentes antimicrobianos
externos (COESTERTON, 1987; HAFFAJEE, SOCRANSKY, 1994; LISTGARTEN,
1994). A partir do crescente acumulo de microrganismos na placa dentobacteriana

na margem gengival, alteracbes no microambiente do biofiime possibilitam a
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colonizacdo de bactérias gram-negativas. Assim, 0s componentes tipicos destas
espécies, como o0s lipopolissacarideos (LPS), interagem com receptores de
superficie dos queratindcitos do epitélio sulcular, atingindo o tecido conjuntivo fibroso
subjacente, onde entram em contato com fibroblastos, células endoteliais e
leucdcitos. Clinicamente, essa fase inicial reflete alteracdes inflamatorias restritas ao
periodonto de protecdo, caracterizadas como vermelhiddo e inchagco da margem
gengival, sangramento, quando provocado, bem como alteragbes no contorno
gengival, perda de adeséao tecidual e aumento do fluxo do fluido gengival, no intuito
de diluir e eliminar o agressor. Estabelece-se, entdo, o quadro de gengivite induzida
por placa dentobacteriana, que ndo envolve perda de insercdo periodontal e €&
reversivel perante a remocdo da referida placa (ATTSTRON 1971; HORTON;
OPPENHEIN; MERGENHAGEN, 1974; LEHNER, 1974; AAP, 1999).
Microscopicamente, as alteracOes teciduais observadas na gengivite induzida por
placa dentobacteriana incluem proliferacdo da camada basal do epitélio juncional,
levando a migracdo celular apical e lateral, dilatacdo dos vasos sanguineos
adjacentes ao epitélio juncional, destruicdo progressiva de fibras colagenas,
alteracfes citopatoldgicas nos fibroblastos residentes e infiltrado inflamatoério/imune
progressivo (PAGE; SCHROEDER, 1976).

A persisténcia dos biofilmes microbianos em intima proximidade aos tecidos
periodontais humanos, possibilitando continuo estimulo antigénico, torna a resposta
inflamatoria, inicialmente aguda, na qual predominam alteracdes vasculo-
exsudativas e degradacdo de coldgeno, em lesdo crdnica, com proliferacdo do
epitélio juncional abaixo da juncdo cemento-esmalte, formando-se uma bolsa
periodontal, além de continua destruicdo do colageno, ativacdo de fibroblastos e
fagdcitos, acumulo de células polimorfonucleares (PMNs) nos epitélios juncional e
da bolsa periodontal, denso infiltrado inflamatério mononuclear (MN),
predominantemente linfoplasmocitario, e perda de suporte dentario caracterizado
pela reabsorcdo Ossea alveolar. Dessa forma, a periodontite crbnica pode ser
definida como uma doencga tipicamente crbnica e continuamente progressiva, que
apresenta repentinos indicios de atividade (HORTON; OPPENHEIN;
MERGENHAGEN, 1974; PAGE; SCHROEDER, 1976; SOCRANSKY, 1984,
JEFFCOAT; REDDY, 1991). A constante modificagdo do microambiente local
possibilita o desenvolvimento de uma placa dentobacteriana subgengival,
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caracterizada por uma microbiota principalmente gram-negativa anaerébia e de
espiroguetas, que constituem as principais bactérias periodontopatogénicas, como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (antigamente referido como Actinobacillus
actinomycetemcomitans — NGRSKOV-LAURITSEN; KILIAN, 2006), Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum (DZINK et al., 1985;
DZINK; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1988; KOLENBRANDER; LONDON, 1993). O
desenvolvimento de uma microbiota periodontopatogénica e a continuidade do
acumulo de placa dentobacteriana resultam em uma grande quantidade de produtos
microbianos; esta intensa carga antigénica no sulco gengival, por sua vez, ocasiona

aumento marcante na dimensao da resposta do hospedeiro.

2.2 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

As DPs inflamatorias diferem de outras infeccbes por ndo serem causadas
por um Unico microrganismo, mas por um grupo de bactérias. Embora mais de 500
espécies bacterianas possam ser isoladas da cavidade bucal, apenas uma pequena
fracdo tem potencial para causar a destruicdo 0ssea periodontal (OOSHIMA et al.,
2003; TIETZE et al., 2006; SAKAI et al.,, 2007). Especificamente, as espécies
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans) possuem a capacidade de invadir os tecidos periodontais e
estabelecer uma infeccédo (SCHENKEIN, 2006).

A bactéria A. actinomycetemcomitans € considerada um dos principais
periodontopatdgenos, sendo fator etiolégico de determinados casos de periodontite
agressiva, e presente em um significativo nimero dos casos de periodontite crbnica.
A viruléncia de tal microrganismo € relacionada a sua marcante capacidade de
invaséo tecidual, producéo de diversas proteases e de uma potente leucotoxina,
especialmente por determinados clones extremamente virulentos, como JP2
(SPITZNAGEL, et al., 1991; HAUBEK, et al., 2008). Acredita-se que tais fatores de
viruléncia interfiram na resposta imune contra tal patdégeno, resultando em maior
dificuldade na obtencdo de sucesso no tratamento de pacientes infectados com A.
actinomycetemcomitans, assim como potencializam os efeitos sistémicos da
infecgcéo periodontal (SAITO, et al., 1993; FIVES-TAYLOR, et al., 1995; WILSON, et
al., 1995; FIVES-TAYLOR, et al., 1999).
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Embora as doencas periodontais inflamatorias resultem, primariamente, de
uma resposta imune a presenca de bactérias da placa dentobacteriana, a
suscetibilidade inata do paciente determina o resultado final do processo da doenca,
ou seja, a natureza da resposta inflamatéria é que determina a caracteristica
destrutiva da doenca (GENCO, 1992; BIRKEDAL-HANSEN, 1993; GEMMEL,

SEYMOUR; YAMAZAKI, 2002).

2.3 Resposta Imune na Doenga Periodontal Inflamator  ia

A evolucao das DPs inflamatérias € influenciada pela resposta inflamatoria e
imunolégica do hospedeiro e envolve a participacdo de diversos tipos celulares,
residentes e migrantes, os quais produzem uma vasta gama de mediadores, como
as quimiocinas, citocinas e enzimas, que atuam no microambiente local modulando
a resposta do hospedeiro em busca do controle da infeccdo (SEYMOUR et al., 1993;
GARLET et al., 2003; BATISTA; RODINI; LARA, 2005; OHLRICH, 2009).

Dentre as diferentes células, o0s queratindcitos gengivais humanos
participam da resposta imune inata contra os periodontopatdgenos, atuando como
primeira linha de defesa. Estudos revelam que estas células, quando estimuladas
com substancias derivadas de bactérias periodontopatogénicas, ligantes do receptor
Toll-like, liberam diversas citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, com importante
funcdo na imunidade inata e adaptativa (SANDROS, et al., 2000; TAKAHASHI, et al.,
2010).

A partir da demonstragcdo da presenca de plasmocitos produtores de
imunoglobulinas nos tecidos gengivais de pacientes com doenca periodontal
inflamatéria (BRANDTZAEG; KRAUS, 1965), obteve-se a primeira evidéncia direta
da participacdo de mecanismos imunes adaptativos na patogénese da doenca.
Desta forma, acredita-se que a resposta do hospedeiro para o desenvolvimento de
doencas periodontais é dependente de linfocitos. Tanto linfocitos T quanto B estdo
presentes em grande namero nos tecidos periodontais em condi¢Bes patologicas.
Desde entdo, varios estudos fortalecem a hipétese de que ha uma alteracdo na
populagdo linfocitaria presente na doenca periodontal inflamatoéria, ou seja, a
mudanca de gengivite para periodontite envolve uma substituicdo de uma leséo

predominantemente rica em células T para uma lesdo abundante em células
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B/plasmdcitos (SEYMOUR; POWELL; DAVIES, 1979; GEMMEL; YAMAZAKI;
SEYMOUR, 2002; OHLRICH; CULLINAN; SEYMOUR, 2009). Ainda, na transicao de
gengivite para periodontite, muitos autores relatam uma diminui¢do na propor¢cao de
células CD4+ com relacdo as células CD8+. Pode-se sugerir entdo que, na doenca
periodontal inflamatdria, ha um desequilibrio imunorregulatério local (TAUBMAN et
al., 1984; COLE; SEYMOUR; POWELL, 1987; STOUFI et al., 1987; OKADA et al.,
1988; ZADEH; NICHOLS; MIYASAKI, 1999; GEMMEL; YAMAZAKI; SEYMOUR,
2002).

A regulacdo da resposta imune nas DPs inflamatérias depende da producgéo
de citocinas pelas diferentes subpopulacdes de linfécitos T helper (Th), que atuam
atenuando ou potencializando a reacgdo inflamatéria nos tecidos periodontais e,
desta forma, determinando a atividade ou a laténcia das lesdes periodontais
(BERGLUNDH, et al.,, 2002; TENG, 2003; YAMAZAKI, et al., 2003; GEMMELL;
SEYMOUR, 2004). As respostas mediadas por linfocitos Th podem exibir um padréo
Thl, que consiste predominantemente de uma resposta imune celular e pré-
inflamatdria, com a presencga caracteristica de citocinas como fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interferon-y (IFN-y), ou um padrdo do tipo Th2, com
caracteristicas anti-inflamatérias, uma resposta imune predominantemente humoral
e com a presenca de citocinas como interleucina-10 (IL-10) (MOORE; O'GARRA, et
al.,1993). Tal polarizacdo € determinada por citocinas tipicas de cada padréo,

envolvendo a participacdo de quimiocinas e tipos celulares caracteristicos.

Nas ultimas duas décadas, as células Thl e Th2 constituiam os principais
fatores do desenvolvimento das DPs inflamatérias associadas a placa
dentobacteriana; porém nos ultimos anos um terceiro grupo de células foi
caracterizado, com a denominacdo de Thl7, as quais seletivamente produzem
interleucina (IL)-17. Esta citocina, por sua vez, induz a secrecédo de IL-6, IL-8 e
prostaglandina E2 (PGEZ2). Portanto, as células Thl7 desempenham um papel
fundamental na regulacdo da inflamacg&o. Acredita-se ainda que a IL-17 afete
também a atividade osteoclastica e, portanto, modula a reabsorcdo Ossea.
Recentemente, células Th1l7, bem como as células T reguladoras (Treg), tém sido
encontradas no tecido periodontal, levantando a possibilidade dessas células
participarem da imunorregulacéo da doenca periodontal (OHLRICH, 2009).
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Atualmente, h4 um crescente alerta para as interacfes potenciais entre
mastdcitos e outros componentes do sistema imune, contribuindo na modulagéo dos
eventos celulares e humorais dos mecanismos de defesa do hospedeiro contra
infecgbes bacterianas (WELLE, 1997; VILLA et al., 2001) e, assim, provavelmente
participando da patogénese de condi¢des inflamatérias como a doenga periodontal

inflamatoéria.

2.4 Mastocitos

Os mastdcitos sdo elementos-chave do sistema imune, cujo papel fisioldgico
tem gerado muitos debates cientificos. Todos os mastocitos sdo derivados de
progenitores da medula 6ssea (JAMUR, 2005) que podem, também, ser
encontrados na mucosa intestinal de camundongos. Mastocitos maduros
normalmente ndo sdo encontrados na circulacdo, devido aos seus precursores
migrarem, ainda imaturos, da medula éssea para os tecidos, onde sofrem
diferenciacdo in situ (EBERSOLE; CAPPELLI, 2000; SUSIN et al. 2004) e adotam
um fenétipo determinado pelo microambiente (TAYLOR; METCALFE, 2001).

Os mastécitos humanos variam em forma, tém nucleos arredondados e o
citoplasma contém granulos ligados a membrana e corpos lipidicos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008). O conteudo granular difere conforme o tipo de mastécito
e essa heterogeneidade é atribuida a diferencas de proteases, proteoglicanas,
citocinas e fatores de crescimento requeridos para sua diferenciacdo (RAO;

BROWN, 2008).

Em roedores, foram descritos dois subtipos de mastécitos, aqueles do tecido
conjuntivo (CTMC), encontrados na pele e na cavidade peritoneal, e 0s mastocitos
da mucosa (MMC) que residem principalmente na mucosa dos pulmdes e do trato
gastrointestinal. Os MMC possuem em seus granulos grande quantidade de sulfato
de condroitina, pouca histamina e carboxipeptidase, e respondem ao estimulo da
IgE, produzindo o leucotrieno C4 (ABBAS; LICHTMAN, 2008; RAO; BROWN, 2008).

Em humanos, existem dois subtipos analogos de mastdcitos que diferem no

contetdo de seus granulos: os mastécitos que contém triptase e quimase, e aqueles
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gue possuem somente triptase, que sao correlatos dos MMC dos roedores,
encontrando-se predominantemente em mucosas (RAO; BROWN, 2008).

Os mastécitos sao células residentes do tecido conjuntivo fibroso que
participam do sistema imune e s&o encontradas principalmente nos tecidos
subcutédneos e nas mucosas, proximas aos vasos sanguineos e nervos, sendo as

primeiras células a entrar em contato com patdgenos invasores.

Os mastdcitos apresentam diversos receptores em sua membrana, incluindo
aqueles relacionados ao reconhecimento de patégenos ou de seus constituintes,
assim como receptores para opsoninas séricas como o FceR, o FcyR e o CR3, os
quais podem facilitar a sua ativacdo a partir de patdgenos opsonizados com
imunoglobulinas (Ig)E, IgG ou moléculas do sistema complemento (ABRAHAM et
al., 1997). Além disso, mastdcitos expressam TLR1, 2, 3, 4, 6 e 9 (APPLEQUIST et
al., 2002; MARSHALL & JAWDAT, 2004). A interacdo dos mastocitos, através de
seus receptores, com o0 patégeno ou seus constituintes pode ocasionar a ativacao
destas células, seguida da liberacdo de seus granulos ricos em mediadores
guimicos pré-formados e/ou neoformados, tais como histamina, proteoglicanas,
proteases, fatores de crescimento e citocinas, dentre elas os IFNs, o TNF-a e as ILs
(METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997; QU et al., 1998; KODA et al., 2000;
STEINSVOLL; HELGELAND; SCHENCK, 2004; ABBAS, et al., 2008).

Estas células liberam uma ampla variedade de mediadores pro-inflamatérios
que sdo responsaveis pela fisiopatologia de muitas doencas alérgicas. Os
mastécitos sdo tdo amplamente reconhecidos como células efetoras em doencas
alérgicas e outras respostas imunoldgicas adquiridas associadas a IgE, que pode
ser dificil relaciona-los com outras respostas patoldgicas. No entanto, os mastdcitos
também podem ser importantes como iniciadores e efetores da imunidade inata.
Além disso, mastécitos ativados, durante a resposta imune inata por patégenos,
podem secretar produtos com o potencial de facilitar o desenvolvimento, ampliar a
magnitude ou regular a cinética da resposta imune adaptativa. Assim, os mastécitos
podem influenciar o desenvolvimento, a intensidade e a duracdo das respostas
imunes adaptativas que contribuem para a defesa do hospedeiro, em processos
alérgicos e de auto-imunidade (MALAVIYA et al., 1994, 1998 e 2001).




32 Revisao de Literatura

2.5 Mastdcitos na Doenca Periodontal Inflamatoria

Além dos linfcitos, os mastécitos também tém sido observados tanto no
periodonto normal quanto inflamado, em diferentes quantidades e em vérios locais
(CARRANZA; CABRINI, 1955; SHAPIRO; ULMANSKY; SCHEUER, 1969;
ROBINSON; DE MARCO, 1972; ASARO et al., 1983; JEFFCOAT et al., 1985;
GUNHAN et al., 1991; WALSH et al., 1995; BATISTA; RODINI; LARA, 2005). Ent&o,
uma possivel resposta do hospedeiro, que implica na destruicdo periodontal, pode
envolver a participacdo dos mastécitos (JEFFCOAT et al., 1985). Muitos estudos tém
proposto um papel importante dos fatores liberados, por estas células, na destruicdo
tecidual presente na doenca periodontal inflamatéria (GOLDHABER, 1965;
NISENGARD, 1977; NEIDERS et al.,, 1979; BATISTA; RODINI; LARA, 2005);
entretanto, a real contribuicdo desses fatores durante a progressao da doenca
periodontal inflamatoria permanece desconhecida (JEFFCOAT et al., 1985;
STEINSVOLL; HELGELAND; SCHENCK, 2004).

CARRANZA & CABRINI, em 1955, foram o0s pioneiros a pesquisar a
presenca de mastocitos em doenca periodontal inflamatoria humana, observando
um grande numero de mastécitos tanto em tecido gengival normal quanto em
gengivite crénica marginal. SANTOS, em 1961, estudou além da presenca de
mastocitos nas doengas periodontais inflamatérias humanas, suas caracteristicas
morfolégicas peculiares e sua localizagdo, observando um aumento proporcional de
mastocitos com o aumento da intensidade do infiltrado inflamatoério. Entretanto,
SHELTON & HALL, em 1968, encontraram em tecidos periodontais humanos uma
diminuicdo no nimero de mastdcitos na presenca de inflamacdo cronica; porém,
qguando a resolucdo do processo inflamatério era mantida, os niveis de mastocitos
aumentavam. BARNETT, em 1973 e em 1974, observou a presenca de mastocitos
no interior do revestimento epitelial de bolsas periodontais, apresentando
caracteristicas morfologicas sugestivas de sintese e liberagdo do contetdo de seus
granulos para o espaco extracelular. Este autor relatou ainda uma distribuicao difusa
de mastécitos por todo o tecido conjuntivo e uma intima relacdo destas células com
fibras colagenas e células endoteliais, em bidpsias humanas de doenca periodontal
inflamatoria. A partir dessas observagfes, o autor sugeriu a hipétese de que, em

lesBes gengivais inflamatoérias crénicas, o efeito primario dos mastécitos, presentes
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no interior do epitélio e no tecido conjuntivo, seria de proporcionar o aumento da

destruicdo tecidual, promovendo e/ou acentuando a atividade enzimatica.

GUNHAN et al., em 1991, observaram relacdo entre o aumento de
mastocitos e fibrose do tecido conjuntivo, em amostras gengivais humanas,
sugerindo que 0s constituintes presentes nos granulos citoplasmaticos destas
células tém o potencial de afetar componentes do tecido conjuntivo. Ainda, para
alguns autores, o numero de mastocitos parece ser inversamente proporcional ao
grau de inflamacéo tecidual, estando essas células presentes em maior quantidade
durante o processo de reparo, inclusive para os casos de doenca periodontal
inflamatéria (ZACHRISSON; SCHULZ-HAUDT, 1967; ATKINS et al., 1985;
GUNHAN, et al., 1991). Por outro lado, FRAME & NIXON, em 1968, e JEFFCOAT et
al., em 1985, observaram, em humanos e em animais respectivamente, uma

correlacdo positiva entre presenca de mastocitos e perda 6ssea.

BATISTA et al., em 2005, ap6s analise quantitativa de mastdcitos por imuno-
histoquimica, em casos de periodontite crénica localizada, de gengivite associada a
placa dentobacteriana e de tecidos gengivais clinicamente saudaveis, demonstraram
um aumento do numero de mastocitos na presenca de doenca periodontal
inflamatéria humana, o que sugere a participagdo destas células na patogenia da
doenca, provavelmente nos mecanismos de defesa e/ou fenGmenos destrutivos.
Porém, a real participacdo dos mastocitos nas doencas periodontais ainda nao foi
esclarecida, em especial quanto a sua participacdo como fagocito.

A abundancia particular de mastdcitos na pele, nas superficies das mucosas
e nas proximidades de vasos sanguineos e linfaticos levanta a possibilidade de que
0S mastdicitos possam ser uma das primeiras células inflamatdrias encontradas por
bactérias invasoras (MALAVIYA, et al., 1994, 1997 e 1998).
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2.6 Mastdcitos e Fagocitose

Atualmente, existem evidéncias de que os mastoécitos, além de outras
funcdes, possuem a capacidade de modular a resposta imune inata do hospedeiro,
através da sua capacidade de fagocitar bactérias gram-negativas, processa-las e
apresentar antigenos bacterianos para as células T, além de recrutar outros
fagocitos por meio da liberagdo de mediadores pré-inflamatérios (MALAVIYA,;
ABRAHAM, 2001).

MALAVIYA et al., em 1994, relataram que os mastdcitos reconhecem e se
ligam avidamente a bactérias do tipo Escherichia coli, tanto que essas bactérias
aderentes foram fagocitadas e mortas, por meio da acidificacdo do vacuolo
fagocitario e da liberacéo de superédxidos pelos mastécitos. Estes resultados indicam
gue os mastécitos possuem a capacidade de reconhecer e destruir as bactérias e,
portanto, desempenhar um papel potencialmente crucial na defesa do hospedeiro
contra infecgbes bacterianas. Considerando que a atividade bactericida dos
mastocitos envolve espécies reativas do oxigénio e a acidificagdo do vacuolo
fagocitario, estas células compartilham as a¢fes fagocitaria e microbicida com os

neutrofilos e macréfagos.

Muitos autores indicaram que bactérias vivas ou mortas e seus antigenos
ativam a desgranulacdo de mastoécitos, com a liberacdo simultdnea de mediadores
pré-formados e citocinas contidas nos granulos. Estudos em animais demonstraram
gue os mastdcitos peritoneais desgranulam e liberam histamina em resposta a
estimulacédo por Staphylococcus aureus e Escherichia coli in vitro (WIERZBICKI;
BRZEZINSKA-BLASZCZYK, 2009).

KOCKRITZ-BLICKWEDE et al., em 2008, foram os primeiros a fornecer
evidéncias cientificas de que os mastocitos podem eliminar bactérias através de
mecanismos independentes da fagocitose. O grupo mostrou que 0s mastocitos sdo
componentes essenciais na defesa do hospedeiro contra patdégenos, aprisionando-
as em estruturas extracelulares compostas de DNA, histonas, triptase e do peptideo
antimicrobiano LL-37. Tais componentes foram previamente observados em
neutréfilos (NETs - Neutrophil extracellular traps), sugerindo a denominag&o, nos
mastacitos, de MCETs (Mast Cells Extracellular Traps).
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Embora existam trabalhos demonstrando a capacidade fagocitica e
microbicida dos mastdcitos frente a bactérias gram-negativas, nada se tem sobre a
participacdo dos mastocitos na eliminacéo de periodontopatdgenos via fagocitose.

Uma vez que A. actinomycetemcomitans € uma das bactérias amplamente
relacionadas a doencga periodontal inflamatéria e que o seu componente LPS
participa da ativagcdo de células inflamatorias, torna-se importante um maior
conhecimento da relacdo mastdcito/A. actinomycetemcomitans, em especial as
capacidades fagocitica e microbicida, bem como imunomodulatéria, destas células
frente a esta bactéria, caracterizando aspectos da participacdo dos mastécitos na

resposta imune e na eliminacdo dos periodontopatdogenos nas DPs inflamatorias.
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3 PROPOSICAO

Considerando os aspectos abordados, no presente trabalho, pretendemos:

v Investigar in vitro a capacidade fagocitica de mastocitos murinos frente
ao desafio com o periodontopatégeno A. actinomycetemcomitans e

v Comparar com a capacidade fagocitica dos macréfagos peritoneais

murinos, considerados fagdcitos profissionais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

A cultura priméaria de mastécitos foi derivada da medula 6ssea femoral de
camundongos (Mus musculus) C57BL/6 (WT), machos jovens de 4 a 6 semanas.
Tais animais foram obtidos do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de
Bauru, Universidade de Sao Paulo (FOB-USP), e mantidos em microisoladores sob
temperatura e iluminagcdo controladas. A agua e a alimentacdo foram
disponibilizadas ad libitum. Os experimentos foram conduzidos de acordo com as
especificacdes do Comité de Etica no Ensino e Pesquisa em Animais da FOB-USP e
0os animais alojados no Biotério Central, de acordo com as normas e condi¢cdes
adotadas pela Instituicdo. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo referido Comité
(CEEPA-Proc. n® 028/2010).

4.2 Isolamento, diferenciagdo e expansao dos mastoc  itos

Para a obtencdo dos mastécitos derivados da medula 6ssea (bone marrow-
derived mast cells - BMMC) os animais foram sacrificados por meio de dose
excessiva de anestésico (0,1 mL de Cloridrato de Ketamina - Dopalen®) em
associacdo com relaxante muscular (0,1 mL de Cloridrato de Xilazina - Anasedan®);
em seguida, os fémures foram dissecados e acondicionados em microtubos
contendo meio de transporte RPMI 1640 simples (GIBCO®, Invitrogen™, ref. 22400-
089, Grand Island, New York, USA). Para manutencdo das condi¢cfes estéreis, o
experimento seguiu-se em cabine de fluxo laminar. A medula éssea foi removida dos
fémures por meio de lavagens da cavidade medular com meio RPMI completo
(RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 50 uM de B-mercaptoetanol
(Sigma, St Louis, MO, USA) e 36 pM de Bicarbonato de Sédio (Merck®, Rio de
Janeiro, BR), com auxilio de uma seringa de 10 mL. A medula éssea foi dissociada
por sucessivas aspiracbes com pipeta Pasteur. A suspensdo celular obtida da

medula 6ssea foi centrifugada duas vezes em RPMI completo, a 400 xg por 10
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minutos e, ao final, o pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de RPMI completo. As
células foram contadas e avaliadas quanto a sua viabilidade através de azul de
Trypan em camara de Neubauer. Em seguida, 0,5 x 10° células medulares por mL
de RPMI completo foram plaqueadas em garrafas de 25 cm? (TPP® - Techno Plastic
Products, Trasadingen, Switzerland). Para a diferenciagéo e expanséao celular, foram
adicionados 100 ng/mL de Fator de células tronco recombinante murino (MSCF —
Stem Cell Factor) e 20 ng/mL de Interleucina-3 recombinante murino (milL-3)
(Peprotech®, Rocky Hill, NJ), a cada 4 dias, por 3 semanas. As garrafas foram
mantidas a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO,,

4.3 Caracterizagdo morfologica e imunofenotipagemd e BMMC

Apods trés semanas, o0 sobrenadante (suspensdo celular) da cultura foi
coletado e centrifugado duas vezes, sendo a primeira lavagem realizada com RPMI
completo, e a segunda com PBS, ambas a 218 xg a 24°C por 5 minutos; ao final, o
pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de PBS. As células foram contadas através
da camara de Neubauer, utilizando-se azul de toluidina, sendo entdo ajustadas a
uma concentracdo de 2 x 10° células/mL. Ainda, as células coradas pelo azul de
toluidina, eram avaliadas quanto aos seus aspectos morfolégicos, revelando sua
viabilidade e diferenciagdo para mastoécitos, por meio da coloracdo positiva dos seus

granulos citoplasmaticos.

Para a imunofenotipagem, 1 mL de PBS foi adicionado a suspenséao celular
contendo 0s mastécitos murinos (ajustada previamente a concentracéo de 2 x 10°
células/mL), obtidos de uma Unica garrafa de cultura. Em seguida, a suspensao foi
centrifugada a 218 xg a 24°C por 5 minutos e ressuspendida em 2 mL de PBS
adicionado de 0,1 M de glicina (Bio-Rad®, Hercules, CA) por 10 minutos e, em
seguida, centrifugada novamente a 218 xg a 24°C por 5 minutos. Na sequéncia, o
precipitado celular foi ressuspenso em 2 mL de PBS contendo 2% de BSA (INLAB®,
Séo Paulo, BR) por 45 minutos, sob leve agitacdo para minimizar as ligacdes
inespecificas. Em seguida, a suspensao celular foi acondicionada em diferentes
tubos de poliestireno (500 pL por tubo) para incubacdo dos anticorpos monoclonais
(mAb) contra moléculas especificas de superficie de mastécitos murinos. Os
anticorpos sao: Anti-Mouse CD117 (receptor c-kit) conjugado ao Cy-Chrome (PE-
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Cy5), Anti-Mouse Fc epsilon Receptor | alpha (FceR1) (receptor de alta afinidade
para imunoglobulina E) conjugado a ficoeritrina (PE) gentiimente cedidos pelo Prof.
Dr. Fernando de Queiroz Cunha, do Departamento de Farmacologia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto FMRP-USP) e anti-AA4 (gangliosideos derivados do
GD1b, presentes apenas na membrana de mastdcitos) conjugado a fluoresceina
isoticianato (FITC) gentilmente cedido pela Profa. Dra. Maria Célia Jamur, do
Laboratério de Biologia Celular e Molecular de Mastécitos, do Departamento de
Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Perto FMRP-USP). Anticorpos controles (de mesmo isotipo), conjugados
aos mesmos fluorocromos, foram utilizados para que fossem descontadas as
fluorescéncias emitidas inespecificamente. Apdés o tempo de incubagdo de 30
minutos, a 4°C sob prote¢do da luz, as células foram lavadas com 2 mL de PBS
contendo 2% de SFB, centrifugadas a 218 xg, a 4°C, por 10 minutos e ressuspensas
em 300 pL de PBS contendo 2% de paraformaldeido (2%) para fixacdo das células.
As preparacdes celulares (10.000 células por tubo) foram adquiridas em citdbmetro
de fluxo FACSCalibur™ (Becton & Dickinson®, San Diego, CA, USA) e analisadas
através do programa Cell Quest, de acordo com parametros de tamanho (FSC),
granularidade (SSC) e intensidade de fluorescéncia dos anticorpos marcados com

os fluorocromos mencionados.

4.4 Cultura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Escherichia coli

Estudos prévios conduzidos por MALAVIYA et al., em 1994, reportaram que
diferentes cepas de bactérias entre elas Eschirichia coli (E. coli) ligaram-se
avidamente em mastoécitos de camundongos. Esta interacdo bactéria/mastocito
desencadeou a fagocitose e morte bacteriana por este tipo celular. Sendo assim,
para se assegurar inicialmente que as células BMMC, obtidas em nosso laboratorio,
eram capazes de fagocitar, foi realizado concomitantemente o ensaio de fagocitose
de E. coli pelos BMCC, o qual representou um experimento padrao.

As cepas de A. actinomycetemcomitans ATCC 29523 e de Escherichia coli
enteroinvasiva (EIEC) 0:124 foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr. Mario Julio
Avila-Campos, do Laboratério de Anaerdbios, do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP - Sdo Paulo, e manipuladas nas
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dependéncias do Centro Integrado de Pesquisas (CIP), da FOB — USP. As cepas de
A. actinomycetemcomitans foram inicialmente cultivadas em placas de cultura (Petri)
contendo meio TSA (Tryptic Soy Agar, DIFCOTM, Becton Dickson Company, San
Jose, EUA) acrescido de 0,6% de extrato de levedura (DIFCOTM, Becton Dickson
Company, San Jose, EUA). As placas foram mantidas em ambiente de microaerofilia
com aproximadamente 5 - 10% de CO2, em estufa a 37°C por 5 dias. Ja as cepas E.
coli foram inicialmente cultivadas em placas de cultura (Petri) contendo meio BHI
(Brain Heart Infusion Agar, Acumedia, Neogen Corporation, Michigan, EUA), as
guais foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. A morfologia de ambas as
bactérias foi confirmada por Método de Gram e por visualizacdo em estereoscopio
(Wild Heerbrugg, Switzerland, MS 23358). A concentracdo de bactérias utilizada
nos experimentos foi determinada com o auxilio da escala de MacFarland e
ajustadas em espectrofotometro (Ultraspec 1000, Pharmacia Biotech, Westerville,
EUA) com comprimento de onda de 660\. Para a cepa de A.
actinomycetemcomitans, a suspensao bacteriana foi padronizada na concentracéo

de 1x10° UFC/ml e para a cepa de E. coli na concentracdo de 1x10° UFC/m.
4.5 Ensaio de fagocitose:

BMMC versus A. actinomycetemcomitans e BMMC versus E. coli

Apés trés semanas para obtencao das células diferenciadas, o sobrenadante
(suspenséo celular) da cultura foi coletado e centrifugado duas vezes com meio
RPMI contendo 10% de SFB ausente de antibiotico, a 218 xg por 5 minutos a 24°C;
ao final, o pellet celular foi ressuspenso em 1mL de RPMI contendo SFB. As células
foram contadas através da camara de Neubauer, utilizando-se azul de toluidina, e a
suspensdo celular foi ajustada a concentracéo de 5 x 10° mastdcitos por mL (RPMI
contendo SFB). Neste momento, as células eram também avaliadas quanto aos
seus aspectos morfologicos, revelando sua viabilidade e diferenciacdo para

mastocitos.

Para a andlise da atividade fagocitica in vitro, as bactérias eram ou néo
previamente opsonizadas via complemento através de um pool de soro humano, por
20 minutos, sob leve agitacao (75 rpm) a 37<C (50 pL de pool de soro humano em
1mL da suspensdo de bactérias). Os mastdcitos murinos recém-diferenciados (5 x
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10° células/mL) foram acomodados em microtubos, ora com A.
actinomycetemcomitans ora com E. coli, opsonizados ou ndo, para o ensaio de
fagocitose. Tais desafios ocorreram sob diferentes propor¢des: 1 mastocito para 5
A. actinomycetemcomitans (1:5), 1:10 e 1:25; e 1 mastécito para 10 E. coli (1:10),
por 1 hora, a 37°C, sob leve agitacdo. ApOs este periodo, as suspensdes celulares
foram centrifugadas a 218 xg por 10 minutos a 24°C e o precipitado ressuspenso em
200 pL de meio RPMI 1640 simples. As suspensodes celulares foram transferidas
para placas de cultura de 24 pocos, contendo, no fundo de cada pogo, uma laminula
de vidro esférica com didametro de 13 mm, estéril e previamente tratadas com
Biobond® (Electron Microscopy Sciences), para a aderéncia das células. Apds
alguns minutos, os pocos foram lavados com PBS para remocdo de possiveis
bactérias extracelulares. As laminulas com as células aderidas foram devidamente
fixadas com paraformaldeido (PFA) a 2% em PBS por 20 minutos e lavadas
novamente com PBS. Em seguida, as mesmas foram coradas com laranja de
acridina (Merck®, Alemanha), a uma concentracdo de 0,05 mg/mL, por 15 minutos
sob protecdo da luz. Apds, os pogos foram lavados duas vezes com PBS gelado,
para remover 0 excesso de corante, e as laminulas foram retiradas cuidadosamente
do fundo dos pocos e montadas com resina Permount® (Fisher Scientific, New
Jersey, USA) sobre [aminas de vidro para microscopia. Sequencialmente, as laminas
foram avaliadas qualitativamente, utilizando-se microscopio de varredura confocal a
laser (Leica TCS-SPE®, Mannheim, Alemanha), diferenciando as bactérias
fagocitadas das bactérias somente ligadas a moléculas de superficie dos mastécitos.
A analise quantitativa foi realizada através do microscépio de fluorescéncia Axiostar
HBO plus 50/AC (Carl Zeiss, Alemanha), em objetiva de 100x, contando-se 0s
mastocitos com bactérias internalizadas ou nao, a partir de 20 campos aleatérios
capturados por meio do programa AxioVision Rel. 4.6 (Carl Zeiss, Alemanha). A
internalizacdo bacteriana foi avaliada considerando o numero de bactérias
internalizadas por célula (5 e >5). Os resultados foram obtidos a partir da média
dos trés experimentos independentes, considerando o total de células contadas por

laminula (20 campos) em cada experimento.
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Paralelamente aos ensaios fagociticos com mastécitos, foram realizados os
mesmos ensaios utilizando-se macréfagos peritoneais murinos, uma vez que estas
células sado classicamente consideradas fagocitos profissionais (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008), inclusive em relacdo as bactérias E. coli (PEISER, et al.,
2000; SEWNATH, et al., 2001; PINHEIRO DA SILVA, et al., 2007; QIANG, et al.,
2010;) e A. actinomycetemcomitans (GELANI, et al., 2009). Assim, a partir da
fagocitose macrofagica, foi possivel averiguar se as bactérias eram passiveis ou nédo
de ser fagocitadas, nas condi¢des utilizadas no nosso laboratério; obtendo-se entado
um experimento padrao adicional. Além disso, foi possivel comparar a capacidade
fagocitica apresentada por ambos 0s tipos celulares, mastécitos e macréfagos, estes
ultimos considerados fagdcitos profissionais.

4.6 Obtencéo e cultura dos macréfagos murinos

Para aquisicdo de macrofagos residentes da cavidade peritoneal, os animais
foram sacrificados por inalacdo de dioxido de carbono (CO;). Apdés a morte, o
abdome foi umedecido e a pele removida de modo que a musculatura abdominal
ficasse a mostra; essa foi pingada, erguida, e foram inoculados e retirados 8 mL de
RPMI simples (RPMI 1640), a fim de se recuperar as células peritoneais
(MURCIANO, et al., 2008).

Retirada a suspensao de células com RPMI simples da cavidade peritoneal,
essas foram centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi
ressuspendido em 1 mL de RPMI completo (meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 5% de SFB e 1% de solucdo estoque de penicilina-
estreptomicina). Baseado no critério morfoldgico de viabilidade celular, as células
foram contadas em camara de Neubauer, utilizando-se o método colorimétrico de
exclusdo azul de Trypan, obtendo-se um minimo de 95% de células vivas.
Novamente, as células foram contadas utilizando-se Vermelho Neutro para ajustar a

concentracdo desejada de macréfagos (5 x 10° células/ml).
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4.7 Ensaio de fagocitose

Macréfagos versus A. actinomycetemcomitans e macréfagos versus E. coli

Para o ensaio de fagocitose macrofagica, sequencialmente, 1 mL de
macréfagos murinos (5 x 10° células/ml) foram distribuidos em cada poco de uma
placa de 24 pocos, sendo que no fundo de cada poc¢o havia uma laminula circular
estéril de 13 mm . A placa foi incubada por 2 horas a 37C a uma atmosfera de 5%
de CO,. AplOs esse tempo, as células ndo aderidas foram retiradas, por meio de
lavagem com PBS morno e acrescentou-se 1 mL de meio de cultura (RPMI 1640
completo) em cada pocgo. A placa de cultura era mantida overnight, em estufa a 37°C
sob atmosfera umidificada com 5% de CO,.

Na sequéncia, retiraram-se os sobrenadantes dos pocos, e esses foram
lavados duas vezes com PBS morno e foi adicionado, em cada um deles, 1 mL de
meio RPMI simples contendo 5% de SFB, porém ausente de antibiético, e mais 1 mL
de bactérias A. actinomycetemcomitans ou E. coli, opsonizadas ou ndo. A
opsonizagdo e as proporgcdes célula:bactéria (s) foram realizadas como descrito
previamente (item 4.5). O desafio foi realizado em 1 hora, na estufa de 5% de CO; a
37C.

Apés o desafio, removeram-se os sobrenadantes dos pogos e estes foram
armazenados a -80T para futuras analises. Os pocos foram lavados duas vezes
com PBS, e as laminulas fixadas com PFA a 2%, por 20 minutos, e lavadas
novamente com PBS. Os passos que abordam a coloracdo até as andlises

gualitativa e quantitativa foram os mesmos descritos no item 4.5.
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4.8 Anéalise estatistica

Os resultados quantitativos foram expressos como média + desvio padréo
(SD) dos valores obtidos de cada variavel estudada. A analise estatistica foi
realizada por meio do teste Two-way ANOVA, seguido do teste de Tukey e teste t
student. Valores de P<0,05 foram considerados como indicativos de significancia
estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo morfologica e imunofenotipagemd e BMMC

Apés 21 dias de cultura, os mastécitos murinos recém-diferenciados foram
submetidos a caracterizacdo morfologica e imunofenotipica, através da coloracdo
com azul de toluidina e citometria de fluxo, respectivamente. As fotomicrografias
apresentadas nas Figuras 1A a 1D, ap0s coloracdo com azul de toluidina,
demonstram a presenca de inumeros mastocitos maduros (bem diferenciados)
providos de citoplasma repleto de granulos metacromaticos. Raras células estavam
ausentes de granulos corados, sugerindo tratar-se de mastécitos aparentemente
desgranulados devido a exocitose de seus granulos. Notaram-se ainda células de
tamanhos varidveis ora pequenas com nucleos rechagcados, ora grandes com

nacleos exuberantes localizados centralmente ou perifericamente a célula.

A fim de corroborar os dados j& observados pela coloragdo com azul de
toluidina e para uma andlise mais fidedigna, as células diferenciadas foram
marcadas com anticorpos monoclonais contra moléculas especificas de superficie
de mastécitos murinos e analisadas por citometria de fluxo. Das células com
tamanho e granularidade compativeis com mastocitos, 99% eram CD117*/FceRI*
(Figura 1E). Esta dupla marcagédo confirmou a obtencdo de uma cultura pura de
mastacitos diferenciados. Observou-se ainda uma frequente expressao (98%) de
AA4 (Figura 1F), confirmando mais uma vez a homogeneidade da cultura celular de

mastocitos.
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Figura 1 Caracterizacdo morfoldgica e imunofenotipa  gem dos mastécitos murinos.  Apoés trés
semanas de diferenciacao celular, os BMMC foram corados com azul de toluidina (A a D)
apresentando citoplasma ora repleto de granulos metacromaticos (*), ora ausentes (setas). (E) e (F)
Imunofenotipagem através de andlise por citometria de fluxo, demonstrando que a maioria das
células expressaram CD117 e FCeRI simultaneamente, e AA4; tais receptores sdo encontrados na
superficie de mastécitos, confirmando a homogeneidade da cultura celular.
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5.2 Capacidade fagocitica in vitro de BMMC versus A. actinomycetemcomitans.

Apés 1 hora de desafio com o periodontopatdgeno A.
actinomycetemcomitans, considerando as bactérias opsonizadas com complemento,
nas proporc¢des 1:5 e 1:10 (BMMC:bactéria), houve um maior percentual, porém sem
diferenca estatisticamente significativa, de BMMC com bactérias internalizadas (51 +
5,31% e 51 + 6,16%, respectivamente) comparados aos BMMC ausentes de bactéria
(49 £ 5,31% e 49 + 6,16%, respectivamente). Dos 51% (média) de BMMC que
apresentavam A. actinomycetemcomitans em seu interior em ambas as propor¢cdes
citadas acima, apenas 21 *+ 3,5% e 11 + 5,18% (respectivamente) deles possuiam
mais que cinco bactérias internalizadas. J& na propor¢cdo 1:25, os BMMC
apresentaram valores percentuais estatisticamente maiores de células com
presenca de A. actinomycetemcomitans no citoplasma (63 + 6,12%) em comparagao
as células ausentes de bactérias (37 + 6,12%) (P=0,011). Dentre as células com
presenca de bactérias, 44 + 5,43% possuiam mais que cinco bactérias no seu
interior (Grafico 1 e Apéndice 1).

Avaliando as bactérias ndo opsonizadas, foi observada uma maior
internalizacdo bacteriana (ou seja, do valor percentual de células com bactérias
internalizadas) dos mastocitos, nas propor¢bes 1:5 e 1:10, em comparacdo as
bactérias opsonizadas (P=0,02 e P=0,004, respectivamente) (Grafico 1).

Os altos indices de fagocitose sem opsonizagdo, nas diferentes propor¢des
(1:5-67 +3,68%, 1:10 — 80 = 3,26% e 1:25 — 74 + 4,1%), diferem estatisticamente
dos valores percentuais dos BMMC ausentes de bactérias, avaliando cada
proporcéo individualmente (P= < 0,001, para todas as proporc¢des) (Grafico 1).

Além disso, constatou-se também que o percentual de BMMC com mais de
cinco bactérias internalizadas nédo opsonizadas, na proporc¢ao 1:10 (48 + 2,86%), foi
maior quando comparado aos BMMC com mais de cinco bactérias internalizadas
opsonizadas (11 + 5,18%) (P= 0,0008) (Apéndice 1).

Estes resultados revelaram que a internalizagdo de @ A.
actinomycetemcomitans pelos mastocitos, apés 1 hora, apresentou-se maior na

auséncia de opsonizacdo, em comparacao as bactérias opsonizadas.
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Fagocitose de A. actinomycetemcomitans
por Mastocitos
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Gréfico 1 - Porcentagem de BMMC com A. actinomycetemcomitans internalizados ou ndo. Os
BMMC foram classificados da seguinte forma: ausentes de bactérias (colunas brancas), ou
apresentando até cinco (colunas cinzas) ou mais (colunas pretas) bactérias internalizadas, apos 1
hora de desafio in vitro com diferentes proporgées de célula por bactérias: 1:5, 1:10 e 1:25, a partir de
trés experimentos independentes. O grafico demonstra o desvio padrao do percentual de células que
nado fagocitaram, e de células que fagocitaram. Os dados foram analisados pelo teste de Tukey e
teste t student. Simbolos iguais representam diferencas estatisticas, °, * P< 0,05; B p< 0,01;%%, xx #
P< 0,001.
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5.3 Capacidade fagocitica in vitro de macrofagos peritoneais murinos  versus

A. actinomycetemcomitans.

Em todas as propor¢Bes macrofago:bactérias opsonizadas, os macréfagos
demonstraram valores percentuais maiores de internalizagdo de A.
actinomycetemcomitans (1:5 - 62 +4,78%, 1:10 - 58 £ 0% e 1:25 - 68 + 10,27%) que
aqueles referentes as células ausentes de bactérias, nas diferentes proporcdes
avaliadas separadamente (1.5 - P=0,008, 1:10 - P=0,001 e 1:25 - P=0,023),
sugerindo entdo a contribuicdo desta opsonina na internalizagcdo deste agente

agressor pelos macrofagos (Gréfico 2).

Na auséncia desta opsonina, verificaram-se, nas propor¢des 1:5 e 1:25,
percentuais semelhantes de células com bactérias internalizadas (43 £5,71% e 41 +
10,07%, respectivamente), em relacdo aos macrofagos ausentes de bactérias (57 +
5,71% e 59 + 10,07%, respectivamente). Porém, na proporgédo 1:10, houve maior
percentual de células ausentes de bactérias internalizadas (58 = 5,90%) do que de
células com bactérias internalizadas (42 + 5,90%) (P=0,048) (Grafico 2).

Além disso, observou-se uma diferenca estatisticamente significante
(P=0,007), na proporgédo 1:25, entre os macrofagos que apresentaram mais que
cinco bactérias, comparando-se presenca (35 + 9,84%) ou ndo (13 + 3,09%) de
opsonizacdo (Apéndice 2). Notou-se, ainda, que a porcentagem média de
macréfagos com mais de cinco bactérias internalizadas ndo atingiu mais que 35%,
em todas as variaveis analisadas. Sendo assim, dentre os macréfagos que
continham, em seu interior, A. actinomycetemcomitans, opsonizados ou nhao, a
maioria deles apresentava até cinco bactérias internalizadas, diferentemente dos

mastaocitos (Gréfico 2 e Apéndice 2).

Os dados revelaram ainda, de forma inversa aos mastdcitos, que a
capacidade fagocitica dos macréfagos frente a A. actinomycetemcomitans, por 1
hora, foi melhor na presenca de opsonizacdo com complemento, em relacdo a
fagocitose das bactérias ndo opsonizadas, nas proporc¢des 1:5 e 1:10 (P=0,02, para
ambas) (Grafico 2).
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Gréfico 2 - Porcentagem de Macréfagos peritoneais m  urinos com A. actinomycetemcomitans
internalizados ou ndo. Os macréfagos foram classificados da seguinte forma: ausentes de bactérias
(colunas brancas), ou apresentando até cinco (colunas cinzas) ou mais (colunas pretas) bactérias
internalizadas, apos 1 hora de desafio in vitro com diferentes proporgées de célula por bactérias: 1:5,
1:10 e 1:25, a partir de trés experimentos independentes. O grafico demonstra o desvio padrdo do
percentual de células que ndo fagocitaram, e de células que fagocitaram. Os dados foram analisados

pelo teste de Tukey e teste t student. Simbolos iguais representam diferengas estatisticas, #, a B, *
P< 0,05; ** P< 0,01; ***, P< 0,001.

5.4 Andlise comparativa da capacidade fagocitica in vitro de BMMC e de

macrofagos peritoneais murinos, frente a  A. actinomycetemcomitans.

Comparando-se a atividade fagocitica dos dois tipos celulares, em relacéo
as bactérias opsonizadas, observou-se, na proporcdo 1:5, um maior percentual de
macréfagos com até cinco bactérias internalizadas (49 + 5,71%), em comparagao
aos mastocitos (30 + 5,90%) (P=0,03). Interessantemente, o inverso foi observado

na analise quantitativa das células com mais que cinco bactérias internalizadas, na
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mesma propor¢ao, ou seja, 21 + 3,55% para mastocitos e 13 + 2,05% para

macrofagos (P=0,04) (Grafico 3A e Apéndices 1 e 2).

Na proporcao 1:10, a capacidade fagocitica foi semelhante comparando os
dois tipos celulares, embora os valores percentuais de macréfagos com A.
actinomycetemcomitans internalizadas tenham sido ligeiramente maiores (até cinco
bactérias - 46 * 2,35%; com mais de cinco - 12 + 2,35%) que aqueles dos mastécitos
(40 £ 3,68% e 11 + 5,18%, respectivamente).

De forma semelhante a proporcdo 1:5, os resultados, na proporcdo 1:25,
demonstraram valores percentuais maiores de macrofagos com até cinco bactérias
internalizadas (33 + 2,16%), em comparagdo aos mastocitos com até cinco bactérias
internalizadas (19 + 4,49%) (P=0,02) (Grafico 3A e Apéndices 1 e 2).

Interessantemente, para as bactérias ndo opsonizadas, percentuais mais
elevados de macrofagos ausentes de bactérias foram observados, nas trés
diferentes proporc¢des (1:5 - 57 +5,71%, 1:10 - 58 +5,90% e 1:25-59 + 10,07%),
em relacdo aos mastécitos ausentes de bactérias (33 + 3,68%, 20 + 3,26% e 26 +
4,11%, respectivamente) (P=0,007, P= 0,001 e P=0,01, respectivamente).

Além disso, em todas as proporc¢des utilizadas, o percentual de mastdcitos
com mais de cinco bactérias internalizadas (20 + 5,79%, 48 *+ 2,86% e 47 + 5,43%,
respectivamente) foi maior comparado aos macrofagos com mais de cinco bactérias
internalizadas (4 £ 2,16%, 8 + 3,09% e 13 £ 3,09%, respectivamente) (P=0,02,
P=0,0002, P=0,001, respectivamente) (Grafico 3B e Apéndices 1 e 2).

Estes dados indicam que, na auséncia de opsonizacdo, mais mastécitos
com A. actinomycetemcomitans internalizados foi observado do que macréfagos,
apos 1 hora, principalmente com mais que cinco bactérias; isto pode sugerir uma
maior capacidade fagocitica dos mastocitos em relacdo aos macrofagos, frente ao
periodontopatégeno ndo opsonizado.
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Gréfico 3 - Comparagdo da capacidade fagocitica con tra A. actinomycetemcomitans,
opsonizados ou ndo, entre os dois tipos celulares. Os mastécitos (colunas cinzas) e macrofagos
(colunas brancas) foram classificados da seguinte forma: ausentes de bactérias (A), ou apresentando
até cinco (B) ou mais que cinco bactérias internalizadas (C), apds 1 hora de desafio in vitro com
diferentes propor¢ges de célula por bactérias: 1.5, 1:10 e 1:25, a partir de trés experimentos
independentes. Os dados foram analisados pelo teste de Tukey e teste t student e simbolos iguais

representam diferencas estatisticas, # % %% pe g 05; I & B 01; *** p< 0,001,
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Comparando-se os valores percentuais de células com A.
actinomycetemcomitans internalizados, foi possivel observar ainda que, em uma das
proporgdes (1:10), os valores foram maiores para os mastécitos (sem opsonizacéo)
em relacdo aos macréfagos (com opsonizagdo) (P=0,0008), sugerindo que 0s
mastocitos com bactérias internalizadas, frente a A. actinomycetemcomitans néo
opsonizados, apresentaram-se mais numerosos do que 0s macréfagos na sua
melhor condigcdo, ou seja, frente a bactéria opsonizada com complemento
(Gréfico 4).

Maior internalizacédo de A. actinomycetemcomitans
apresentada pelas células
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Gréfico 4 - Maior internalizagdo de A. actinomycetemcomitans, apds desafio por 1 hora,
apresentada por cada tipo celular.  Neste gréfico, estdo representadas as médias mais elevadas
dos valores percentuais de mastécitos (circulos vermelhos) e de macrofagos (quadrados azuis) com
A. actinomycetemcomitans internalizados, apos 1 hora de desafio in vitro com diferentes propor¢ées
de célula por bactérias: 1:5, 1:10 e 1:25. Tais médias mais elevadas foram obtidas, no caso dos
mastécitos, na auséncia de opsonizacéo, e, no caso dos macréfagos, na presenca de opsonizagao.
Os dados foram analisados pelo teste de Tukey. * P< 0,05.
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5.5 Andlise comparativa da capacidade fagocitica in vitro de BMMC e de

macrofagos peritoneais murinos, frente a  E. coli.

Visto que estudos comprovaram a eficiéncia dos mastocitos como fagocitos
contra E. coli (MALAVIYA, et al.,, 1994, 1996), e para constatar que as células
BMMC, obtidas em nosso laboratério, eram capazes de fagocitar, foi realizado o
ensaio de fagocitose de BMMC versus E. coli, o qual representou um experimento
padrdo. Paralelamente, foram realizados 0s mesmos ensaios utilizando-se
macrofagos peritoneais murinos, para averiguar, a partir da fagocitose macrofagica,
se as bactérias eram passiveis ou ndo de ser fagocitadas, nas condi¢cfes utilizadas
no nosso laboratorio; obtendo-se entdo um experimento padrdo adicional. Além
disso, foi possivel comparar a capacidade fagocitica apresentada por ambos os tipos
celulares (item 5.4), mastocitos e macrofagos, estes ultimos considerados fagocitos

profissionais.

Os experimentos para avaliagdo da internalizacdo de E. coli foram realizados
nas mesmas condicbes que A. actinomycetemcomitans; porém vale ressaltar que
para o microrganismo E. coli, houve apenas uma Unica propor¢ao célula:bactéria, ou

seja, 1:10.

Comparando-se a atividade fagocitica dos dois tipos celulares desafiados
com E. coli, verificou-se, em relacdo as bactérias opsonizadas, que os macrofagos
apresentaram maior capacidade fagocitica (78% + 3,39) comparados aos BMMC
(50% =+ 2,05) (Apéndice 3). Assim, o percentual de células ausentes de bactérias
internalizadas foi estatisticamente maior entre os BMMC (50% + 2,05) comparados
aos macrofagos (22% = 3,39) (P=0,0005). Além disso, o percentual de macréfagos
com mais de cinco bactérias internalizadas (38 *+ 4,96%) foi estatisticamente maior
(P=0,04) em comparacao aos BMMC (19 + 7,76%) (Gréfico 5 e Apéndice 3).

Na auséncia de opsonizagao, o inverso foi observado, ou seja, um maior
percentual de mastécitos com mais de cinco bactérias internalizadas (29 + 3,26%)
em relacdo aos macrofagos (14 + 3,29%) foi verificado (P=0,008) (Grafico 5 e
Apéndice 3).
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Os percentuais de células com até cinco bactérias internalizadas néao
diferiram estatisticamente comparando-se macréfagos e BMMC, independente da
opsonizacgdo (Gréafico 5 e Apéndice 3).

Assim como nos ensaios fagociticos com A. actinomycetemcomitans, na
presenca de opsonizagdo, os mastocitos ausentes de E. coli, em seu interior, foram
mais numerosos, em comparacdo aqueles desafiados com bactérias néo
opsonizadas (P=0,005); enquanto que macréfagos ausentes de E. coli, apos 1 hora,
foi mais evidente na auséncia de opsonizacdo com complemento, em comparacgao

as bactérias opsonizadas (P=0,005), na proporgdo 1:10 (Gréfico 5 e Apéndice 3).

As fotomicrografias dos mastdcitos com os diferentes tipos de bactérias

internalizadas estdo demonstradas na Figura 2.

Fagocitose de E. coli
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Gréfico 5- Andlise fagocitica dos diferentes tipos celulares frente a E. coli. Apés desafio por 1
hora, macréfagos (coluna branca) e mastécitos (coluna cinza) foram classificados da seguinte forma:
ausentes de bactérias (A) até cinco bactérias fagocitadas (B) e mais que cinco bactérias fagocitadas
(C), apenas na proporcao de 1 célula para 10 bactérias (1:10). O resultado apresentado € a média
percentual de trés experimentos realizados independentes. Os dados foram analisados pelo teste de
Tukey e teste t student. Simbolos iguais representam diferencas estatisticas, * P< 0,05; °, B, ** p<

0,01; ***, P< 0,001.
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Figura 2- Fagocitose de mastécitos frente a  A. actinomycetemcomitans e E. coli. Apos ensaio
de fagocitose, as laminulas com as células aderidas foram lavadas, fixadas e coradas com laranja de
acridina. Notam-se, nas Figuras de 2A a 2D, mastécitos corados em verde, apresentando em seu
interior o A. actinomycetemcomitans ora em vermelho ora em verde. Nas Figuras 2E a 2H, observam-
se mastdcitos com E. coli , ora em verde ora em vermelha, internalizadas ou somente aderidas em
sua superficie (microscopia confocal de varredura a laser).
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6 DISCUSSAO

A fagocitose € geralmente definida como a internalizacdo de particulas com
diametro de pelo menos 0,5 um, tais como bactérias, parasitas, imunocomplexos
grandes, células apoptéticas e debris celulares. JA a ingestdo de pequenas
particulas, como imunocomplexos pequenos ou outras macromoléculas, ocorre
através de um mecanismo chamado endocitose (GREENBERG; SILVERSTEIN,
1993, HAZENBOS; BROWN, 2006). Fagocitose e endocitose sdo distintas, ja que a
fagocitose requer a polimerizacdo da actina para promover a motilidade da
membrana e a formacdo de pseuddpodes; o0 mesmo ndo ocorre na endocitose
(SILVERSTEIN, et al., 1977; BOOTH, et al., 2002; HAZENBOS; BROWN, 2006).

Segundo HAZENBOS & BROWN, em 2006, neutrofilos, macrofagos, células
dendriticas e mastécitos sdo considerados fagocitos profissionais por
apresentarem, na membrana, receptores especificos para o componente C3b do
complemento e para a por¢do Fc das imunoglobulinas, os quais capacitam estas
células a reconhecer facilmente particulas com C3b e/ou imunoglobulinas aderidos
na superficie. Apés o acoplamento destes aos receptores especificos de membrana,
inicia a fase de ingestdo. Este fenbmeno, opsonizagdo, praticamente elimina a fase
do reconhecimento, abreviando a fagocitose, otimizando e facilitando-a
(CONSOLARO, 2009). Os fatores que promovem este fendbmeno séo reconhecidos
como opsoninas, tipicamente o C3b, as imunoglobulinas e as lectinas (BROWN,
1991; BROWN; GORDON, 2001, BROWN, 2005; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008). Porém, o reconhecimento dos patdgenos para o processo fagocitico também
esta relacionado com receptores de reconhecimento padrdo (RRPSs), incluindo
lectinas tipo C, receptores de varredura (scavenger) e receptores tipo Toll (TLR),
presentes na superficie, em vesiculas endossdmicas e no citoplasma de varios tipos
celulares. Os RRPs estdo prontos para reconhecer microrganismos que expressam
padrbes moleculares particulares, como manose, participando entdo da resposta
imune inata (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Os fagécitos da imunidade inata, principalmente neutréfilos, mondcitos e

seus descendentes, macréfagos, sdo células que de forma direta protegem os
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tecidos contra o ataque de bactérias (DENNISON; VAN DYKE, 1997), como por
exemplo, na doenca periodontal, na qual indmeros periodontopatdgenos,
principalmente 0s gram-negativos anaerébios e facultativos como A.
actinomycetemcomitans, possuem a capacidade de invadir os tecidos periodontais e
estabelecer uma infecgéo (SPITZNAGEL, et al., 1991; HAUBEK, et al., 2008). Tais
patdbgenos sdo reconhecidos e eliminados através de uma variedade de
mecanismos, sendo predominante a opsonizacdo, a qual é mediada por proteinas
do complemento na fase aguda e por anticorpos, apos o desenvolvimento da
imunidade adquirida (ATTSTROM, 1975; CUTLER, ARNOLD; SCHENKEIN, 1993;
DENNISON; VAN DYKE, 1997; OHLRICH, 2009). Se o numero ou a funcdo das
células fagociticas estiver comprometido, ou se ocorrer a interacdo ineficiente entre
receptores de superficie do fagocito e o patdgeno, a progressdo da doenca
periodontal e a sua gravidade s&o significativamente aumentadas. Assim, a doenca
periodontal pode estar diretamente relacionada a uma resposta fagocitaria alterada
(BUTCHER, S.; CHAHEL,; LORD, 2000; WENISCH et al., 2000; BUTCHER, S.K. et
al., 2001;).

Esta cada vez maior o conhecimento do papel dos fagécitos na patogénese
da doenca periodontal, especialmente com a descoberta e a utilizagdo de novas
técnicas moleculares. Além de alteracdes celulares quanto a fungcéo fagocitaria, a
suscetibilidade & doenca periodontal pode estar associada a mecanismos de escape
da fagocitose desenvolvidos pelas bactérias, tanto herdados geneticamente quanto
ambientalmente adquiridos (DENNISON; VAN DYKE, 1997; KINANE; LAPPIN D,
2001).

Estudos recentes com modelo animal tém demonstrado a fundamental
participacdo dos  macréfagos, atuando como @ fagécitos contra @ A.
actinomycetemcomitans, mesmo na auséncia de TLR2 ou TLR4, ou sob condi¢des
desfavoraveis in vitro como infecg&o viral prévia (GELANI, et al., 2009, LIN; LI, 2009;
LIMA, et al., 2010). Esses trabalhos vém realcar a importancia do mecanismo de
fagocitose na eliminacdo de periodontopatdgenos, pois quando este se apresenta

alterado, por fatores intrinsecos ou extrinsecos, a doenca periodontal evolui.

Varios estudos tém revelado um aumento na densidade de mastocitos

(célula por mm?) em tecidos periodontais inflamados, quando comparados a tecidos
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periodontais clinicamente saudaveis, sugerindo a participacdo destas células na
patogenia da doenca, provavelmente nos mecanismos de defesa e/ou fendbmenos
destrutivos (ZACHRISSON, 1969; KENNETT, et al., 1993; BATISTA; RODINI; LARA,
2005; ARZI et al., 2010). No entanto, a real participacdo dos mastocitos nas doencas
periodontais ainda nao foi esclarecida, principalmente quanto a sua atuagado como

fagécito.

A preferencial localizag&o tecidual dos mastdcitos, logo abaixo e dentro do
revestimento epitelial das mucosas, favorece o contato imediato desta célula com
patdégenos invasores (STEINSVOLL; HELGELAND; SCHENCK, 2004; JAMUR,
2005). Os mastdcitos sdo células de longa duracdo e possuem a capacidade de
responder varias vezes ao mesmo estimulo. Por essas razdes, 0s mastocitos estdo
muito bem preparados para um papel primario na defesa do hospedeiro contra
ataques microbianos (FEGER, et., 2002), sendo considerada uma célula
fundamental tanto na imunidade inata quanto adquirida (STEINSVOLL,;
HELGELAND; SCHENCK, 2004). Estudos in vitro tém revelado que mastdcitos de
diferentes espécies sao capazes de fagocitar, processar e apresentar antigenos téao
eficientemente quanto os macréfagos (ECHTENACHER, et al., 1996; MALAVIYA, et
al.,, 1996; ABRAHAM; AROCK, 1998; ABRAHAM; MALAVIYA, 2000; HENZ et al.,
2001). Sabendo que A. actinomycetemcomitans € uma das bactérias amplamente
relacionadas a doenca periodontal inflamatéria e que o seu componente LPS
participa da ativagdo de células inflamatoérias, e que ndo foram encontradas, na
literatura, abordagens sobre mastécito atuando como fagocito na doenca
periodontal, fomos instigados a avaliar a atividade fagocitica dos mastdcitos frente
ao periodontopatdogeno A. actinomycetemcomitans, além de comparar sua

capacidade fagocitica com a dos macrofagos, considerados fagdcitos profissionais.

Desta forma, foram realizados ensaios fagociticos in vitro, e posterior
coloracdo com laranja de acridina, de mastocitos murinos oriundos da medula éssea
e de macréfagos peritoneais murinos. O corante fluorescente laranja de acridina liga-
se aos acidos nucléicos (McDOUGALD et al., 1998); quando na dupla fita de DNA,
o fluorocromo fluoresce na cor verde; quando se liga a fita Unica de RNA, fluoresce
na cor laranja (COLWELL, 2000; RIGLER, 2010). Varios autores tém utilizado com

sucesso este corante, muitas vezes como marcador microbicida, demonstrando que
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o DNA de microrganismos vivos cora em verde e, de mortos, em laranja (WENISCH
et al., 2000; EICK et al., 2000; GASPAROTO et al., 2011).

A andlise qualitativa minuciosa de nossas laminas microscopicas, através da
microscopia confocal a laser, possibilitou a obtencdo de imagens de alta resolucao
através de secgles Opticas finas, posteriormente agrupadas, com a reconstrucéo
tridimensional; o que permitiu, desta forma, identificar se as bactérias estavam
realmente internalizadas ou ndo (aderidas na superficie celular). De fato, apos
desafio in vitro por 1 hora, foi possivel observar a real internalizacdo das bactérias A.
actinomycetemcomitans e E. coli nos diferentes tipos celulares do presente trabalho,

permitindo a confiabilidade do ensaio fagocitico e posterior analise quantitativa.

Baseando-se nesta metodologia, nossos resultados confirmaram a real
participacdo dos mastocitos como fagocitos do periodontopatdogeno A.
actinomycetemcomitans. Altos valores percentuais destas células com A.
actinomycetemcomitans internalizados foram obtidos, principalmente na auséncia de
opsonizagdo com complemento. Isto pode sugerir que A. actinomycetemcomitans
opsonizados ndo foram fagocitados, pelos mastécitos, com a mesma eficiéncia que
A. actinomycetemcomitans ndo opsonizados ou, contrariamente, que as bactérias
opsonizadas foram mortas pelas células. Independente, estes resultados indicam
que o reconhecimento desta bactéria, pelos mastécitos, independente do receptor
de complemento tipo 3 (CR3) também ocorre e parece ter implicacdes diferentes.
Resultados semelhantes foram observados, por nés, ap6s desafio dos mastécitos
com E. coli, comparando-se presenca ou ndo de opsonizacao.

Atualmente, sabe-se que a membrana de mastdcitos contém varios
receptores/moléculas, incluindo aquelas que promovem o reconhecimento e a
ligacdo bacteriana. Os mastécitos apresentam dois mecanismos bésicos de
reconhecimento microbiano: opsoninas-dependente (via receptores para opsoninas
séricas como o0 FceR, o FcyR e o CR3, os quais podem facilitar a ativacdo de
mastocitos por bactérias opsonizadas com anticorpos IgE, IgG ou moléculas do
sistema complemento) (ABRAHAM; MALAVIYA, 1997), e opsoninas-independente
(via integrinas, moléculas CD48 e receptores Toll-like) (MALAVIYA et al., 1999;
MARSHALL & JAWDAT, 2004). Nossos resultados sugerem a participagcdo de

ambos 0s receptores no reconhecimento e ingestdo de A. actinomycetemcomitans
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pelos mastécitos, e corroboram Malaviya et al., 1999, que demonstraram o
reconhecimento de E. Coli (bactéria também gram-negativa), por mastécitos,
independente do receptor de complemento (CR3), e sim através da proteina CD48
(ancorada a glycosylphosphatidylinosiltol-GPl), localizada na membrana celular,
facilitando a fagocitose e morte da bactéria.

Vale ressaltar que o0s mastécitos expressam TLR1, 2, 3, 4, 6 e 9
(APPLEQUIST; WALLIN; LIJUNGGREN, 2002; MARSHALL; JAWDAT, 2004) que
interagem com diversos produtos bacterianos, como LPS, mediado por receptores
TLR4, e peptidoglicanas (PGN) através de TLR2 (STASSEN et al., 2001;
SUPAJATURA et al.,, 2001), podendo a via TLR representar outra via de
reconhecimento e internalizacdo do periodontopatdogeno estudado por néds. Porém,
novos estudos sdo necessarios para desvendar quais receptores membranosos
dessas células estdo envolvidos mais frequentemente e eficientemente no

reconhecimento e ingestao de A. actinomycetemcomitans.

Em nosso estudo, altos valores percentuais de mastécitos, apresentando
mais que cinco bactérias A. actinomycetemcomitans internalizadas, foram
detectados, em especial na auséncia de opsonizacao e na proporcdo 1:10. A partir
da metodologia utilizada neste estudo, néo foi possivel verificar a viabilidade das
bactérias internalizadas. Caso estejam viaveis, é possivel que os mastécitos
promovam um reflgio intracelular para as bactérias A. actinomycetemcomitans,
como abordado previamente por Féger et al., 2002, em sua revisdo sobre o papel
dos mastocitos nos mecanismos de defesa contra bactérias.

Diferentemente dos mastocitos, e de acordo com nossos achados, os
macrofagos com bactérias internalizadas apresentaram-se menos frequentes
guando as bactérias ndo estavam opsonizadas, sugerindo que o complemento
possibilita uma melhor eficacia desta célula na fagocitose tanto de A.
actinomycetemcomitans como de E. coli. Além disso, quando comparamos 0S
valores percentuais de mastécitos com bactérias internalizadas sem complemento
com macrofagos com A. actinomycetemcomitans internalizados com complemento,
foi possivel detectar, em uma das propor¢des (1:10), que os valores percentuais
foram estatisticamente maiores para os mastécitos (sem opsonizacdo) em relagcéo

aos macréfagos (com opsonizagdo), sugerindo, em um primeiro momento de
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reflexdo, que os mastécitos, frente a A. actinomycetemcomitans nao opsonizados,
realizam fagocitose mais eficientemente que os macréfagos na sua melhor condicéo,
ou seja, frente a bactéria opsonizada com complemento. Neste contexto, podemos
refletir quanto a atuagdo dos mastécitos como fagoécitos profissionais de A.
actinomycetemcomitans na doenca periodontal induzida por placa dentobacteriana,
apresentando uma importante funcdo, juntamente com outras células, na imunidade
contra agentes infecciosos, como observado em outros modelos experimentais
(ECHTENACHER et al., 1996; MALAVIYA et al., 1996). Esta importante fungéo viria
somar-se a outras, como a producdo e a liberacdo de mediadores quimicos,
citocinas e quimiocinas (FEGER et al.,2002). Porém, outras evidéncias cientificas
demonstraram que bactérias internalizadas através da via opsonina-independente,
expressam adesinas que subvertem os mecanismos fagociticos dos mastécitos,
promovendo assim a sobrevivéncia do microrganismo no interior deles. Nestas
condi¢cBes, 0s mastocitos passariam a servir como reservatorios de bactérias viaveis,
resultando em efeitos deletérios ao hospedeiro (FEGER et al., 2002). E importante
realcar que mastdécitos interagindo com bactérias gram-negativas, em meio contendo
componentes séricos, foram capazes, além de fagocitar, matar tais bactérias, por
meio de mecanismos oxidativos e ndo oxidativos (MALAVIYA et al., 1994). De fato,
nossos resultados revelaram valores percentuais menores de mastécitos
apresentando bactérias opsonizadas em seu interior em comparacdo aos mastocitos
com bactérias ndo opsonizadas, o que pode refletir gue houve fagocitose com morte

bacteriana no ambiente rico em opsoninas (complemento).

Em resumo, apesar de mastdcitos serem capazes de fagocitar e matar
varias bactérias na presenca de opsoninas, algumas bactérias podem alterar essa
capacidade em seu beneficio, quando em microambientes pobres de opsoninas
(FEGER et al., 2002). Experimentos in vivo demonstraram que camundongos
deficientes de C3 exibem atraso na eliminagdo de bactérias, além de reducéo da
desgranulagdo de mastécitos peritoneais, da producdo de TNF-a e do recrutamento
de neutréfilos, sugerindo que produtos derivados do sistema complemento séo
essenciais para a ativacao e a capacidade microbicida de mastécitos apos desafio
bacteriano (PRODEUS et al.,1997).
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Quando os mastécitos interagem com bactérias opsonizadas, além de
realizarem suas fung¢fes fagocitica e microbicida, executam efetivamente sua funcdo
primordial, a liberacdo de mediadores pré-formados e/ou neo-sintetizados,
conduzindo desta forma a chegada de mais células inflamatérias no local e
agudizacao do processo inflamatorio (SHER et al., 1979 e MALAVIYA et al., 1999).
Por outro lado, varios patdgenos bacterianos expressam toxinas, que ora inibem a
liberacdo de mediadores quimicos ora conduzem a liberacdo exacerbada deles
pelos mastdcitos, causando sérios efeitos citotoxicos aos tecidos (FEGER et al.,
2002; STEINSVOLL; HELGELAND; SCHENCK, 2004). Desta forma, extrapolando
nossos resultados in vitro para a doenca periodontal em humanos, podemos
predizer que a resposta fagocitica dos mastocitos, na referida doencga, pode ser
ambigua, ora protege o individuo contra periodontopatégenos através da fagocitose
e morte bacteriana, ora leva a maior destruicdo e progressao da doenca pela
liberacdo exacerbada de seus mediadores, e ou por permitir um reflgio bacteriano

em seu interior.

Apesar de neste trabalho néo ter sido avaliada a producéo de mediadores
pré-inflamatérios pelos mastoécitos, o sobrenadante dos ensaios fagociticos com
ambos os tipos celulares, foi armazenado a -80°C e pretendemos utiliza-los para
futuras analises, investigando a participacdo dos mastécitos ativados por A.
actinomycetemcomitans, opsonizados ou nao, como fontes de importantes

mediadores quimicos e de citocinas imunoreguladoras.

Um estudo recente realizado por KOCKRITZ-BLICKWEDE et al., em 2008,
demonstraram ainda que o0s mastécitos possuem a capacidade de eliminar
bactérias, por meio de mecanismos independentes da fagocitose, aprisionando tais
microrganismos em estruturas extracelulares contendo DNA, histonas, triptase e
peptideo antimicrobiano LL-37. Tais estruturas sao denominadas de MCETs (Mast
Cells Extracellular Traps). Com o rompimento dos MCETs, ocorre reducao
significativa do efeito antimicrobiano dos mastécitos, sugerindo que “traps”
extracelulares intactos sao essenciais para a inibicdo efetiva do crescimento
bacteriano. A formacdo de MCETs, além de promover o sequestro dos
microrganismos, também minimiza os danos aos tecidos adjacentes, ndo permitindo
gue substancias nocivas sejam dispersas nos tecidos nao infectados. O estudo
destes mecanismos de morte bacteriana, pelos mastocitos, focando o A.
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actinomycetemcomitans, vem colaborar com o maior conhecimento da interagéo
deste periodontopatégeno com os mastdcitos, na doencga periodontal, constituindo

assim mais um objetivo de nossas analises futuras nesta linha de pesquisa.

Embora exista um vasto conhecimento cientifico a respeito da patogénese
das doencas periodontais, estudos ainda precisam ser realizados para um melhor
conhecimento sobre os eventos bioldgicos envolvidos nesta patologia. Contudo, esta
presente investigacao possibilitou, pela primeira vez, a verificacdo da capacidade
fagocitica do A. actinomycetemcomitans pelos mastocitos, comprovando sua
atuacdo como fagdcito profissional tanto quanto € o macréfago. Em seguida,
pretendemos averiguar a capacidade microbicida dos mastdcitos frente ao A.
actinomycetemcomitans, opsonizados ou nao, contribuindo desta forma para o
melhor entendimento da real importancia da fagocitose bacteriana pelos mastécitos
nas doencas periodontais inflamatérias e auxiliando no direcionamento de novas
estratégias de prevencédo, assim como no desenvolvimento de novos procedimentos

terapéuticos.
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7 CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e no que foi exposto e discutido

nos capitulos anteriores, pdde-se concluir que:

v' Os mastdcitos murinos mostraram-se eficientes quanto a sua
capacidade fagocitica frente ao periodontopatégeno A.
actinomycetemcomitans, sugerindo o seu papel como fagécitos
profissionais na patogénese da doenca periodontal induzida por

placa dentobacteriana.

v Os valores percentuais de mastocitos com A.
actinomycetemcomitans  internalizados, na auséncia de
opsonizagdo com complemento, foram maiores que aqueles na
presenca da opsonizacao, sugerindo a participacdo de receptores
opsoninas-independentes no reconhecimento deste patdégeno
pelos mastécitos, além do receptor de complemento tipo 3 (CR3).

v Comparando os dois tipos celulares, mastocitos e macréfagos,
verificou-se que ambas as células apresentaram importante
atividade fagocitica contra A. actinomycetemcomitans, porém o0s
valores percentuais de mastocitos com bactérias internalizadas
sem complemento foram maiores que aqueles de macrofagos com
A. actinomycetemcomitans internalizados com complemento, em

uma das proporc¢des (1:10).
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APENDICE 1 — Avaliacdo percentual da fagocitose de A. actinomycetemcomitans por parte
dos BMMC, apds desafio, por 1 hora, com diferentes propor¢bes de célula por A.
actinomycetemcomitans ora opsonizados ou ndo. Os valores percentuais apresentados
representam a média de trés experimentos independentes, seguidos do desvio padrao entre
parénteses.

Mastocitos
Proporcdes — —
Mastocito : A.a. Ausentesde <5 bactérias > 5 bactérias Total (%)
bactérias (%) fagocitadas (%) fagocitadas (%)
Com
complemento
1:5 49 (£5,31) * 30 (£ 5,90) 21 (£ 3,55) 100
1:10 49 (x6,16) * 40 (+ 3,68) 11 (£ 5,18) *** 100
1:25 37 (+6,12) 19 (+ 4,49) 44 (+5,43) 100
Sem
complemento
1:5 33(+3,68) * 47 (x 8,04) 20 (£5,79) 100
1:10 20 (£3,26) ** 32 (x5,18) 48 (* 2,86) *** 100
1:25 26 (+4,10) 27 (x 7,40) 47 (£5,43) 100

A.a.= Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Simbolos iguais diferem estatisticamente * P< 0,05;** P< 0,01; *** P< 0,001
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APENDICE 2 - Avaliacdo percentual da fagocitose de A. actinomycetemcomitans por
macréfagos peritoneais murinos, apds desafio, por 1 hora, com diferentes propor¢cdes de
célula por A. actinomycetemcomitans ora opsonizados ou ndo. Os valores percentuais
apresentados representam a média de trés experimentos independentes, seguidos do
desvio padrdo entre parénteses.

Macréfagos
Proporcgoes — —
Macréfago : A.a. Ausentesde =5 bacterias > 5 bactérias Total (%)
bactérias (%) fagocitadas (%) fagocitadas (%)
Com
complemento
1:5 38 (+4,78)* 49 (+5,71) 13 (+ 2,05) # 100
1:10 42 (£ 0) ** 46 (+2,35) ° 12 (+ 2,35) 100
1:25 32 (+10,27) * 33 (+2,16) 35(+9,84) P 100
Sem
complemento
1:5 57 (+5,71)* 39 (+4,32) 4 (+2,16) 100
1:10 58 (£5,90) ** 34 (+5,31)° 8 (x3,09) 100
1:25 59 (+ 10,07) * 28 (+7,36) 13 (+3,09) P 100

A.a.= Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Simbolos iguais diferem estatisticamente *, *, ¢, ® p< 0,05; **, * p< 0,01
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APENDICE 3 — Avaliacdo percentual da fagocitose de E. coli pelos diferentes tipos
celulares, apos desafio, por 1 hora, na proporcdo de 1 célula para 10 E. coli ora
opsonizados ou ndo. Os valores percentuais apresentados representam a média de
trés experimentos independentes, seguidos do desvio padrédo entre parénteses.

Células
Célulax E.c.  Ausentes de < 5 bactérias > 5 bactérias Total (%)
bactérias (%) fagocitadas (%) fagocitadas (%)
Com
complemento
Mc x E.c. 50 (+2,05)* 31 (+5,71) 19 (+ 7,76) 100
mO x E.c. 22 (£3,39)** 40 (+1,69) " 38 (+4,96) ™ 100
Sem
complemento
Mc x E.c 34 (3,85 * 37 (x7,03) 29 (+ 3,26) 100

mO x E.c 38 (£2,49)** 48 (+1,24) " 14 (+ 3,29) 100

E.c = Escherichia coli; Mc= Mastdcitos; mO= Macrdéfagos.
Simbolos iguais diferem estatisticamente *, #, **, # p< 0,01;
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Senhora Professora,

O projeto de pesquisa encaminhado a esta Comissio de Etica no Ensino e Pesguiisa em Animais,
denominado Avaliacio da capacidade fagocitica de mastécitos frente™ ao periecdontopatdgeno
Aggregatibacter M‘linomycetemcomhans de autoria de Heliton Gustavo de Lima foi enviado ao relator
para avaliacio.

Q parecer do Relator aprovando o projeto foi aceito em reunido desta Comissdo realizada no dia 14 de’
setembro de 2010, considerando nao haver impedimentos éticos.

Solicitamos que ao final da pesquisa seja enviado, para avaliagio desta Comiss3o, um Relatdrio com os
resultados obtidos para andlise £tica e emissBo de parecer final, o qual poders ser utilizado para fins de
publicacdo cientifica. ;

Atenciosamenta,

Presidente da CDJ"I'IISS&O de Etica no ghsino e Pesquisa em Animais

Prof?, Drd, Vanessa Seares Lara "
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