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RESUMO

A erupcdo dos dentes deciduos e permanentes é apaspo fisiologico que acompanha o
desenvolvimento do ser humano por aproximadamenss dlécadas. Varios mecanismos
biologicos controlam a odontogénese, erupcdo eli@sio fisiolégica dos deciduos até o
estabelecimento dos dentes permanentes na aréafin de elucidar aspectos anatémicos e
fisiologicos relacionados a erupcdo dentaria, Satorsatologia e outros sinais clinicos,
decidiu-se investigar a presenca de mastdcito ecdds pericoronarios na fase intra-6ssea
(Grupo 1) e submucosa (Grupo 2), comparando-os sn& com a mucosa bucal (Grupo3). Em
cada grupo, 14 espécimes foram analisados micriceecopnte em cortes corados com
hematoxilina e eosina e imunocitoquimicamente nthrsacom ckit e triptase. A partir dos
resultados obtidos concluiu-se que a quantidadsidiethe dos mastocitos € diferente nos
tecidos foliculares de acordo com a fase de eru(®&0,05). Na fase intra-6ssea da erupc¢éo, 0s
tecidos conjuntivos foliculares ndo revelam pelauniptitoquimicamente uma marcante
presenca de mastécitos. Na fase submucosa, o nildeensastdcitos esta significantemente
elevado quando comparado com a fase intra-6sseaugado dentaria (P<0,05). Nos tecidos
conjuntivos foliculares, na fase submucosa de @mp@s mastocitos aumentam sua
concentracdo quando comparados a quantidade/deesigtectada na submucosa da mucosa

bucal normal ndo relacionada aos dentes (P<0,05).

Palavras Chave: erup¢éo dentaria, foliculo perigémio, mastdcito, odontogénese.
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ABSTRACT

The eruption of deciduous and permanent teethplsyaiologic process that takes place during
approximately two decades of human developmenter@ewiological mechanisms control

odontogenesis, eruption and physiological exfaianf deciduous leading to the establishment
of permanent teeth in the jaw. With the aim to stigate anatomical and physiological aspects
related to eruption of tooth, symptoms and othieiaal sign, it has been decided to investigate
the presence of mastocytes in the pericoronamydisgsthe intra-osteo (group 1) and submucous
(group 2), inter comparing them and with the orakous (Group 3). In each group, 14 samples
were microscopically analysed in slides stained hwithematoxilin and eosin

immunocytochemistry marked with ckit and triptaBesults showed that the quantity/density
of mastocytes is different in the follicular tissugccording to the eruption stage (P<0.05). Intra
osteo stage of eruption, follicular conjuctive ties have not shown immunecytochemistry
marker for mastocyte. Follicular conjunctive tissuén the follicular conjuctive tissues, in

submucous eruption stage, mastocytes concentnatisrincreased when compared to quantity,

density in the submucous from normal oral mucousnetated to teeth (P<0.05).

Key words: tooth eruption, pericoronary follicleastocyte, odontogenesis.
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INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

Os movimentos eruptivos iniciam simultaneamenterawipio da formacao radicular,
bem antes que os dentes sejam vistos na cavidade i surgimento do dente através da
gengiva é apenas o primeiro sinal clinico da erp&@os seu surgimento, os dentes irrompem
em uma velocidade maior até alcancar o plano dcl@samovimentos que orientam a erupcao
dentaria podem ser divididos em trés fases: pngtigay fase eruptiva ou pré funcional, e a fase
pos-eruptiva ou funcional

O comando genético em cada fase da odontogénesa eegintese de diferentes fatores
de crescimento que regem a morfogénese e a cramalegerupcédo dos dentes. Foi descoberto
que muitas moléculas de sinalizacdo potenciais esqwessas durante o desenvolvimento
dentario. A mais proeminente delas inclus@nic hedgehodSHH), os membros da familia
Whnt, o fator de crescimento do fibroblasto (FGFater beta de crescimento modificado (TGF-
B). O ultimo também inclui as proteinas morfogera&tido osso (BMPSs), as quais, além de seu
papel na formacgéo dos dentes, sdo importantesadyels do crescimento e da reparacao 0ssea
pds-natal. Essas moléculas sinalizadoras interagem receptores especificos de membrana
para estabelecer sinais intracelulares que resunlse@xpressio especifica

As superficies dos tecidos dentérios, durante suaaao, se encontram isoladas das
células imunoldgicas de reconhecimento: o esmali® recoberto pelo tecido epitelial que o
sintetiza, agora constituindo o epitélio reduzidoddgdo do esmalte cujas camadas sao também
formadas pelas células do estrato intermediaritgule estrelado e epitélio interno do 6rgdo do
esmalte. Este epitélio € suportado pelo tecidourtinp, em forma de membrana, que o nutre
por difusdo. O conjunto recebe o nome de folic@dcpronario tem um papel importante na
erupcao dentaria, pois sua remocao causa inteauptgl do proces$o

Com a formacéao radicular e a erupgdo dentérialicufo ou saco dentério d4 origem

aos tecidos de suporte dos dentes: o cementoamdigto periodontal e o osso alveolar de
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suporte. Em todos os estagios de desenvolvimesitdemtes sdo protegidos e estabilizados pelo
foliculo dentarid.

Quando o germe dentario do permanente aparec@peleira vez, ele estd no mesmo
foliculo dentério que seu predecessor deciduo. Edtgdo é mantida até que os dentes
deciduos comecem a irromper a partir do que oseagedus dentes permanentes desenvolvem
foliculos proprios dentro de criptas separadasaCagta tem uma abertura em seu teto através
da qual o foliculo dentario se estende de formdaswal para se comunicar com a mucosa bucal.
A extensdo cordonal fibrosa do foliculo dentarioe gonecta o germe do dente permanente
com a mucosa bucal, € chamada cordado gubernacstaapresenta rica em remanescentes da
lamina dentaria em forma de ilhotas e corddes lepit@dontogénicds

A reabsorcao dentéria fisiologica, ou seja, a isedtios dentes deciduos é um processo
natural, que acontece quando da substituicdo desltes dentes permanentes. Inicia-se com a
eliminacdo dos cementoblastos por apopt@seondo a superficie radicular mineralizada,
seguida da instalacdo das BMUs (unidades osteodeladoras) que somente acontece em
areas mineralizadas desnudas. Apoptose esta maseffagmentacdo da lamina dentéria e da
bainha epitelial de Hertwig, e também no desapayexdio do epitélio reduzido do 6rgdo do
esmalte, especialmente dos ameloblastos redizidos

Portanto, a esfoliagdo dos dentes deciduos caracs® pela perda gradativa e
simultanea dos tecidos dentarios mineralizados dotne dentina) e das estruturas nao
mineralizadas. Na camara pulpar isto acontece codesaparecimento dos odontoblastos
resultando na reabsorcdo interna, frequente nestéicdo. Este processo coincide com o
término da rizogénese; assim, 0 esgotamento dasugas do dente deciduo esta geneticamente
programado e define o seu carater tempctaliem 1955, Kronfeld e Boyle afirmaram que a
erupcdo do dente permanente ndo funciona como timués primario responséavel pela

reabsorcéo fisioldgica, pois mesmo na sua ausaralise aconteCe
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A substituicdo da denticdo decidua pela permanénten fendmeno que apresenta
importantes implicacdes clinicas em funcdo das fisagbes morfolégicas e funcionais
ocorridas durante a rizélise. Radiograficamentessivel acompanhar a evolucdo da rizélise
dos deciduos e a rizogénese dos permanentes,tena felacdo que existe entre o foliculo
pericoronario do dente permanente e o dente declymesenca do foliculo pericoronario
interfere diretamente na evolucao do processoer®lo-o e influenciando no direcionamento
das reabsorcGes radiculares dos deciduos, visto rgpeesenta uma estrutura rica em
mediadore¥’.

O foliculo pericoronario do germe do dente perm@nenntem maior concentragcao de
mediadores quimicos da osteoclasia e fatores dscigrento: prostaglandinas, fator de
crescimento epidermal (EGF), interleucina 1 (IL-BMP-4, fator estimulante de colénia 1
(CSF-1), TGF{3, que determinam seu papel importante na reabsdisiélbgica, acelerando-
616’7'8.

Os estudosn vitro e in vivo mostram a cascata de sinais moleculares, iniciando
EGF ou TGH31 que ativa a produc¢édo de lirho reticulo estrelado e o aumento concomitante
dos seus receptores no foliculo dentario. O EGbéamaumenta a expressao génica do TGF-
B1 nas células do reticulo estrelado, participaraltransicdo de ILd nestas células. A ILel
por sua vez ativa CSF-1 no foliculo dentario cag@atuar no influxo de mondcitos, 0s quais se
diferenciam em clastos e iniciam a reabsorcéo @ssencial para a erupcéo dentatia

A erupcdo do dente permanente e a reabsorcdo iderigioloégica acontecem
simultaneamente, devendo haver uma inter-relacdoetmnismos e mediadores bioquimicos.
A reabsorc¢do fisiolégica apresenta-se como um psac@rogramado silencioso, sem danos
para o organismo. No passado, o nascimento dossldatiduos foi erroneamente relacionado
a muitos agravos a saude, como perturbagdo do mormmceira na orelha ou na bochecha,
gengivoestomatite herpética primaria, tosse, cropquite, diarréia, febre, convulsoes, e até a

morte™. A literatura mundial é vasta e contraditoria. Mciald e Avery’, em seu livro classico
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“Odontopediatria” concluiram que: “Como a erupcams dlentes € um processo fisioldgico
normal, ndo se justifica sua associacdo com felistérbio sistémicos. Febre ou infecgdes do
trato respiratorio durante este periodo devem @esideradas coincidentes com o processo de
erupcdo, mas nédo a ele relacionado. A inflamag¢&otelmdos gengivais antes do surgimento
completo da coroa pode causar dor temporaria, gaaparece em poucos dias”. Mcintyre e
Mclintyre™, depois de uma revis&o historica cuidadosa dasbfpmas da erupcédo dos dentes”
concluiram que atualmente sao identificados e@es seguintes sinais/sintomas relacionados
a esta fase: irritabilidade, alteracdo do sondarnmicdo gengival, salivacdo, diminuicdo do
apetite, diarréia, Ulceras intra-bucais, aumenttedgeratura, necessidade de morder objetos,
prurido e dor de ouvido.

Em 1986, Pierce et &l. em estudo experimental com murinos, através de tes
imunoistoguimico, observou acumulo de imunoglataule (IgE) em ameloblastos durante a
fase de maturacdo do esmalte, sugerindo ser cansggida exposicdo das proteinas da matriz
do esmalte as células imunocompetentes no tecidmrtovo extrafolicular. Desta forma, a
reacao de hipersensibilidade local poderia elu@dasinais clinicos frequentemente observados
durante a erupcdo dentaria. Estes autores citasagstoidos microscéopicos dos tecidos que
circundam o dente em erup¢do mostrando acumuloélidas inflamatoérias, principalmente
linfécitos** aumento de mastdcifoe ainda, a matriz do esmalte atuando como antigémic
quimiotatica para mastocito, cuja ativagéo esténarnente ligada a IgE

Outros  autores  desenvolveram  estudos  histomorfmégi bioquimicos,
imunoistoquimicos dos tecidos envolvidos na forroadi@s dentes, investigando a rede vascular
do epitélio bucal e do epitélio reduzido do 6rgip esmalte durante a erupcédo dentiria
explorando fator de crescimento, proteinas e erwiquee aceleram ou retardam a erupgéo
dentarid® observando a participacdo da apoptose na odargsgé na lamina dentéria, na
bainha epitelial de Hertwig e no epitélio reduzitn6rgdo do esmafteregistrando o nivel de

citocinas inflamatérias: ILf3, IL-8 e TNFa (fator de necrose tumoral) no fluido crevicular
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gengival de dentes irromperfdocomparando os tecidos moles que recobrem o deme
erupcdo normal com distarbios de eruptaguns destes relatdsdespertam a atencédo para
gque se guestione e pesquise a participacdo de citasttha erupcdo dentaria, apesar da
metodologia utilizada.

Os mastacitos foram descritos pela primeira vez Fatich, em 1877. Derivam de
células pluripotenciais da medula éssea e iniciamdiferenciacdo sob a influéncia do CSF e
da IL-3. S&o células residentes no tecido conjontiecalizadas preferencialmente proximas
aos vasos sanguineos e nervos, mudam sua formeodd a&om a localizagdo. O mastoécito
maduro é uma célula relativamente grande, fusiforpmigonal ou oval, de 15 a 2&
(micrometros) com citoplasma levemente eosinofitomtendo granulos no seu interior. O
nucleo é basofilico, levemente excéntrico e redatente grande, com quatro a sete
micrometros de didmetro e multiplos agregados dmating™.

Apoés serem ativados, liberam seus granulos ricosmadiadores quimicos, como
histamina, proteoglicanas, proteases, bFGF, NQdoritroso), fosfatase &cida e citocinas,
dentre elas os interferons (IFN), o THFe as ILs, além de produtos derivados do &cido
aracdonico como as prostaglandinas e leucotriBeta grande variedade de mediadores
farmacologicos ativos desempenha papel importarto tem reacbes de hipersensibilidade
quanto em processos inflamatérios, diferindo ens gudencialidades e atividades bioldgicas.
Portanto, os mastocitos podem influenciar sigrifieanente respostas IgE dependentes ou
independentes, estendendo seu potencial de céfetasas pro-inflamatérias para componentes
reguladores do sistema imunoldgico, contribuindestal forma, para o desenvolvimento e
amplificacdo de respostas inflamatorias especiédasspecificds?*

Esta presente em inumeros tecidos: pele, pulmaaosaudos brbénquios, nariz,
adendides, nodulos linfaticos, medula éssea, intgedigado, nervos periféricos, iris, coraﬁao
sendo que nos tecidos bucais foi reconhecido nacdogeriodontaf, na gengivd'® e

inflamacad®.
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Os mastocitos humanos sdo caracterizados aindappetenca de duas proteases
neutras: quimase e triptase. Estas enzimas poderimaaomarcadas. Outra maneira de se
identificar os mastdcitos é pela imunomarcacéedeptores de superfiéte??

A partir de Pierce et af, e conhecendo as caracteristicas e propriedadesakidcitos,
pode-se questionar: 0os mastécitos estariam prasantdoliculo pericoronario na fase intra-
Ossea da erupcao dentaria em distribuicdo e nuswrelhante as da mucosa bucal e dos
foliculos pericoronarios em fase submucosa? Asomtap destes questionamentos podem
elucidar aspectos anatdbmicos e fisiologicos retemos a erupcdo dentaria e sua

sintomatologia.
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Il. OBJETIVOS

Investigar a presenca de mastqcitos:
1) nos tecidos pericoronarios na fase intra-0sseaupg@o dentaria humana;
2) nos tecidos pericoronarios na fase submucosa gadruentéria humana;

3) na mucosa bucal, ndo relacionada a erupc¢éo dehtariana.



Il MATERIAL E METODOS
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MATERIAL E METODOS

. Casuistica

Grupo 1: 14 espécimes cirurgicos de pacientes com indicagiextracdo de dente néo
irrompido e intra-0sseo, trés do género masculiith do género feminino, de 15 a 21 anos,
com idade mediana de 18 anos.

Grupo 2: 14 espécimes cirurgicos de pacientes com indicdeéulectomia, oito do género
masculino e seis do género feminino, de seis an@9, @om idade mediana de oito anos.
Grupo 3: 14 espécimes cirurgicos de pacientes com indicagdremocédo de hiperplasia
fibrosa inflamatéria, seis do género masculinote do género feminino, de 14 a 82 anos,

com idade mediana de 56 anos.

. Critérios de inclusao

Pacientes saudaveis que frequentaram as ClinicRatdégia, Cirurgia e Odontopediatria,
da Faculdade de Odontologia da Universidade doaSagCoracédo, Bauru, e da Faculdade
de Odontologia de Bauru da Universidade de SadmPaul

Anamnese completa.

Pacientes apresentando boas condi¢des bucais.

Termo de consentimento livre, esclarecido e assinad

Obtencao do fragmento de tecido livre de contandioac

Atitudes do profissional

Medidas antissépticas.
Uso de equipamento de protegdo individual: avegtato, mascara, oculos e luva cirdrgica

esteéril.
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v' Atitudes com o paciente

= Limpeza extra e intra bucal: solucdo antisséptidada.
= Aplicacdo de anestésico tdpico.

= Anestesia.

v Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica esqitsa da USC, Protocol8 88/06 em

16/02/2006.

C. Caracteristicas da amostra e localizacdo dos tecslo
Para cada caso foram registrados e tabuladoslos:ddentificacdo, género, idade,

localizag&o do tecido ou do dente envolvido (Angxo

. Grupo 1: Foliculo pericoronério na fase intra-6sseae erupgéo

Neste grupo, 0s pacientes apresentavam os teyeeaiares intra-0sseos com indicacéo
clinica e radiografica de exodontia. Foi feita seo®mia para se ter acesso ao dente, de acordo
com a técnica cirurgica. Assim, foi possivel remmougidadosamente o foliculo pericoronario,
antes da remocao do dente. As amostras foram aedelzis a partir do Servico de Anatomia
Patologica do Departamento de Estomatologia daifdlisa de Patologia da Faculdade de

Odontologia de Bauru-USP (Figura 1).

Figura 1. Aspecto radiografico do qual foi obtida aspécime cirlrgico do Grupo 1, constituido por

foliculo pericoronario de dente na fase intra-0siearupcao.
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. Grupo 2. Foliculo pericoronério na fase submucosaederupcéo
Os pacientes apresentavam indicacao de ulectoema@éo do tecido epitélio bucal do
dente em questao, para permitir o irrompimentoedeatcavidade bucal). Assim, foi removido

o tecido gengival e parte do epitélio do folicusmiporonario, de acordo com a técnica cirdrgica

(Figuras 2 e 3).

Figura 2. Obtencédo de espécies para compor o Guge foliculos pericoronarios de dentes em erupcéo
na fase submucosa. Aspecto clinico (A), incisdenoaosa correspondente ao incisivo central
permanente superior esquerdo (B). Destaca-se oni@ o fragmento eliptico (em C; circulo)

e o leito cirdrgico resultante correspondente astamias (D).

Figura 3. Aspecto clinico normal do dente e gendwagaciente no qual foi obtido dois espécimes como

foi apresentado na Figura 2, apés 28 dias.
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Grupo 3. Mucosa bucal
Pacientes que apresentavam indicacdo de remocagica de hiperplasia fibrosa
inflamatéria. As margens desta peca apresentam sauaocal sem alteracfes, isto €, tecido

sadio.

D. Analise microscépica
1. Procedimentos laboratoriais

Durante a cirurgia, as amostras de tecido dogg@zos foram estendidas sobre papel
cartdo, com o lado cruento voltado para o papdimade se evitar dobras no tecido, e
embebidas em solucédo de formol a 10% tamponadetdroras para fixagdo. Em seguida,
foram encaminhadas para o Laboratorio de PatoldgiaDepartamento de Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Séo PauloB-BGP, onde foram preparadas
macroscopicamente (cortadas no sentido transversahgitudinal com lamina de bisturi),
submetidas ao processamento histotécnico de r@émados em agua corrente por 24 horas,
desidratadas em alcool, diafanizadas em xilolJuidos em parafina e cortadas em micrétomo
(Leica) com quatrqum, sendo aderidas em laminas de vidro comuns piarasoopia e coradas

pela hematoxilina e eosina (HE).

2. Andlise microscopica e descricdo dos resultados

A observacéo das diversas caracteristicas mimgpasas foi descrita, e os dados foram
registrados em laudos. Foi utilizado microscépitcdpOlympus CH2 e as imagens registradas
em fotomicrografias.

Os cortes corados em HE foram analisados em mup@s®dptica baseando-se nos
aspectos morfolégicos do epitélio de revestimemtocpsa bucal); parede conjuntiva e epitélio

odontogénico do foliculo pericoronario.
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E. Analise imunocitoquimica
Técnica imunocitoquimica

Cortes de quatro micrometros foram obtidos e fisadm laminas a 78C (graus
Celsius) por 12 horas. Realizou-se a desparafiéizagm xilol (quatro banhos de cinco
minutos), hidratacdo dos cortes em PBS (solucafatibgampédo) por cinco minutos e a
remocao da peroxidade enddgena cop®,H3% (dgua oxigenada), por cinco minutos. A
recuperacao antigénica foi realizada st@amer em solucdo de &cido citrico pré-aquecida a
2,1%, pH 6.00, por 40 minutos em temperatura d4@DEC. Foi usado o sistema de deteccédo
Dako K4001 Envision System anti-mouse labbelednpeiiHRP. As laminas foram incubadas
em geladeira a quatro graus Celgiusrnight ao serem retiradas da geladeira as laminas foram
lavadas em PBS e o cromdgeno foi o Diaminobenzifi#B) a 0,1% por cinco minutos. Os
cortes foram submetidos a um banho em &gua destdads cortes contracorados com
Hematoxilina de Mayer, e montados utilizando-seifamas. Esta técnica foi executada no
“Laboratério Consultoria em Patologia”, Botucat@oSPaulo. O numero de mastdcitos, nas
duas diferentes técnicas de imunomarcacdo: ckitkdD&JSA — policlonal) e triptase
(Chemicon, USA - policlonal) (Anexos 2 e 3), foteteninado pela média da contagem destas
células identificadas em dez campos microscopisiintths para cada espécime, perfazendo 140
para cada grupo e técnica imunocitoquimica empeedartanto, para cada grupo foi realizada
280 analises microscopicas; considerando os tigsogrda pesquisa, foram feitas 840 analises

de campo.

F. Analise estatistica

Foi utilizada estatistica descritiva para apresentaalor mediano das idades de cada
grupo de estudo; a média e a amplitude do numergétldas contados nos dez campos
microscopico, para cada espécime (14) de cada amduhs técnicas usadas, nos trés grupos de

estudo.
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O teste estatistico inferencial selecionado foi-qQuadrado para comparar as duas
técnicas empregadas (ckit e triptase), no mesmpogreit-studentpara andlise entre os trés
grupos, respeitando-se a técnica laboratorial uéadie triptase). Foi considerada diferenca

estatisticamente significantdPevalueinferior a 0,05.
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V. Resultados

A. Analise microscépica descritiva em HE

Grupo 1: Foliculo pericoronario na fase intra-6sseae erupgao

Os foliculos pericoronarios apresentavam epité@duzido do esmalte com quatro a
cinco camadas e com proje¢cdes ou cristas invadmmdecido conjuntivo (Figura 4). Na
superficie notava-se uma camada celular cuboidabrginua composta por ameloblastos
reduzidos (Figura 5). Estas células superficidtidam citoplasma eosinofilico e bem
delimitado; enquanto o0 seu nucleo apresentavafseccomatina moderadamente condensada.
Nas camadas subjacentes as células eram esféridasnéicleo bem condensado em sua
cromatina. O epitélio reduzido do esmalte se aptesendo continuo ao longo da superficie do
tecido conjuntivo folicular. Mas, havia areas desgrvacao total da sua estrutura e organizacéo.
(Figura 4 e 5). Em 11 espécimes o epitélio folicela do tipo reduzido do 6rgdo do esmalte.
Os outros trés espécimes tiveram epitélio estratfy pavimentoso com trés a cinco camadas
de células.

Subjacente, o tecido conjuntivo folicular apreseatse ora frouxo, especialmente nos
espacos subepiteliais e perivasculares, ora fibrDgopermeio, ilhotas e corddes epiteliais
odontogénicos remanescentes da lamina dentéria fooastantemente observados (Figura 6).
Nos tecidos foliculares dos dentes em fase intsaasle erupcdo ndo foram encontradas areas
com infiltrado inflamat6rio ou exudato. A mucosacalusobrejacente nao foi incluida na peca

cirargica, em todos os espécimes.
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Figura 4. Foliculo pericoronéario de dente em fageaidéssea de erupcdo (G1) com epitélio reduzido do
esmalte no qual se destaca os ameloblastos reduzidforma cuboidal e individualizada e as
camadas subjacentes. O tecido conjuntivo imediatiamgubjacente ao epitélio € frouxo, mas
logo se mostra fibrosado e com remanescentes diad@tentaria. (H.E.; A=100X, B=160X).

Figura 5. Foliculo pericoronario de dente em faseaidossea de erupcdo (G1) com epitélio reduzido do
esmalte sem a presenca dos ameloblastos reduzigoficgram aderidos ao dente. O tecido
conjuntivo imediatamente subjacente ao epitélicoéxo, mas abaixo se mostra fibrosado e
com remanescentes da lamina dentéria. (H.E.; A=188460X).
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Figura 6. Foliculo pericoronario de dente em fasgeaidossea de erupgdo (G1) com epitélio reduzido do
esmalte sem a presenca dos ameloblastos reduzigofcqram aderidos ao dente. O tecido
conjuntivo imediatamente subjacente ao epitéliomaxo, mas logo se mostra fibrosado e com

remanescentes da lamina dentaria. (H.E.; A=40X6BX].
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Grupo 2: Foliculo pericoronario na fase submucosaealerupcao

Neste grupo os espécimes apresentavam-se com a&amiigoal sobrejacente, lamina
prépria e submucosa contendo o tecido folicularjwdivo com fragmentos de epitélio
reduzido do esmalte (Figura 7).

Na mucosa bucal, o epitélio estratificado pavimsmt@presentava-se em média com 15
a 30 camadas de células, cristas bem estabelecolgsnizadas e aparentemente com discreto
aumento de espessura, provavelmente decorrentealdiscreta hiperplasia (Figura 7).

Na lamina propria e submucosa notavam-se eventuaigcocitos, ora
polimorfonucleares, ora mononucleares, muito embeesn caracterizar um processo
inflamatorio presente (Figura 7). As ilhotas ejmiiel odontogénicas eram raras e dispersas
(Figura 7). Os vasos sanguineos apresentavam-e@regro e aspectos normais.

Na face interna do fragmento tecidual correspordanilectomia, em algumas regibes,
0 epitélio apresentava-se revestindo a superfio@s ndo de forma continua. Em quatro
espécimes, o revestimento interno, morfologicamesgeapresentava com epitélio reduzido do
esmalte. Em dez, o epitélio estratificado pavimemtge apresentava sem cristas exuberantes. O
tecido conjuntivo fibroso da mucosa bucal se coatila sem linhas ou sinais demarcatorios,
com o tecido conjuntivo folicular. Entretanto natage do tecido conjuntivo voltado para o

epitélio folicular o mesmo tendia a ser mais frquxenos colagenizado (Figuras 8 e 9).
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Figura 7. Foliculo pericoronario de dente em fasbmaicosa de erupcdo (G2) com epitélio de
revestimento fragmentado (seta) e desorganizadoinfiirado de células mononucleares.
Destaca a mucosa bucal com epitélio estratificagerplasico (EEH). A submucosa bucal
(SM) constituida pelo tecido conjuntivo fibrosorends dois epitélios acha-se bem organizada,
com rica celularidade e fibrosamento homogéneo .(HA&=40X, B=160X, C= 100X,
D=400X).
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Figura 8. Remanescentes da lamina dentaria enpteoitjuntivo de foliculo pericoronario de dente em
fase submucosa de erupgéo (G2) na forma de ilepitdiais odontogénicas. (H.E.; 160X).

. , et :
Figura 9. Foliculo pericoronario de dente em fasbmaicosa de erupcdo (G2) com epitélio de

revestimento fragmentado e desorganizado porraditt de células mononucleares e eventuais
polimorfonucleares. Destaca a presenca de evergasisofilos em algumas regides (circulo).
(H.E.; 400X).



Resultad@d

Grupo 3: Mucosa bucal

A mucosa bucal nos espécimes analisados apresesgavanstituida por epitélio
estratificado com 15 a 30 camadas e lamina préipreade inflamacéo.

O epitélio apresentava-se paraqueratinizado; enunelg areas, moderadamente
hiperplasico. A lamina propria, por sua vez, apresa-se constituida por tecido conjuntivo

frouxo. Na submucosa bucal, o tecido conjuntivoofio apresentava eventuais leucocitos, mas

sem caracterizar morfologicamente um processaonmafiério (Figura 10)

Figura 10. Mucosa bucal (G3) com epitélio estmdifio pavimentoso paraqueratinizado (EE) e
submucosa bucal (SM). O tecido conjuntivo imediaai®a subjacente ao epitélio é frouxo,
mas logo se mostra fibrosado com discreta infiftoage células mononucleares. (H.E.;
A=100X, B=160X).
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B. Analise descritiva dos achados imunocitoquimicos
Grupo 1. Foliculo pericoronério na fase intra-0ssede erupcéao
Nos tecidos foliculares dos dentes na fase intsaa$ouve imunomarcacdo minima
para mastocitos e alguns espécimes nem se mardargmpara a evidenciacdo do ckit como
para a triptase. A média encontradas neste grupef0,5 células com desvio padrdo de 0,62.

(Figuras 11, 12, 13, 14 e 15)

Figura 11. Representac@o esquemética do foliculogvenéario de dente na fase intra-6ssea da erupgao
(Grupo 1) que se apresentou com numero minimo dedgitos (M). Em alguns espécimes
ndo houve imunomarcacdo nos mastdcitos para ckipase. (ER = epitélio reduzido do

esmalte; F = fibroblasto; TO = tecido ésseo; EMpitédio da mucosa bucal).
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Figura 12. Foliculo pericoronéario de dente em fat@-0ssea de erupcao (G1) com epitélio reduzalo d
esmalte e imunomarcacao pelo ckit dos poucos mtmopresentes (setas). (A=100X,

B=160X).
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Figura 13. Foliculo pericorondario de dente em fas@-0ssea de erupcgdo (G1) com epitélio reduzao d
esmalte e imunomarcacédo pelo ckit dos poucos mtasduresentes (setas). Nota-se ilhota

epitelial odontogénica (circulo) (A=100X, B=160X).
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Figura 14. Foliculo pericoronério de dente em fas@-0ssea de erupcdo (G1) com epitélio reduzalo d
esmalte e imunomarcacgédo pela triptase dos poucsfiaitas presentes (setas). (A=100X,
B=160X).

Figura 15. Foliculo pericoronério de dente em fas@-0ssea de erupcdo (G1) com epitélio reduzalo d
esmalte e imunomarcacdo pela triptase dos poucasdcitas presentes (setas). (A=40X,
B=160X).
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Grupo 2. Foliculo pericoronario na fase submucosaalerupcao

No tecido conjuntivo da lamina propria observou&epresenca de mastécitos
imunomarcados pelo ckit e triptase. No tecido catiyo da submucosa e do foliculo
pericoronario notou-se a presenca de grande nimkeemmastdcitos; o tecido conjuntivo folicular
apresentou-se entdo rico em mastocitos, contrasteomh a quase auséncia dos mesmos nos
tecidos foliculares na fase intra-6ssea, no gusssélulas ndo estavam presentes. A média das
células observadas nos 280 campos microscopicdin{ds e aleatérios) foi de 10,96

mastdécitos, com desvio padrdo de 2,67 células (&gl6, 17, 18, 19 e 20).
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Figura 16. Representacédo esquematica do foliculogoenario de dentes na fase submucosa da erupcao
(Grupo 2) e mucosa bucal analisada conjuntamergten&tdcitos imunomarcados pelo ckit e
triptase se apresentavam em maior quantidade/@elesid com distribuicdo concentrada na
regido entre a mucosa bucal e o foliculo pericaion® epitélio folicular se apresentava, em
sua maioria, como estratificado pavimentoso (EEepRélio da mucosa bucal mostrava-se
hiperplasico (EMH). (F = fibroblasto; TO = tecides&o).
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Figura 17. Foliculo pericoronario de dente em fasémucosa de erupgdo (G2) revelando
imunomarcagdo de mastocitos pelo ckit (setas) eandgr nUmero na submucosa (SM).
Destaca a mucosa bucal com epitélio estratificaglerplasico (EEH). (A=100X, B=160X).

Figura 18. Foliculo pericoronario de dente em faaémucosa de erupgdo (G2) revelando
imunomarcacgéo de mastécitos pelo ckit (setas) emdgr nimero na submucosa (SM) e no
tecido conjuntivo folicular (FP). (A=100X, B=160X).
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Figura 19. Foliculo pericoronario de dente em fasémucosa de erupgdo (G2) revelando

imunomarcacgdo de mastdcitos pelo ckit (setas) eandgr nUmero na submucosa (SM).
Destaca a mucosa bucal com epitélio estratificagerplasico (EEH). (A=100X, B=160X).

Figura 20. Foliculo pericoronario de dente em fasdbmucosa de erupcdo (G2) revelando
imunomarcagdo de mastécitos pela triptase (setasprande numero na submucosa
(SM) e tecido conjuntivo folicular (FP). Destaca naucosa bucal com epitélio
estratificado hiperplasico (EEH). (A e B=160X).
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Grupo 3. Mucosa bucal

Na lamina propria e submucosa, os mastocitos imarmmados pelo ckit e triptase
apresentavam-se dispersamente distribuidos. Ermakyéreas a densidade dos mastécitos era
semelhante & encontrada no Grupo 2, mas na maosi@spécimes e regides a densidade se
revelou menor. A média de mastdécitos foi de 4,dlaglpor campo microscopico, com desvio

padréao de 1,63 (Figuras 21, 22 e 23).

Figura 21. Representacdo grafica da mucosa bucalomarcada para mastdcitos (M) com ckit e triptase,
sendo que estas células se apresentavam com uligdob difusa e homogénea. (F =

fibroblasto; TO = tecido 6sseo; EM = epitélio dacwmsa bucal).
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Figura 22. Mucosa bucal (G3) com epitélio estmdifio pavimentoso paraqueratinizado (EE) e
submucosa bucal (SM) revelando imunomarcac¢éo cantok mastécitos (setas). A=100X,
B=160X).

Figura 23. Mucosa bucal (G3) com epitélio estmsifio pavimentoso paraqueratinizado (EE) e
submucosa bucal (SM) revelando imunomarcacdo camase dos mastocitos (setas).
(A=100X, B=400X).
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C. Andlise quantitativa e comparativa dos mastocitosmunomarcados nos trés grupos

A média {), a amplitude (a; com a quantidade menor e a glsad maior de células) e

o resultado do teste estatistico, de cada um dosatepos microscépicos, estdo apresentados
na Tabela 1. Foi realizado o teste estatistico esamglo os resultados das duas técnicas (ckit e
triptase) para cada grupo, e estas nao se difefteste Qui-quadrado) com p > 0,05 para cada
um dos trés grupos. Estes resultados validam as the@icas usadas nesta pesquisa, pois

mostraram valores muito préximos, uma confirmarsloesultados da outra.

Tabela 1. Avaliagdo e comparacdo da média dos aistdo tecido conjuntivo dos foliculos
pericoronarios (G1 e G2) e da submucosa bucal (@8rcordo com as técnicas

usadas (ckit e triptase) para cada grupo.

Marcadores ckit Triptase
Grupos x (a) x(a) P-value*
Gl 0,5(5;0ab) 0,84 (6; 0 a 6) 0,768975
G2 10,96 (9; 8 a 17) 11,5 + (10; 8 a 18) 0,909283
G3 44+ (8;0a8) 49(9;0a9) 0,869765

*considerado diferencas significantes os valoréiores a 0,05
" estatisticamente ndo significante

Foi elaborado o teste estatisticbstudent, para comparar a mesma técnica nos
diferentes grupos, fazendo o cruzamento do Grugmilo Grupo 2; o Grupo 1 com o Grupo 3;
e 0 Grupo 2 com o Grupo 3, para cada uma das &&criXs resultados estdo apresentados na

Tabela 2, comprovando diferenca estatisticamegtéfigiante em todas as situacdes (p < 0,05).
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Tabela 2. Avaliagdo e comparacdo da média dos oi@stodos grupos G1, G2 e G3 entre si,

de acordo com os marcadores usados (ckit e tr)ptase

Grupos
Marcadores Gl G2 Gl G3 G2 G3
ckit 0,5 10,96 0,5 4,4 10,96 4,4
triptase 0,84 11,5 0,84 4,9 11,5 4,9
P-value* 0,006028"* 0,012795" 0,001935*

* considerado diferencas significantes os valanéeriores a 0,05
A estatisticamente significante
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V. DISCUSSAO

No relato de Pierce et Hl.a presenca de IgE nos ameloblastos durante aptase
secretora sugere uma reagdo de hipersensibilidadetd a erupcdo dentaria. A deteccdo de
IgE pode indicar fortemente a presenca de massicito

Na literatura foi verificado que os mastoécitos sedelam de acordo com o local e as
funcdes. Assim foi proposta a investigacdo compearatlestas células em trés situacbes
distintas: duas relacionadas a odontogénese eelationada a estrutura bucal, esta assumindo

0 papel de “grupo controle” da pesquisa.

Muitas vezes se faz necessario a remocao de um geatesta ainda se formando, ou j&
formado, dentro do tecido 6sseo, como nos casodeoies supranumerarios, caninos, pré
molares e dos terceiros molares sem espago nagaarpara irromperem. Durante 0 acesso
cirargico a estes dentes, foi possivel obter urgnfiento do tecido do foliculo pericoronério
para investigar a presenca de mastocito. Esteitonsd Grupo 1 da pesquisa: “Foliculo
pericoronario na fase intra-0ssea de erupgao”.

O Grupo 2 se refere ao momento posterior da erugdeataria. As amostras foram
obtidas de pacientes, geralmente criancas de sgis anos de idade, com um ou mais dentes
atrasados em sua erupcgdo. Na clinica odontopedidié indicacdo de remocdo cirargica da
mucosa bucal que recobre o dente em questéo, yyaosigho da sua coroa dentéria. Em poucos
dias o dente atinge o nivel esperado de exposigdarcada. Num periodo de dois anos foi
possivel intervir em 14 destes casos. Este monfentmnsiderado como o0 mais préximo do
irrompimento do dente na arcada, sendo nomeado c®midculo Pericorondrio na fase
submucosa de erupcao”.

O Grupo 3 foi considerado como “Grupo Controle”ispdurante a remocao cirirgica
de hiperplasias fibrosas inflamatérias na mucoszalbuetira-se o tecido hiperplasico com

margem de seguranca em tecido sadio, para gasarginocdo total da lesdo. As margens de
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tecidos normais foram selecionadas para esta pasquois se tratava de mucosa bucal higida,
sem interferéncia de alguma das fases da odontegém@u erupcdo dentéria. Assim foi
constituido o grupo “Mucosa bucal”.

Dois testes especificos de imunomarcagéo para aitastéoram selecionados: c-kit e
triptasé’, amplamente utilizados com este propdsito, modtraresultados semelhantes na
contagem de mastdécitos imunomarcados nos tecidbs estudo.

Os pacientes participantes deste estudo constitwisatrés grupos amostrais, dos quais
foram registrados seu nome, idade, género e id@t#o do local da amostra. Foi usado a
mediana como medida central da idade devido a dggeeidade de um dos grupos. Foi
recomendado que 0s grupos tivessem o mesmo nuneenmardicipantes, superior a dez,
considerando a disponibilidade de pacientes do @&2upComo foi possivel obter 14 casos de
ulectomia, ficou definido este nimero para todogygos, portanto constituindo amostras
equivalentes. No Grupo 1 houve expressiva predamia&o género feminino, provavelmente
devido a menor estrutura 6ssea nas mulheres, daltespaco na arcada para acomodacdo dos
terceiros molares, levando a indicacdo de exodoflifa outros grupos, quanto ao género,
apresentavam-se igualmente distribuidos. Os paatites do Grupo 3 apresentavam idades
entre 14 a 82 anos. Neste grupo foi avaliado oddeciormal. Os outros dois grupos
apresentavam idades mais homogéneas: o G1, d211&res; e 0 G2, de 6 a 19 anos.

Este trabalho, a nosso ver, apresenta trés asppedsnitam uma precisa extrapolacao
para correlacdes clinicas e fisioldgicas diretas:

1. a mucosa bucal analisada no Grupo 3 nédo € dgvgen
2. a média de idade dos trés grupos de estudcandegsiivalentes;
3. alocalizagdo dos espécimes nos trés grupadifedientes.

No entanto, os dados sdo tdo significantes dftatiente e coerentes entre si que

permitem algumas inferéncias e os qualificam padicar novos passos no estudo sobre o

assunto.
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Morfologicamente, a odontogénese esta claramenteuntentad®®'”> e neste
conhecimento estdo sendo gradativamente acresosrdagnecanismos bioldgicos que regem o
processo. Através do comando genético, com patiéip de moléculas sinalizadoras, se define
a anatomia dentéria (morfogénese), a reabsorcadéargefisiologica e a remodelacdo 6ssea. O
foliculo pericoronario participa deste processecem fpor funcdo proteger estes tecidos das
células imunoldgicas de reconhecimento no teciagjuativo’, bem como comanda o inicio da
erupcao.

A integridade do foliculo pericoronario é primaidpara que o dente venha a irromper
na cavidade bucalNele esta grande concentracdo de mediadores apsirda osteoclasia e
fatores de crescimento que possibilitam a reabsais@ea necessaria para a movimentagcao do
dente, durante sua erup¢do® Enquanto o dente permanente esta se irrompenossme 0
dente deciduo correspondente, quando presentep &stA processo de reabsorcdo. A
neoformacgéo 6ssea também acontece, porém em ns@aba para permitir a movimentacao do
dente. Nos foliculos pericoronarios de dentes Ba fatra-6ssea ja foram identificados sinais
moleculares (EGF, IL-1, CSF) que induzem o inflaeomondcitos, os quais se diferenciam em
clastos para reabsorcédo 63s€a

Os mastdcitos sdo células que respondem a estimnulo®ldgicos e inflamatérios, e

estavam quase ausentes € 0,5 por campo microscéopico) nos tecidos doscuits

pericoronarios na fase intra-0ssea. Portanto, pedweente o epitélio do foliculo pericoronario,
quando integro e intra-0sseo, parece protegerte daracéo destas células.

O grupo 2 representa um segundo momento da erulegdéria. Aqui, a membrana do
foliculo pericoronario ndo estaria mais integrayelnao exposicdo do dente ao tecido
conjuntivo extrafolicular. Microscopicamente foi seiovado grande nimero de mastdcitos
imunomarcados para c-kit e triptase. Pierce aileervaram presenca de IgE na superficie dos
ameloblastos (fase pos-secretora) sugerindo sexeqaéncia da exposicdo das proteinas da

matriz de esmalte as células imunocompetentescainteonjuntivo extrafolicular.
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Estes dois achados parecem se completarem, ses@eaatfio de Pierce et'3lo dente
em questdo também estiver na fase submucosapiEdere ndo na fase intra-6ssea. Os autores
ndo se referem a este fato em seu artigo, porémmcé#ts reacées no tecido conjuntivo
extrafolicular. O experimento foi em murinos eyareelmente os momentos coincidem, pois o0s
autores relatam que IgE foi claramente observadd5%odia de vida do animal e pouco
observada aos cinco dias de vida. O mesmo artigd, 986, relaciona os achados a imunologia

e a sintomatologia durante o irrompimento dos d&hte'>*°

Quanto a presenca de mastocitos, os trés grupesesyparam resultados distintos, com
diferencas estatisticamente significantes. No GAufmram visualizados poucos mastdcitos, em
algumas amostras, em outras estas células estaxgantes. Ndo foi possivel a comparagéo
destes resultados com a literatura, pois ndo foalimada publicacbes com metodologias
semelhantes. Pode-se supor que a integridade tiiepio foliculo pericoronério proteja as
estruturas internas a ele, como a estrutura dend@riacdo das células do tecido conjuntivo
relacionadas as reagfes imunoldgicas e inflamatoria

No Grupo 2 foi observado o maior numero de masiééihunomarcados. A membrana
pericoronaria estaria provavelmente rompida e edpoas estruturas dentarias ao tecido
conjuntivo, e poderia atrair os mastocitos paregigp. Para Pierce ef%lo dente apresenta-se
como um antigeno sequestrado, citando outros trababm este mesmo concé&itd>°

Outros interesses motivaram pesquisas sobre aspgatoenvolve a odontogénese e a

erupgdo dentarig*’ 8%

e estdo apresentados no Anexo 5. Porém a malosaartigos
disponivel esta relacionada ao uso de questionapdcados a profissionais (pediatras,
odontopediatras, enfermeiros) e familiares solsiatamatologia presente nas criartéas

Muitas vezes, o odontopediatra é procurado por @ais problemas em seus filhos,
relacionando-os a erupcdo dentaria. Embora sejaodbecimento destes profissionais que
algumas alteracdes possam estar relacionadas peggido, como: inflamacdo localizada na

gengiva, irritabilidade na crianca, distirbio don@orubor na face, aumento da salivagéo,
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necessidade de morder objetos, perda de apetieoe®bril e diarréid'>*% a fundamentagéo
cientifica ainda precisa ser estabelecida na fitsaO Anexo 6 apresenta um quadro com
autores que registraram os sinais e sintomas oekads a erupcao dentaria.

Os resultados obtidos detectaram mudangas celulacess tecidos foliculares
pericoronarios relacionadas aos mastocitos em difexentes fases da erupcéo dentéria e que

podem corroborar na compreensao dos sinais e sistolimicos deste processo fisiologico.
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VI. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e consideranddnaisatdes inerentes a metodologia

empregada, concluimos que:

1. A quantidade de mastdcitos € diferente nos tedmlsilares de acordo com a fase de
erupcao;

2. na fase intra-0ssea da erupgdo, os tecidos corgsntioliculares ndo revelam
imunocitoguimicamente uma marcante presenca dednikmst;

3. na fase submucosa, o nimero de mastdcitos estificsigtemente elevado quando
comparado com a fase intra-6ssea da erupcdo @entéri

4. nos tecidos conjuntivos foliculares, na fase sulmsacde erupcdo, os mastécitos
aumentam sua concentracdo quando comparados adqdardensidade detectada na

submucosa da mucosa bucal normal ndo relacionaddeates.
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ANEXO 1

REGISTRO DOS ESPECIMES DO GRUPO 1

FOLICULO PERICORONARIO NA FASE INTRA-OSSEA DA ERUPC AO

Numero Localizacéo (dente) Idade Génoe
1 21 15 M
2 18 20 F
3 28 15 F
4 38 21 F
5 38 20 M
6 18 18 F
7 28 18 F
8 38 18 F
9 48 18 F
10 48 19 F
11 28 19 F
12 48 17 M
13 18 17 F
14 48 20 F
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REGISTRO DOS ESPECIMES DO GRUPO 2

FOLICULO PERICORONARIO NA FASE SUBMUCOSA DA ERUPCAO

NUumero Localizacdo (dente) Idade Géro
1 21 7 M
2 21 6 M
3 21 7 M
4 11 6 M
5 22 8 F
6 12 8 F
7 11 7 M
8 21 6 M
9 42 17 F
10 21 19 F
11 11 19 F
12 12 19 F
13 22 17 M
14 11 8 M
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REGISTRO DOS ESPECIMES DO GRUPO 3

MUCOSA BUCAL
NUmero Localizacdo (dente) Idade Género
1 Labio superior esquerdo interno 46 M
2 Vestibulo inferior direito 60 F
3 Vestibulo do rebordo alveolar inf dir (regido prélar) 76 M
Rebordo alveolar inferior esquerdo
4 Regido da linha alba da mordida na altura do 1 prélar 14
5 Labio duplo 82 M
6 Mucosa jugal do lado esquerdo 75 F
7 Mucosa jugal préxima a comissura labial direita 21 M
8 Mucosa jugal préxima regido comissura labial esalzer 66 F
9 Rebordo alveolar do tuber da maxila 56 M
10 Mucosa jugal do lado direito 59 F
11 Mucosa de fundo de sulco gengivo-labial e 49 F
mucosa labial do lado direito
12 Labio e mucosa jugal 56 F
13 Mucosa jugal do lado direito 48 F
14 Regido posterior do rebordo alveolar 30 M
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ANEXO 2. ckit (CD117)

A CD117 é uma proteina transmembrana que pertentzsse |ll de receptores da familia |da
tirosina-kinase. O ligante natural para CD117 teso £hamados Factor de Células Tronco,
“Stell"factor” ou Fator de Crescimento de Mastosit@riginalmente o CD117 foi identificado
como antigeno associado a leucemia mieldide aguam@em foi identificado como marcador
para mastécitos teciduais, células troco hemattipage células progenitoras do tecido 6sseo
humano normal. A maior parte das células medufawsiivas para CD117, também expressam
CD34. O CD117 esta presente nas células progesi®raélulas precursoras de todas as
linhagens hematopoiéticas. Entretanto, esta ausemtetodas as células hematopoiéticas
maduras exceto nos mastocitos. Também vem senolciads a promocao da migragdo celular,
proliferacdo e viabilidade dos melanoblastos, pnigees hematopoiéticas e células
germinativas primordiais do tecido nervoso cergrdo sistema reprodutivo. Formas alteradas
desse receptor podem estar associadas a algussiip@ncer e mutacdes com ganho de fupcao
tém sido associadas a doengas como mastocitose®eets gastrintestinais, entre outros.

Técnica do ckit
Desparafinizacgéo:
-Passar por 4 cubas contendo xilol durante 5 mincaida.
-Passar por 4 cubas contendo alcool etilico.
-Deixar por 5 minutos em uma cuba contendo PBS.
-Passar por 2 cubas contendo PBS com H202 3% Sasicada.
-Passar por 1 cuba contendo PBS para posteriornmécitg a imunohistoquimica.
Recuperacao antigénica:
-Colocar as laminas em racks contendo acido ci@2d% PH 6.00. Colocar a cuba no
microondas em potencia maxima e marcar 15 minatoada 3 minutos pausar o microondas
para completar o 4cido evaporado.
-Ao término do tempo pré-determinado, retirar aacdb forno, deixar esfriar por
aproximadamente 20 minutos.
-Retirar as laminas da cuba contendo acido citciglocar nas bandejas e pingar PBS sobre|as
laminas. Aspirar o0 excesso de PBS e instilar o (latyclonal Rabbit Anti-Human CD117 —
REF.: A4502 - Dako) na diluicdo de 1:150, e incutngrnight a 4-8 °C.
-Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar osercge PBS e instilar o Envision Rabbit
K4003 - Dako e incubar por 45 minutos.
-Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar csspcge PBS e instilar o DAB
(Diaminobenzidine tetra-hydrochloride — REF.: D-863Sigma)
Preparo do DAB:
10 ml de Trisma; 10 mg de DAB; 0,2 ml de H202 10%
-Instilar o DAB sobre as laminas e incubar dur&nteinutos.
-Lavar com H20 destilada abundantemente, contracora Hematoxilina, azulecer em H20
amoniacal, desidratar em 6 cubas com &lcool etlixsoluto, passar em 3 cubas contendo xilol
e por ultimo montar com resina permount.
-Rotular e entregar para ser analisada.
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ANEXO 3. Triptase

As triptases humanas compreendem uma familia degs@s séricas neutras tipo tripsina [séo
predominantemente encontradas nos mastocitos. udldosma enzimatica ativa, as triptases
presentes nos mastdcitos existem na forma de wémeto ndo covalente de 132kDa. Egsas
proteases ativas sdo capazes de degradar peptédeadivos intestinais, ativar pré-calicreinas e

gerar bradicininas e outros membros da mesma famitidos mediadores importan
envolvidos em fendmenos respiratorios, 0s quais [Ebicipantes ativos Nnos process
alérgicos das vias respiratérias. Os mastocitogs@ados por um grande namero de estimu
incluindo a presenca de antigenos, superéxidoseipes do complemento, neuropeptided
lipoproteinas, o que resulta na sua ativagdo eadaticdo. A identificacdo dos mastoci
através do uso das triptases tem sido Util naift=qao de infiltrados focais ou difusos ric
em mastdcitos, na identificagcdo de mastécitoscaspicom pouca granulacdo ou mesmo
metacromaticos, observados principalmente em lelasgenou ainda para a deteccao
infiltrados diminutos com predominio de mastécitos.
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Técnica - Triptase

Desparafinizacéo:

-Passar por 4 cubas contendo xilol durante 5 méncada.

-Passar por 4 cubas contendo alcool etilico.

-Deixar por 5 minutos em uma cuba contendo PBS.

-Passar por 2 cubas contendo PBS com H202 3% Sasicada.

-Passar por 1 cuba contendo PBS para posteriornmécitg a imunohistoquimica.
Recuperacao antigénica:

-Colocar as laminas em racks contendo acido ci@j2bd% PH 6.00. Colocar a cuba na pane
de presséo e colocar um pouco de acido citricanal@. (até +- a metade da cuba). Incubar
durante 8 minutos apds pegar pressao.

-Ao término do tempo pré-determinado, esperar abawalvula de seguranca da panela, ali
e retirar a cuba com as laminas, deixar esfriaapooximadamente 20 minutos.

-Retirar as laminas da cuba contendo acido citciglocar nas bandejas e pingar PBS sobre
laminas. Aspirar o0 excesso de PBS e instilar card Tryptase (MAB 1222 Ms X Hu Mast
Cell Tryptase - CHEMICON) na diluicdo de 1:15080ncubar overnight.

-Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar cssgoge PBS e instilar o “Post Primary
Block — Novocastra REF.:7159 e incubar por 30utas.

-Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar cssrcge PBS e instilar o “ Polymer
NovoLink — Novocastra REF.: 7161 e incubar por 30utos.

-Lavar as laminas com PBS com Tween, aspirar csspcge PBS e instilar o DAB
(Diaminobenzidine tetra-hydrochloride — REF.: D-363Sigma)

Preparo do DAB:
10 ml de Trisma; 10 mg de DAB; 0,2 ml de H202 10%
-Instilar o DAB sobre as laminas e incubar dur&teinutos.

-Lavar com H20 destilada abundantemente, contracora Hematoxilina, azulecer em H20
amoniacal, desidratar em 6 cubas com alcool etlixsoluto, passar em 3 cubas contendo X
e por ultimo montar com resina permount.
-Rotular e entregar para ser analisada.
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ANEXO 4. MASTOCITOS

Os mastocitos foram descritos pela primeira vez p[bwlich, em 1877. S&o célula

multifuncionais sendo a imunidade natural e addaid sua principal fungdo. As pesquisas mais rest

concentram-se no estudo dos fatores teciduais wWaped que controlam o nimero e fungdo

mastocitos, ja que suas propriedades sdo primsrdg@afungdes de defesa do organismo. Os mastd

derivam de células pluripotenciais da medula 6ssigiciam sua diferenciacdo sob a influéncia dorf:

de células troncostem cell factor— SCF) e da IL-3 de uma linhagem distinta dos mibogce
macréfagos e dos precursores dos granul8titos

Embora estas células mostrem muitas propriedadesohais, elas realmente possibilitaram
distinguidas usando critérios morfologicos. A idiicagcdo da imunoglobulina E: IgE (formada p
proteinas especificas destinadas a reacdes imucesdjge alta afinidade com receptores IgE
mastacitos foi instrumento para o conhecimento dmanismo de acdo e o papel destas célula
imediata resposta imunologica. Os mecanismos mesligibr Ig-E assim como indmeros out
estimulos, podem causar rapida liberacao de véaremfiadores da inflamacéo pelos mastécitos, sen
histamina o0 mais conhecido.

Os mastocitos sdo reconheciveis por métodos imaiméticos pela deteccao ¢
quimase/triptase. Na microscopia eletronica, s&etados granulos caracteristicos que estocam s
biogénicas, enzimas e proteoglicanos. Na céluldtaadas granulos sdo menores, ajustam sua form
ativacdo dos mastocitos depende de receptoresale #dlaixa afinidade para imunoglobulinaseffc
FcyRIl e FgRII, moléculas ligadas a imunoglobulina (intedéa, fragmentos do complemento) €
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Os mastécitos participam da iniciacdo da inflamagguda e da reparacao tecidual, bem como

promovem as reacdes de anafilaxia (agudas e tardiaginda, estdo associadas com condi
proliferativas como mastocitose e mastocitoma, ambkatadas em humanos e animais. Em murin
humanos a aquisicdo de receptores de superficanpanentes intracelulares que caracterizam €
células como maduras ou totalmente diferenciadasrr® por um processo gradual realizg
principalmente pelo SCF que se liga ao receptasitin-quinaseckit expresso na membrana d
mastacitos. O SCF é produzido por células endaefibroblastos e células epiteliais e age em ot
com diversas citocinas que incluem IL-3, IL-4, IL4B-10 e fator de crescimento neurakfve growth
factor — NGF). Os mastécitos sdo expostos continuamenteeguiencialmente a esses fatores
crescimento. Além de expressarem o recepkit os mastécitos expressameRt e FgRII/III nos
estagios iniciais de desenvolvimento antes de mxibia maturacdo granular completa para se
reconhecidos morfologicamefte

Durante a maturacdo de mastocitos cultivadositro, ha expressao de uma variedade
integrinas e receptores quimiotaticos. Essas misigéae superficie sdo importantes na determinag3
adesdo e migracdo dos mastécitos para os tecidopregdursores dos mastocitos migram da circulg

para os tecidos periféricos, onde se relacionaimamente com vasos sanglineos e linfaticos, ne
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periféricos e superficies epiteliais. A maturacd@s anastdcitos € altamente dependente dos fatores

microambientais produzidos pelos tecidos nos claisresideff.
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A morfologia dos mastocitos depende da sua logdiza No tecido conjuntivo s&o

arredondados, em aposicdo a vasos sdo alongadeside® e nas fibras dermais séo fusiformes,

estrelados ou filiformes. O mastdcito maduro é a#glala relativamente grande, fusiforme, poligonal

oval, de 15 a 2@m com citoplasma levemente eosinofilico contendmgjios no seu interior. O ndcleqg é

basofilico, levemente excéntrico e relativamentade, com 4 a fm de diametro e multiplos agregad
de cromatina. Um ou mais nucléolos podem estareptes. O mastdcito € caracterizado por gran
citoplasmaticos de 0,2 a 1;6n de diametro que ocupam 50 a 55% do citoplasmsesEgranulos
secretores caracterizam 0s mastécitos e possuearsdsv formas: espiralados, cristalinos, ou
particulas. Pode existir um formato predominante @ombinacéo deles. Os granulos caracteristic®s
mastdcitos humanos contém estruturas lamelares embranosas que estdo dispostas em 1
cilindricos semelhantes a papitos

Os mastdcitos humanos sao classificados principatmeela presenca de duas proteases ne
denominadas quimase e triptase. Possuem diversfdad®nal e esta relacionada com a morfologi
tamanhos dos granulos. Estes possuem proteinadpnur@ntemente a triptase e quimase
compreendem 25% das proteinas celulares.

Mastdcitos da pele, pulmdo, Gtero, tonsilas e mpressanmckit, CD9, CD29, CD43, CD44
CD49D, CD51, CD54, CD59 e CD830s mediadores produzidos e liberados pelos nitstdmossuen
diferentes atividades bioldgicas. Um mediador pedendltiplas funcdes, bem como varios deles po
ter fungdes similarés Os mediadores pré-formados incluem aminas biegéntomo histamina
serotonina (essa Ultima somente em ratos e camgadprenzimas (triptase, quimase, carboxipeptid
catepsina G, hidrolases acidas, fosfolipase, amjutigase e hexoaminodase) e proteoglicanos (hap
e sulfato de condroitina). Os mediadores sintetigadcluem IL1 a IL8, TNFe, IL-12, I1L-13, IL-15,
guimiocinas, fatores de crescimento e de angio@\MdSGF e PDGF). Liberam ainda produtos do &g
araquidonico como as prostaglandinas e os leunesie

A ampla variedade de mediadores liberados pelosémittss permite desenvolver e modu
diversos processos fisiol6gicos e patoldgicos. @&e anafilatica demonstra o poder dos mastocéa
iniciacdo da resposta inflamatéria; quando aprdanzente regulada e localizada, a ativacdo de
células é significativamente benéfitaOs mastécitos também estdo intimamente envolvios a
patogenia da inflamacédo aguda, principalmente liedmacdo da histamina: mediador de acéo ra
liberado imediatamente apés a acdo do estimulossgreprovoca contracdo das células endote
venulares e conseqiiente aumento da permeabilidsdelar e vasodilatagdo, tem destacada particip
no mecanismo de formacdo do edema inflamatérioindaa participam dos processos de fibros
remodelacdo tecidual. As éareas fibriticas possuroesso de mastocitos, muitos dos quais €
desgranulados. Embora a produgdo de colageno fibfoblastos € induzida por TNé&-e TGF$, a
histamina e heparina podem estimular o crescimgosdibroblastos, sintese de colageno e formacg
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