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Para ser grande, sé€ inteiro: nada

Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Poe quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda
Brilha, porque alta vive.

Ricardo Reis, in “Odes”
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RESUMO

Introducio: Em patologias gengivais, como a periodontite € a peri-implantite, existem
alteragdes ao nivel do tecido dsseo. Estudos recentes referiram um novo tipo de neovasos,

os vasos H, estes tém sido associados a fendmenos de regeneracio Ossea.

Objetivo primario: Observar histologica e ultraestruturalmente amostras gengivais de
peri-implantite e periodontite.
Objetivo secundario: Observar células endoteliais para posterior identificacao dos vasos

H.

Materiais e Métodos: Foram colhidas amostras gengivais de peri-implantite (n=10) e de
periodontite (n=3), esta colheita foi realizada para fins terapé€uticos. Algumas das
amostras foram preparadas para microscopia otica (MO), e as restantes para microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Para microscopia 6tica, as amostras foram fixadas em
formol a 10%, desidratadas em alcool com concentra¢des ascendentes, incluidas em
parafina, cortadas com um micrétomo e coradas por hematoxilina — eosina. Os cortes
foram observados em microscopio 6tico Olympus® CX41, com-ampliagdes de 10x, 20x
e de 40x. As amostras foram fotografadas com a camera DFK 33UX262 acoplada ao
adaptador Olympus® U-CMAD3, utilizando o software IC Capture 2.5. As restantes
amostras foram preparadas para serem observadas em MET de acordo com os protocolos
standard. Os cortes semi-finos foram realizados com faca de vidro e os ultrafinos com

faca de diamante. As observagdes foram realizadas no MET JEOL 1200EX.

Resultados: Tanto na periodontite, como na peri-implantite, foram observadas areas de
infiltrado inflamatério. Em MO observaram-se pequenos vasos com algum infiltrado
inflamatorio em redor dos mesmos e através de MET observaram-se células endoteliais
com espessamentos/duplicacoes da membrana basal e evidenciaram-se fibroblastos,

macrofagos e outras células inflamatorias, tais como linfocitos e plasmocitos.

Conclusdes: As amostras de peri-implantite evidenciaram maior infiltrado inflamatdrio
comparativamente as amostras de periodontite. As células endoteliais apresentaram

alteragOes ultraestruturais em ambas as patologias.

Palavras-chave: gengivite; periodontite; peri-implantite; vasos do tipo H.






ABSTRACT

Introduction: In gingival pathologies such as periodontitis and peri-implantitis, there are
changes in bone tissue. Recent studies have reported a new type of neovessel, the H-

vessel, which has been associated with bone regeneration phenomena.

Main aim: Histological and ultrastructural observation of gingival samples of peri-
implantitis and periodontitis.

Secondary aim: Observe endothelial cells for later identification of H vessels.

Materials and Methods: Gingival samples from peri-implantitis (n=10) and
periodontitis (n=3) were collected for therapeutic purposes. Some of the samples were
prepared for optical microscopy (OM) and the rest for transmission electron microscopy
(TEM). For optical microscopy, the samples were fixed in 10% formaldehyde, dehydrated
in alcohol with ascending concentrations, embedded in paraffin, cut with a microtome
and stained with haematoxylin-eosin. The sections were observed under an Olympus®
CX41 optical microscope at 10x, 20x and 40x magnification. The samples were
photographed with the DFK 33UX262 camera coupled to the Olympus® U-CMAD?3
adapter, using IC Capture 2.5 software. The remaining samples were prepared for
observation in TEM according to standard protocols. Semi-thin sections were cut with a
glass knife and ultra-thin sections with a diamond knife. The observations were made on

the JEOL 1200EX TEM.

Results: Both periodontitis and peri-implantitis showed areas of inflammatory infiltrate.
In OM, small vessels were observed with some inflammatory infiltrate around them and
TEM showed endothelial cells with thickening/doubling of the basement membrane and
evidence of fibroblasts, macrophages and other inflammatory cells such as lymphocytes

and plasma cells.

Conclusions: The peri-implantitis samples showed a greater inflammatory infiltrate than
the periodontitis samples. The endothelial cells showed ultrastructural alterations in both

pathologies.

Keywords: gingivitis; periodontitis; peri-implantitis; type H vessels.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

1.1. Periodonto e area peri-implantar

O periodonto ¢ composto pela gengiva, ligamento periodontal (LPD), cemento e
osso alveolar. As suas principais fungdes sao a fixa¢ao e suporte do dente, bem como a
protecdo das estruturas adjacentes da microflora oral (Tribble & Lamont, 2010).

Segundo a European Federation of Periodontology (EFP) e a American Academy
of Periodontology (AAP), a saude periodontal deve ser definida como um estado livre de
doenca periodontal inflamatéria, baseada na auséncia de doenga, como gengivite,
periodontite ou outras condi¢des periodontais (Chapple et al., 2018).

Em condigdes normais, nao hé diferencas visuais entre os tecidos peri-implantares
e os periodontais. No entanto, a profundidade de sondagem nos locais de implante &,
geralmente, maior quando comparada a sondagem dos dentes. As papilas nos locais
interproximais de um implante podem ser mais curtas que as dos locais interproximais
dos dentes (Berglundh et al., 2018).

A mucosa peri-implantar saudavel € composta por um substrato de tecido
conjuntivo (TC), revestido por um epitélio queratinizado (mucosa mastigatoria) ou nao
queratinizado (mucosa de revestimento). Nesta, hd auséncia de sinais clinicos de
inflamacdo, como edema ou eritema, auséncia de sangramento e/ou supuragdo a
sondagem, nenhum aumento na profundidade de sondagem e auséncia de perda dssea
excluindo a remodelacdo Ossea inicial. A componente da parte intradssea do implante esta
em contacto com o osso mineralizado, enquanto a por¢ao restante estd voltada para
estruturas vasculares ou tecido fibroso, sendo que a por¢do coronal € revestida por um
epitélio sulcular e um fino epitélio juncional; no segmento mais apical o TC estd em
contacto direto com a superficie do implante (Araujo & Lindhe, 2018; Berglundh et al.,
2018).

A saude do tecido peri-implantar pode existir em torno dos implantes com suporte
osseo reduzido (Berglundh et al., 2018).

Em comparacdo com o periodonto, os tecidos peri-implantares ndo possuem
cemento nem ligamento periodontal (Figura 1). O epitélio peri-implantar €, geralmente,
mais largo e no TC nao hd inser¢do de fibras na superficie do implante. Os tecidos peri-
implantares sao menos vascularizados na regido entre a crista 0ssea e o epitélio juncional

quando comparados com a zona de TC do periodonto (Berglundh et al., 2018).
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A Importancia dos Vasos do Tipo H nas Condigées Inflamatorias da Gengiva e sua Caracterizagdo
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Figura 1 - Representagao da estrutura do dente, implante e estruturas adjacentes (Adaptado de Ebenezer et
al., 2021).

1.2. Caracterizacao do tecido gengival

O tecido gengival € constituido por tecido epitelial e TC (Lindle & Lang, 2015).

O tecido epitelial ¢ estratificado pavimentoso queratinizado em regides de gengiva
aderida e ndo queratinizado na gengiva livre. As células que formam este tecido
denominam-se queratinocitos (Katchburian & Arana, 2004; Lindle & Lang, 2015), que
possuem numerosas juncdes celulares, os desmossomas. Os desmossomas sdo discoides
e estdo ancorados através de filamentos intracelulares, as tonofibrilas, que surgem na
célula e projetam-se para a superficie, onde se fixam e participam na jungao celular
(Avery & Chiego, 2006; Katchburian & Arana, 2004).

No epitélio oral, para além dos queratindcitos também existem as células chamadas
de nao-queratindcitos, sendo que fazem parte de 10% das células do epitélio. Sao estas as
células de Langerhans, as células de Merckel e os melanocitos (Berkovitz et al., 2004;
Katchburian & Arana, 2004).

No TC as principais células presentes sdo os fibroblastos e algumas células de
defesa como macrofagos, neutrofilos, linfocitos e plasmocitos (Junqueira & Carneiro,
2013; Nanci & Bosshardt, 2006).

As células de Langerhans sdo células dentriticas que tém como fun¢do serem
apresentadoras de antigénios (Berkovitz et al., 2004; Katchburian & Arana, 2004), estas
tém a capacidade de captar antigénios, processa-los e posteriormente apresenta-los aos
linfocitos T (Berkovitz et al., 2004; Junqueira & Carneiro, 2013). Em relacao a sua
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morfologia, possuem granulos em forma de bastdo que lhes sdo caracteristicos, chamados
de granulos de Birbeck (Berkovitz et al., 2004).

As células de Merckel possuem uma fungdo recetora nervosa, estando por isso
frequentemente adjacentes a terminagdes nervosas. Em termos morfologicos, o nucleo ¢
invaginado e o citoplasma contém multiplas mitocondrias, ribossomas e numerosas
vesiculas (Berkovitz et al., 2004; Katchburian & Arana, 2004).

Os melanécitos sao células responsaveis por produzir pigmento, sendo deste modo
responsaveis pela cor escura de certas areas do epitélio que reveste a cavidade oral,
principalmente a gengiva aderida. Estas células possuem prolongamentos citoplasmaticos
com numerosos graos de melanina que acabam por ser fagocitados pelos queratinocitos,
chegando assim ao citoplasma dos mesmos (Berkovitz et al., 2004; Junqueira & Carneiro,

2013; Katchburian & Arana, 2004).

Os fibroblastos sao as células mesenquimais mais comuns no TC; estas sintetizam
colagénio, elastina e outras macromoléculas da matriz para suporte estrutural do TC, tais
como, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas de adesdo (Freundlich et al.,
1986; Junqueira & Carneiro, 2013). Além disso, também produzem fatores de
crescimento que controlam a proliferagdo e a diferenciacdo celular. Apresentam uma
forma alongada, fusiforme, com finos e abundantes prolongamentos citoplasmaticos; ja
o nucleo possui uma forma ovoide, grande e fracamente corado, com cromatina fina e
nucléolo proeminente (Junqueira & Carneiro, 2013; Katchburian & Arana, 2004).

O seu citoplasma ¢ basofilo e possui um proeminente reticulo endoplasmatico
rugoso e um aparelho de Golgi muito desenvolvido, o seu citoplasma contém vesiculas,
vacuolos e mitocondrias com poucos microfilamentos ou filamentos intermediarios e
raros contactos intercelulares (Drake et al., 2003; Junqueira & Carneiro, 2013;
Katchburian & Arana, 2004).

Quando os fibroblastos terminam a sintese da maioria do material extracelular,
tornam-se relativamente inativos, sendo denominados fibrdcitos, que sdo, portanto,
fibroblastos metabolicamente quiescentes, em repouso. Estes sdo menores e mais
alongados e possuem um nticleo também mais alongado, menor e denso, uma vez que a
cromatina se encontra mais condensada. O seu citoplasma tem menor quantidade de
reticulo endoplasmaético rugoso. Contudo, os fibrdcitos podem voltar a sua fase ativa de
fibroblastos (Junqueira & Carneiro, 2013; Katchburian & Arana, 2004).

Os macrdéfagos sao células fagociticas que atuam como elementos de defesa; estas

células tém origem em mondocitos, que por sua vez derivam da medula ossea, além disso,
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participam nas reagdes imunologicas como células apresentadoras de antigénios
(Berkovitz et al., 2004; Katchburian & Arana, 2004).

As caracteristicas morfoldgicas dos macrofagos sdo muito variaveis e dependem da
sua atividade funcional e do tecido onde se encontram, caracterizando-se por terem uma
superficie irregular com protrusdes e reentrancias (Junqueira & Carneiro, 2013). Estas
células contém apenas um nucleo geralmente em forma de rim, que ¢ delimitado por uma
membrana dupla (Katchburian & Arana, 2004). O seu citoplasma pode formar extensoes
finas e alongadas e contém diversas estruturas como mitocondrias, apesar de pouco
numerosas, um complexo de Golgi bem desenvolvido, um reticulo endoplasmético
proeminente, lisossomas, que contém uma variedade de hidrdlases e enzimas digestivas
para degradar substancias, fagossomas e vacuolos endociticos (Avery & Chiego, 2006;
Junqueira & Carneiro, 2013; Katchburian & Arana, 2004). A sua superficie celular é
bastante pregueada, constituindo assim uma grande area de membrana plasmatica, que
apresenta dobras e projecdes plasmaticas (Katchburian & Arana, 2004).

Os macrofagos podem ter denominagdes diferentes, dependendo da sua localizacao,
tais como: células de Kupffer no figado, células de Langerhans na pele, microglia no
sistema nervoso central e osteoclastos no tecido 6sseo (Junqueira & Carneiro, 2013). No
seu estado inativo denominam-se histiocitos (Berkovitz et al., 2004).

Os neutrofilos sao um tipo de leucocito e caracterizam-se pela sua capacidade de
cercar e fagocitar corpos estranhos, este processo faz parte da resposta imunitaria inata
do corpo a patdgenos bacterianos ou fungicos (Malech et al., 2014). Estes sdo células
arredondadas polimorfonucleares, com ntcleos formados por dois a cinco l6bulos, o seu
citoplasma apresenta granulos especificos (constituidos por enzimas) e lisossomas (que
contém proteinas e péptidos) (Junqueira & Carneiro, 2013).

No seu estado final de diferenciacdo, os neutrdfilos apresentam um reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi pouco desenvolvidos, e também possuem
poucas mitocondrias (Junqueira & Carneiro, 2013).

Os linfocitos sdo responsaveis pela defesa imunologica do organismo. Estas células
reconhecem moléculas estranhas existentes em diferentes agentes infeciosos,
combatendo-os por meio de resposta humoral (produgdo de imunoglobulinas) e resposta
citotoxica mediada por células. Estes circulam nos vasos linfaticos e também na corrente

sanguinea (Avery & Chiego, 2006; Junqueira & Carneiro, 2013).
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Os linfocitos sdo caracterizados por nucleos esféricos extensos, com pouco
citoplasma eosinéfilo, pobre em organelos (Junqueira & Carneiro, 2013; Orakpoghenor
etal., 2019).

Existem dois tipos principais, os linfécitos B e T, de acordo com os recetores que
possuem na sua membrana. Os linfocitos B tém imunoglobulinas, ja os recetores dos
linfécitos T sdo moléculas proteicas chamadas T-cell receptors (TCR) (Junqueira &
Carneiro, 2013).

Quando os linfécitos B sdo ativados por antigénios, diferenciam-se em plasmacitos
(Junqueira & Carneiro, 2013).

Os plasmécitos sdo escassos no tecido conjuntivo normal, no entanto sio
abundantes em inflamacdes cronicas tal como os linfocitos e macréfagos (Junqueira &
Carneiro, 2013).

Estas sdo células grandes que apresentam um citoplasma basofilo com um reticulo
endoplasmatico bem desenvolvido, uma vez que produzem anticorpos. O nucleo ¢

esférico e possui granulos cromatinicos (Junqueira & Carneiro, 2013).

1.2.1. Componentes celulares e especificidades dos principais organelos
celulares

O nucleo ¢ a estrutura que tem o controlo de toda a atividade celular. Existem dois
tipos de cromatina, a heterocromatina e a eucromatina. A heterocromatina ¢ mais escura,
uma vez que as cadeias de acido desoxirribonucleico (ADN) estdo muito compactadas e
desta maneira a cromatina € mais inativa. Ao contrario da eucromatina, que € uma regiao
mais clara, as cadeias de ADN estdo menos compactadas e por isso ¢ possivel existir a
transcri¢do dos genes, sendo deste modo uma regido mais ativa (Junqueira & Carneiro,
2013).

Os corpos nucleares sdo estruturas que se encontram no nucleo, mas nao se
encontram ligadas a membrana nuclear e concentram fatores nucleares especificos, como
por exemplo proteinas e RNA (Stan¢k & Fox, 2017).

A membrana plasmatica ¢ formada essencialmente por duas camadas
fosfolipidicas e tem como principal fungdo a manutencao do meio intracelular (Junqueira
& Carneiro, 2013).

O citoesqueleto ¢ formado por uma rede de filamentos que tem como funcdo
possibilitar o movimento da célula, dos seus organelos, bem como a contragao celular.

Os filamentos podem apresentar um tamanho variado, sendo os microfilamentos
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compostos por actina € miosina, € os filamentos intermediarios por queratinas, vimentina
e desmina (Junqueira & Carneiro, 2013).

As mitocondrias sdo organelos alongadas compostas por dois espacos celulares, a
matriz € espago intermembranar, os quais sdo delimitados pelas duas membranas
fosfolipidicas, a membrana externa ¢ a membrana interna. A membrana interna
mitocondrial ¢ estruturalmente organizada em invaginagdes, denominadas de cristas
mitocondriais, as quais podem ser reorganizadas quando estimuladas. Esta reorganizacao
pode ser desencadeada, por exemplo, por sinais apoptoticos (Protasoni & Zeviani, 2021).

As mitocondrias distribuem-se por diversos locais, mas tendem a acumular-se nas
regides do citoplasma onde existe maior gasto de energia. Estas transformam energia
quimica em energia acessivel a célula, sendo que metade dessa energia ¢ armazenada em
ligagdes fosfato da adenosina trifosfato (ATP), a outra metade ¢ libertada sob a forma de
calor, mantendo desta maneira a temperatura corporal (Junqueira & Carneiro, 2013).

O reticulo endoplasmatico ¢ constituido por uma membrana continua que forma
uma rede de canais. Existe o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que possui
polirribossomas responsaveis pela sintese de proteinas, sendo abundante em células com
elevada sintese proteica, tais como os fibroblastos e os plasmocitos. J& o reticulo
endoplasmatico liso (REL) ndo possui ribossomas, apenas uma membrana continua com
o RER, este participa em varios processos tais como a sintese de fosfolipidos (Junqueira
& Carneiro, 2013).

O complexo de Golgi ¢ um grupo de vesiculas que completam as alteragdes pos-
tradug¢do, e posteriormente encaminha as moléculas para vesiculas de secre¢do ou

lisossomas (Junqueira & Carneiro, 2013).

1.3. Doenca periodontal
A doenga periodontal consiste numa condigdo inflamatéria cronica, nado
transmissivel, de causa multifatorial que resulta da interagdo do biofilme bacteriano
especifico e da resposta imunoinflamatdria do hospedeiro. A doenga periodontal engloba

a gengivite e a periodontite (Holde et al., 2017).
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1.3.1. Gengivite
As bactérias comensais desempenham um papel ativo na manutencdao do tecido
gengival. A perda da homeostase bacteriana do hospedeiro leva ao aumento da carga
bacteriana que, por sua vez, aumenta a inflamagao gengival (Irie et al., 2014).
Clinicamente, a gengivite ¢ indolor e ¢ caracterizada por edema, hemorragia e sem
perda de inser¢do. Além disso, ¢ uma condicdo reversivel se o biofilme for removido;
contudo, se ndo for tratada, a gengivite pode evoluir para periodontite (Baskaradoss,

2018).

1.3.2. Periodontite

A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria cronica complexa caracterizada por uma
inflamac¢ao microbiana mediada pelo hospedeiro que resulta na perda de suporte tecidual
periodontal; manifesta-se através de perda de insercdo clinica e perda dssea alveolar
avaliada radiograficamente, presenga de bolsas periodontais e hemorragia gengival
(Figura 2) (Papapanou et al., 2018).

Esta doenga ¢ causada por varios fatores que interagem entre si (Loos & Van Dyke,
2020; Tonetti et al., 2018). Estes fatores incluem: fatores genéticos e epigenéticos, estilo
de vida, comorbilidades, fatores locais ou dentarios e patobiontes num biofilme
subgengival disbiotico (Loos & Van Dyke, 2020). A Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermédia, Tannerella forsythia, Treponema denticola estdo entre os agentes
microbianos etiologicos da periodontite (Haffajee & Socransky, 2006).

Existem alguns fatores que tém influéncia na periodontite tais como: idade,
escolaridade, tabagismo e diabetes mellitus (Botelho et al., 2019; Nazir et al., 2020;
Relvas et al., 2022).

Em 2019, a prevaléncia de periodontite na populagio adulta da regido sul da Area
Metropolitana de Lisboa, foi de 59,9% (Botelho et al., 2019). Em 2022, na populacao
adulta do Norte de Portugal, a prevaléncia de satde periodontal foi de 24,5%, de gengivite
foi de 26,9% e de periodontite foi de 48,6% (Relvas et al., 2022).
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Figura 2 - Disbiose microbiota nas doencas periodontais (Hajishengallis, 2015).

1.4. Doenc¢a peri-implantar
As lesdes inflamatdrias que por vezes se desenvolvem nos tecidos que estdo em
redor dos implantes sdo denominadas doengas peri-implantares. As doengas peri-
implantares incluem a mucosite peri-implantar e a peri-implantite. A gengivite ¢ a
periodontite afetam o periodonto dos dentes naturais, enquanto a mucosite peri-implantar

e a peri-implantite afetam os tecidos moles e duros que rodeiam os implantes dentarios

(Caton et al., 2018).

1.4.1. Mucosite peri-implantar

A mucosite peri-implantar € uma lesdo inflamatoria dos tecidos moles ao redor de
um implante dentario sem perda de osso de suporte (Lindhe & Meyle, 2008). A lesao ¢
caracterizada por um infiltrado de células inflamatdrias presente no TC adjacente ao
epitélio de barreira (Gualini & Berglundh, 2003).

A principal caracteristica clinica da mucosite ¢ a hemorragia a sondagem, no
entanto, o eritema, edema e supuracdo também podem estar presentes (Berglundh et al.,
2018; Lindhe & Meyle, 2008). Existe auséncia de perda 6ssea, além da resultante

remodelagdo oOssea inicial, contudo, observa-se um aumento da profundidade de
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sondagem devido ao edema ou diminuicao da resisténcia a sondagem (Berglundh et al.,
2018).

O principal fator de risco identificado como indicador de risco para a mucosite peri-
implantar ¢ a acumulacao de biofilme, sendo que esta interrompe a homeostase na
interface implante-mucosa; no entanto, ¢ uma condicao reversivel (Berglundh et al., 2018;
Heitz-Mayfield & Salvi, 2018). O tabagismo e a radioterapia sdo considerados também
fatores de risco (Heitz-Mayfield & Salvi, 2018).

Sabe-se que 80% dos individuos reabilitados com implantes e 50% dos locais de
implante exibiram mucosite peri-implantar (Lindhe & Meyle, 2008).

Se a mucosite ndo for revertida podera ser considerada um precursor para a peri-

implantite (Heitz-Mayfield & Salvi, 2018).

1.4.2. Peri-implantite

A peri-implantite ¢ uma condigdo patologica que ocorre nos tecidos ao redor dos
implantes dentarios, caracterizada por inflamacdo no TC peri-implantar e perda
progressiva do osso de suporte (Lindhe & Meyle, 2008; Schwarz et al., 2018). Esta pode
progredir de forma ndo linear e rdpida (Schwarz et al., 2018).

Para diagnosticar a peri-implantite devem ser considerados parametros clinicos e
radiogréficos, tais como a profundidade de sondagem, hemorragia a sondagem e perda
Ossea peri-implantar. A altera¢do do nivel 6sseo € o parametro mais fidedigno para definir
a peri-implantite (Giraldo et al., 2018; Lee et al., 2017).

As evidéncias sugerem que a perda progressiva da crista 6ssea ao redor dos
implantes, na auséncia de sinais clinicos de inflamagao dos tecidos moles, ¢ um evento
raro (Schwarz et al., 2018). J4 a hemorragia a sondagem ¢ um sinal de inflamacao cuja
presenca continua pode causar perda de osso de suporte (Lindhe & Meyle, 2008).

Existem algumas evidéncias limitadas que ligam a peri-implantite a outros fatores,
como: presenca de cimento submucoso, auséncia de mucosa queratinizada peri-implantar
e posicionamento dos implantes que dificultam a higiene oral e manutengdo (Schwarz et
al., 2018).

Existe um risco aumentado de desenvolver peri-implantite em pacientes com
historico de periodontite (Berglundh et al., 2018; Lindhe & Meyle, 2008; Schwarz et al.,
2018), pouco cuidado na manutengdo apds a coloca¢do de implantes (Berglundh et al.,
2018; Schwarz et al., 2018), habitos tabagicos (Renvert & Quirynen, 2015) e pacientes

com distarbios metabdlicos sistémicos (Figura 3), como ¢ o caso da obesidade,
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dislipidemia, diabetes mellitus ou artrite reumatoide (Gasmi Benahmed et al., 2022;

Renvert & Quirynen, 2015).
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Figura 3 - Relagdo bidirecional entre peri-implantite ¢ doengas metabdlicas (Gasmi Benahmed
et al., 2022).

O Médico Dentista deve realizar sondagem para vigiar a zona peri-implantar e
diagnosticar precocemente alguma patologia (Lindhe & Meyle, 2008).

O tratamento nao cirrgico de lesdes peri-implantares ¢ imprevisivel. No tratamento
cirirgico o objetivo € obter acesso a superficie do implante para desbridamento e
descontaminagdo, a fim de alcancar a resolu¢do do processo inflamatério (Lindhe &
Meyle, 2008).

Reduzir as particulas de titanio libertadas no tecido peri-implantar por fricgdo e/ou

corrosdo eletroquimica pode ajudar a prevenir a peri-implantite (2=} et al., 2023).

1.5. Inflamacgao
A inflamacdo ¢ um conjunto de respostas fisioldgicas protetoras a patdgenos e
consiste no recrutamento de leucocitos para areas de infecao. A inflamacao pode eliminar
os patdgenos e ser resolvida, levando a cicatrizacdo dos tecidos, ou permanecer nao
resolvida, desencadeando processos patoldgicos nos orgaos (Arulselvan et al., 2016; Paul

etal., 2021).
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A doenga periodontal desencadeia a produg¢ao de mediadores inflamatérios. Esses
processos levam a perda da estrutura e funcao do tecido (Paul et al., 2021).

Na peri-implantite estdo presentes macrofagos, linfocitos B, linfocitos T e células
plasmaticas (Fretwurst et al., 2021). No entanto, os macréfagos também desempenham
um papel importante na homeostase 6ssea € na integragdo 6ssea em redor dos implantes
dentarios (Miron & Bosshardt, 2016).

Os macrofagos podem ser induzidos a assumir diferentes fendtipos e a tornarem-se
protagonistas da progressao ou resolucdo da doenca (Stoger et al., 2012). Os fenotipos
Ml e M2 s3ao conhecidos por serem pro-inflamatorios e anti-inflamatérios,
respetivamente (Garlet & Giannobile, 2018).

A expressao do fenotipo M1 € significativamente maior em locais de peri-implantite
quando comparadas com locais de periodontite (Galarraga-Vinueza et al., 2021), sendo
também associada a gravidade da peri-implantite (Garaicoa-Pazmino et al., 2019). Este,
para além de ser pré-inflamatorio, também ¢ um indutor de efeitos osteoliticos (Garaicoa-
Pazmino et al., 2019).

J& o fendtipo M2 tem a capacidade de desencadear respostas angiogénicas € a
expressdo do fator de crescimento endotelial pode acelerar a resolucdo da inflamacao
(Feito et al., 2019).

A inflamacao periodontal esta associada a um aumento dos fenotipos M1 e M2 dos
macrofagos, nos quais uma mudanga fenotipica de M2 para M1 pode ser um mecanismo
mediador do dano ao tecido periodontal, incluindo a perda ossea alveolar (Yu et al.,
2016).

As lesdes de peri-implantite progridem mais rapidamente do que as lesdes de
periodontite devido a quantidade e expressao fenotipica de macréfagos (Fretwurst et al.,

2020; Schwarz et al., 2018).

1.6. Vasos sanguineos
Os vasos sanguineos sdo formados por vérias camadas, as tinicas (Figura 4). A
tinica mais interna, a tunica intima, consiste no endotélio e numa fina camada de TC
laxo, sendo que no caso das artérias existe ainda uma lamina elastica interna a separar
esta tinica da tinica média. A camada intermedidria, tinica média, ¢ composta
essencialmente por células musculares lisas em camadas concéntricas, sendo que mais

uma vez, nas artérias existem laminas de material elastico. Por fim, a tinica adventicia, ¢
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constituida por TC, colagénio do tipo I e fibras elasticas. Nos capilares apenas esta

presente a tlnica intima (Junqueira & Carneiro, 2013).

Tunica
Adventicia

Tecido conjuntiva

Tinica
Meédia

Tanica |
Intima |

Figura 4 - Tunicas (Adaptado de Pan et al., 2022).

O endotélio vascular ¢ a estrutura mais interna que reveste as paredes internas das
artérias, capilares e veias (Kriiger-Genge et al., 2019).

As células endoteliais (CEs) sdo células polarizadas e a sua forma ¢ variada, mas
geralmente sdo finas e alongadas, possuem aproximadamente 30 a 50 pm de
comprimento, 10 a 30 um de largura e uma espessura de 0,1 a 10 um. As CE sao
orientadas ao longo do eixo do vaso na parede do vaso sanguineo para minimizar as forcas
exercidas pelo sangue em circulacao (Lee et al., 1999).

Existem células, os pericitos, que envolvem regides das células endoteliais. Estes
encontram-se envolvidos numa lamina basal prépria, no entanto, por vezes ¢ dificil a
distingdo da lamina basal das CEs. Os pericitos participam no processo de reparacao dos
tecidos, uma vez que tém a capacidade de se diferenciar e formar novos vasos sanguineos
ou até¢ mesmo células do TC (Junqueira & Carneiro, 2013).

As CEs regulam, em coordenagdo com as cé€lulas musculares lisas vasculares, o
fluxo sanguineo para os tecidos, em conjunto com outros elementos que circulam dentro
e fora dos tecidos e com a vasorregulacao local (Michiels, 2003).

O endotélio controla ativamente o grau de constri¢ao vascular, o extravasamento de
solutos, fluidos, hormonas ¢ macromoléculas (Mehta & Malik, 2006), bem como de

plaquetas e células sanguineas (Kriiger et al., 2013).
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Em condigdes fisiologicas normais, a CE permanece em estado de repouso. No
entanto, em resposta a lesdes teciduais ou condi¢des de hipoxia, as CEs podem formar

novos vasos, um processo chamado angiogénese (Carmeliet & Jain, 2011).

1.6.1. Angiogénese

O processo de angiogénese, definido como a formagao de novos vasos sanguineos
a partir de vasos preexistentes, tem um papel importante na reparagdo, expansao e
remodelagdo tecidual em processos fisioldgicos, como cicatrizagdo de feridas (Barrientos
et al., 2008; Bikfalvi, 2017), ovulagdo ¢ desenvolvimento embrionario, ¢ em varias
patologias, incluindo tumores, aterosclerose, inflamacdo cronica (Bikfalvi, 2017) ou
diabetes mellitus (Ribot et al., 2017).

Durante a angiogénese, uma inflamagao local moderada contribui para a formacao
dos vasos, enquanto uma inflamagdo sistémica dificulta o seu desenvolvimento (Liu et
al., 2020).

A angiogénese ¢ dependente das interagdes essenciais entre CEs, pericitos (Blocki
et al., 2018), células inflamatdrias como macrdofagos (Beyer et al., 2018) e outras células
adjacentes associadas com a matriz extracelular (MEC) e a membrana basal (MB)
vascular (Hughes, 2008).

A primeira etapa envolve a abertura dos capilares existentes e a degradagdo parcial
dos capilares circundantes. Ao iniciar este processo, as CEs adotam uma fun¢do
proteolitica e comegam a quebrar a MB através de metaloproteinases de matriz (MMPs).
MMP e seus inibidores enddgenos, inibidores tecidulares das MMPs (ITMPs), regulam a
degradacdo da matriz extracelular, remodelacdo, adesdo celular e crescimento celular.
Nesse processo, as CEs perdem o contacto com a lamina da MB e ficam expostas ao
colagénio, ativando cascatas de sinalizagcdo responsaveis pela reorganizagao e formagao

de novos vasos (Figura 5) (Hughes, 2008).
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Figura 5 - Angiogénese: A - vaso sanguineo em repouso; B - Degradagdo da membrana basal e
descolamento celular; C - Proliferacdo ¢ migracdo celular; D - Fusdo e maturacdo dos vasos (Adaptado de
Kriiger-Genge et al., 2019).

A

Os vasos do tipo H sdo um subtipo de vasos sanguineos que se distribuem
essencialmente pela metafise dos ossos (Kusumbe et al., 2014; Langen et al., 2017) e que
sdo anastomosados por ansas ou arcos distais a outros vasos, cuja organiza¢ao tem aspeto
colunar (Kusumbe et al., 2014).

Estes sdo essenciais na modulagdo da formacdo e regeneragdo 6ssea, aumentando
a massa Ossea e acelerando a sua formagdo (Peng et al., 2020) - tendo um papel
importante na osteogénese e angiogénese (Zhang et al., 2020). Deste modo, os vasos do
tipo H podem ser encontrados preferencialmente em zonas osteogénicas, onde se
encontram circundados por focos precursores osteogénicos e adjacentes as areas de
crescimento e remodelagdo dssea (Marger et al., 2022).

Os vasos do tipo H t€ém uma elevada tendéncia para se diferenciarem em artérias
que criam a base para uma rede vascular no defeito dsseo. Para além disso, a existéncia
de osteoprogenitores de fator de transcricdo relacionado a Runt-2 (Runx2) e Osterix
(Osx), que se localizam em redor dos vasos, contribuem também para a regeneracao dssea
(Kusumbe et al., 2014; Zhang et al., 2020).

As células Glil"™ sdo uma subpopulag¢do de células estaminais mesenquimatosas
(CEMs), espacialmente relacionadas com os vasos tipo H, que acoplam e regulam a
vasculatura. Na ocorréncia de um defeito 6sseo, surge um aumento de vasos do tipo H,
bem como um recrutamento de células Glil" para a area de cicatrizagdo - o que sugere
que estas cé€lulas emergem e orientam a formacdo da vasculatura do tipo H no osso
reparado (Chen et al., 2020).

Durante a ostedgenese, as CEs vasculares do tipo H secretam fatores como Noggin

e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que estimulam a proliferacdo e
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diferenciagdo de osteoprogenitores, contribuindo para a regulacao deste processo (Zhang
et al., 2020).
O numero de vasos H no tecido 6sseo diminui tendencialmente com a idade, no

entanto o mecanismo subjacente a esta reducao ainda nao € claro (He et al., 2022).

1.7. Morte celular

A morte celular caracteriza-se pela degeneracao irreversivel das fungdes celulares
vitais, tais como a produgao de ATP (Galluzzi et al., 2018).

Existem varios tipos de morte celular, a morte celular acidental (necrose) e a
regulada (apoptose) (Junqueira & Carneiro, 2013).

A morte celular acidental ocorre de forma nao controlada e existe quebra da
membrana plasmatica causada por fatores fisicos, quimicos ou mecanicos externos
(Galluzzi et al., 2018). A necrose ¢ caracterizada pela perda de integridade da membrana
plasmatica e libertagdo para o espago extracelular de contetdos intracelulares, estes
ativam respostas imunes, apds a fagocitose dos macréfagos, o que pode desencadear
reacdes inflamatorias (Galluzzi et al., 2018; Junqueira & Carneiro, 2013).

A morte celular regulada resulta na ativagdo de modulos de transdugdo de sinal,
podendo ser influenciada farmacologicamente ou geneticamente. Nao ocorrendo
perturbagdes da homeostase (Galluzzi et al., 2018). Na apoptose, a morte celular é
regulada e executada por enzimas, as caspases, estas possuem atividade catalitica e sdo
responsaveis pela fragmentagdo do DNA (Nagata, 2005) e formagdo de corpos
apoptoticos (Sebbagh et al., 2001).

A apoptose possui caracteristicas morfoldgicas especificas, tais como,
fragmentacdo celular, nuclear e picnose; inicialmente pode haver preservacdo da
integridade da membrana plasmatica e posteriormente pode ocorrer eliminagao por agao
dos macrofagos ou outro tipo de células fagociticas. Este ultimo processo denomina-se
eferocitose, ndo promovendo assim a inflamacao (Galluzzi et al., 2018).

Existe a apoptose intrinseca, que ¢ iniciada por perturbagdes microambientais
extracelulares ou intracelulares (Galluzzi et al., 2018), como danos no DNA ou alteragdes
mitrotubulares (Czabotar et al., 2014), e que se caracteriza pela permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial de maneira irreversivel e generalizada (Galluzzi et al.,
2016). Esta pode ser desencadeada pela familia de proteinas BCL-2, levando a uma

libertagdo 1irreversivel de proteinas do espago intermembranar para o citosol,
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nomeadamente o citocromo C. Este por sua vez, ativa as caspases que clivam proteinas
vitais ao normal funcionamento da célula, levando a sua morte (Kale et al., 2018).
J& a apoptose extrinseca ¢ iniciada por perturbagdes microambientais extracelulares

que sao detetadas por recetores da membrana plasmatica (Galluzzi et al., 2018).

1.8. Objetivos
O presente estudo tem como objetivo primario observar histologica e
ultraestruturalmente amostras gengivais de peri-implantite e de periodontite. Sendo o

objetivo secundario observar células endoteliais para posterior identificacao dos vasos H.

30



Materiais e Métodos

Il. MATERIAIS E METODOS

2.1. Ktica

Este projeto foi avaliado e aprovado pela comissdo de Etica Egas Moniz (processo
interno n° 1176 — anexo 6).

A identificag¢do dos pacientes foi substituida por um co6digo de maneira a garantir
confidencialidade e anonimato.

Todas as amostras foram recolhidas por motivos terapéuticos previamente
programados, tais como o tratamento periodontal cirirgico e tratamento de peri-
implantites. Todas as intervengdes foram realizadas sob condi¢des estritamente estéreis e
utilizando anestesia local (articaina 72 mg + epinefrina 0,009 mg / 1,8 mL), em doses

minimas necessarias para o procedimento.

2.2. Local de realizacao do estudo
O presente estudo foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletronica e
Histopatologia (Cmicros) e no Laboratorio de Morfologia (Morphology Lab) do Centro
de Investigacao Interdisciplinar da Egas Moniz (CiiEM).

2.3. Critérios de inclusao
e Amostras provenientes de pacientes com peri-implantite e/ou periodontite;
e Amostras fixadas imediatamente apos a colheita;
e Amostras recolhidas de pacientes que deram consentimento informado;

e Para MO, amostras com dimensdes superiores a 2 mm.

2.4. Critérios de exclusao
e Amostras provenientes de doentes com outras patologias orais que ndo a peri-
implantite e/ou periodontite;
e Amostras ndo fixadas imediatamente ap6s a colheita;
e Amostras cujos pacientes ndo deram consentimento informado;

e Amostras destruidas aquando dos procedimentos laboratoriais.
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2.5. Grupos de estudo
Foram definidos dois grupos de estudo: grupo A — periodontite (3 amostras) e grupo

B - peri-implantite (10 amostras).
2.6. Material
2.6.1. Amostras

- Gengiva humana

2.6.2. Consumiveis

- Acetato de sodio - Epon

- Acetato de uranilo a 1% - Epoxipropano

- Acetato de uranilo a 2% - Formaldeido a 4%
- Acido acético - Formol

- Acido cloridrico - Glutaraldeido a 3%
- Agua ultrapura/bidestilada - Grelhas

- Alcool a 100% - Hematoxilina

- Alcool a 70% - Lamelas

- Alcool a 96% - Laminas

- Azul de toluidina 0,1% - Parafina

- Cacodilato de sodio - Pipetas de Pasteur
- Carbonato de so6dio a 2,5% - Placas de Petri

- Cassetes de plastico - Sulfato de cobre anidro
- Cera de dentista - Tetroxido de 6smio
- Citrato de chumbo - Tubos Eppendorf

- Entellan® - Xilol

- Eosina

2.6.3. Equipamento

- Aparelho de inclusao - Faca de vidro

- Banho-maria - Garrafa de esguicho
- Cuba de coloragao - Hotte

- Estufa - MET

- Faca de diamante - Micrétomo
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-MO - Processador de tecidos
- Pingas - Tina de vidro
- Placa fria - Ultramicrétomo

- Placa quente

2.7. Protocolo Experimental

2.7.1. Preparacio das amostras para MO
Imediatamente apos a colheita, as amostras foram fixadas em formol a 10%

tamponado.

2.7.1.1. Processamento
Para realizar o processamento das amostras foi utilizado o processador de tecidos
SAKURA Tissue-Tek® II (Figura 6). Apos a fixagio, de modo a desidratar as amostras,
estas foram colocadas em alcool a 70%, seguido de alcool a 96%, novamente alcool a
96%, alcool a 100% por quatro vezes. Em seguida, passaram por dois banhos em xilol e,

por fim, em parafina.

2.7.1.2. Inclusao
Seguidamente, foram incluidas em parafina utilizando um aparelho de inclusao
Leica® EG11H (Figura 7). Apos o enchimento das cassetes, estas foram colocadas na
placa fria Leica® EG1130 (Figura 8), até se obterem blocos solidos de parafina com a

amostra incluida (Figura 9).

Figura 6 - Processador de tecidos Figura 7 - Aparelho de inclusdo Leica® EG11H.
SAKURA Tissue-Tek® II.
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Figura 8 - Placa fria Leica® EG1130. Figura 9 - Amostras incluidas em parafina.

2.7.1.3. Cortes
Foi utilizado o micr6tomo Microm HM 355S (Figura 10) para fazer os cortes das
amostras incluidas previamente em parafina. Estes cortes foram feitos com uma espessura
de4 a5 um.

Ao serem realizados sucessivos cortes foram formadas ténias. Delicadamente estas
foram transportadas para uma tina com agua a temperatura ambiente, colocando a parte
brilhante da parafina em contacto com a agua.

Com ajuda de uma pinga foram separados os varios cortes, em seguida foi colocada
uma lamina num angulo de 90° para ajudar a transportar o corte para a lamina.

Posteriormente, transportdmos as laminas com os cortes a cuba de 4gua quente, a
cerca de 60° C, onde retiramos parcialmente a amostra da 1amina e a voltamos a colocar.
Este passo permitiu distender a amostra.

As laminas foram colocadas na estufa a uma temperatura de 65° a 70° durante 3 a

4 horas.

2.7.1.4. Coloracao
A coloragao utilizada foi Hematoxilina-Eosina (HE), considerada a coloragao de
rotina. Este ¢ um procedimento que demora cerca de 45 minutos (Tabela 1). Sdo
necessarios varios meios como xilol, alcool, d4gua, hematoxilina, diferenciador e eosina
(Figura 11). Sendo que o diferenciador foi feito com 200 mL de alcool a 70% e 1 mL de

acido cloridrico.
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Tabela 1 - Etapas da coloracdo HE.

MEIOS TEMPO
Xilol 10 min.
Alcool a 100% 1 min.
Alcool a 100% 1 min.
Alcool a 96% 1 min.
Alcool a 70% 1 min.
Agua corrente 3 min.
Hematoxilina 8 a 10 min.
Agua corrente 3 min.

Diferenciador Poucos segundos
Agua corrente 4 a 5 min.
Alcool a 70% 2 min.
Eosina 1 min.
Alcool a 96% 1 min.
Alcool a 96% 1 min.
Alcool a 100% 1 min.
Alcool a 100% 1 min.
Xilol 5 min.

2.7.1.5. Colocacao de lamela

Materiais e Métodos

Com a ajuda de uma pinga, colocou-se a lamina na bancada e verteu-se um fino fio

de Entellan® em linha reta sob a 1amina.

Colocou-se uma lamela por cima da amostra lentamente, de modo a ndo se formem

bolhas.

Apos este processo aguardou-se que o Entellan® tomasse presa (Figura 12).
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Figura 12 - Laminas finalizadas para
microscopia otica.

2.7.2. Observacio ao MO
Os cortes histologicos foram observados em MO Olympus® CX41, com uma
ampliacao de 10x, 20x e de 40x. As amostras foram fotografadas com a camera DFK
33UX262 acoplada ao adaptador Olympus® U-CMAD3, utilizando o sofiware IC
Capture 2.5, no Laboratério de Morfologia da Egas Moniz School of Health and Science.

2.7.3. Preparacio das amostras para MET

2.7.3.1. Fixacao
Ap6s a colheita, disp0s-se a amostra numa placa de cera de dentista, por permitir

menos deformagio durante o corte do que o parafilm®.
Colocaram-se sobre a amostra algumas gotas de fixador glutaraldeido a 3% em

tampao cacodilato 0,1M pH 7,3.
36



Materiais e Métodos

Cortou-se a amostra em pequenos fragmentos com uma lamina de barbear de 2
gumes ou lamina de microtomo, esta deve ser limpa previamente com acetona ou
cloroférmio para retirar o 6leo presente. Durante este processo, se o fixador ficar muito
turvo deve ser substituido para remover a contaminacao que pode fazer baixar a
concentracao do fixador.

O corte executou-se fazendo movimentos verticais.

Com uma pipeta de Pasteur, aspirou-se o fixador para um tubo Eppendorf
juntamente com amostras incorporadas, a ponta da pipeta faz uma sele¢ao dos fragmentos
por tamanho. O tamanho dos fragmentos deve ser no maximo de Imm?. A quantidade de
fixador por tamanho de amostra deve ser no minimo 10/1.

A amostra deve permanecer pelo menos 2 horas no fixador, se necessario podera
ficar overnight, devendo este processo ser feito no frio.

No dia seguinte, com a ajuda de uma pipeta de Pasteur, trocou-se o fixador pelo

tampao cacodilato de sédio.

2.7.3.2. Processamento

Colocaram-se as amostras em glutaraldeido a 3% durante pelo menos 2 horas, de
modo a proceder-se a fixagdo primaria.

Em seguida, fizeram-se 3 lavagens de 10 minutos cada em tampao cacodilato de
sodio.

Colocaram-se em tetroxido de 6ésmio durante 1 hora, dando-se assim a fixacao
secundaria. Este processo foi feito na hotte, uma vez que este composto quimico ¢ muito
toXico e corrosivo, e esta permite evitar a exposi¢do a vapores toxicos.

Lavaram-se novamente 3 vezes em tampao cacodilato de sodio durante 10 minutos
cada lavagem. De seguida, lavaram-se 3 vezes em tampao acetato de sddio - &cido acético
durante 10 minutos.

As amostras foram colocadas em acetato de uranilo a 1% em tampao acetato de
sodio - acido acético pH 5 —5.5.

Foram feitas 3 lavagens em tampao acetato de sodio - acido acético durante 10
minutos cada.

Colocaram-se em alcool a 70% 3 vezes durante 10 minutos cada; de seguida,
colocaram-se 3 vezes em alcool a 96% durante 10 minutos cada.

As amostras foram colocadas em alcool absoluto, desidratado com sulfato de cobre

anidro.
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No passo seguinte, e na hotte, colocaram-se as amostras em epoxipropano 2 vezes
durante 15 minutos cada. Foram colocadas na mistura de epoxipropano € epon com
diluicao de 1:1 inicialmente e, em seguida, apenas em epon no frigorifico overnight.

Por fim, incluiram-se as amostras no dia seguinte. Este processo foi realizado na
estufa a 65° durante 3 dias.

A agua utilizada nas preparagdes foi ultrapura/bidestilada.

2.7.3.3. Execucio dos cortes semifinos

Para realizar esta etapa utilizou-se o ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E
(Figura 13).

Colocou-se o bloco com a amostra no ultramicrétomo e cortou-se o bloco para que
a amostra ficasse contida num trapézio.

Encheu-se a faca de vidro com agua bidestilada. A aproximagdo da faca a amostra
foi feita com muita precaugdo para ndo danificar nem a amostra nem a faca. Quando a
faca contactou com a amostra comecaram-se a fazer os cortes com uma espessura de 1-2
um, estes mantiveram-se a superficie da dgua.

Com a ajuda de um pequeno pincel improvisado com um palito, cera € um pelo de
pestana levou-se o corte para um arame que nos ajudou a transporta-lo para a lamina.

Colocou-se a lamina na placa quente a 60-70°C para os cortes aderirem.

2.7.3.4. Coloracao dos cortes semifinos
Apos a evaporacao da agua da lamina foi possivel avancgar para a coloragao.
Cobriram-se os cortes com solucdo aquosa de carbonato de sédio a 2,5%, e
colocaram-se 2 gotas de solucdo aquosa de azul de toluina 0,1%. Apds alguns segundos
passou-se a lamina por dgua corrente. Voltou-se a colocar a ldmina na placa quente para
que a amostra secasse, € por fim, verificou-se a coloragao através do MO, tomando como
referéncia o fundo da imagem.

Obtiveram-se desta maneira os cortes semifinos corados (Figura 14).
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Reichert-Jung Ultracut E.

2.7.3.5. Execucao dos cortes ultrafinos

Ap0s a observagdo dos cortes semifinos no MO foi realizada a sele¢do da regido a
observar em MET.

Em seguida, colocou-se o bloco no ultramicréotomo e, com a ajuda de uma lamina
de barbear, foi cortado de modo a obter uma pequena piramide com a area pretendida.

Posicionou-se o bloco no brago do micrétomo e com a faca de diamante igualmente
preenchida com agua bidestilada (tal como a faca de vidro anteriormente referida)
fizeram-se cortes, ficando estes a superficie da agua (Figura 15).

Com espessuras de 60 a 90 nm, obtém-se cortes prateados, considerados os ideais
para as nossas observacgdes; a espessura dos cortes pode ser avaliada pela cor que
apresentam a superficie da agua com luz refletida (superficie espelhada), os cortes
cinzentos tém espessuras menores ¢ os cortes dourados ou azulados, espessuras maiores
(Figura 16).

A grelha foi previamente lavada com cloroférmio.

Em seguida, os cortes sdo colhidos tocando-lhes com a superficie baga da grelha, a

qual aderem.

2.7.3.6. Contrastaciao das grelhas
Numa placa de Petri colocou-se uma gota de acetato de uranilo a 2% por cada
grelha. A face baga da grelha, onde se localizam os cortes, foi colocada sob a gota de
modo a estes ficarem em contacto com o produto. Ao fim de 1 hora, a grelha foi lavada

com agua bidestilada usando uma garrafa de esguicho.
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Por fim, colocou-se uma gota de citrato de chumbo na placa de Petri e, tal como
realizado anteriormente, colocou-se a grelha sob a mesma (Figura 17). Ap6s 4 minutos,

foi realizada uma lavagem com agua bidestilada.

Figura 15 — Ultramicrotomo Figura 16 - Cortes ultrafinos. Figura 17 - Contrastaggo das
com faca de diamante. grelhas.

2.7.4. Observacio ao MET
As grelhas foram observadas e fotografadas com MET JEOL 1200EX no
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Histopatologia (Cmicros) da Egas Moniz School

of Health and Science.
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III. RESULTADOS

De acordo com os critérios de inclusdo/exclusdo, foram estudadas 13 amostras,
divididas em 2 grupos.

No grupo A (periodontite) foram consideradas 3 amostras. Todas as amostras deste
grupo foram observadas por MO e por MET.

No grupo B (peri-implantite) foram consideradas 10 amostras. Todas as amostras

deste grupo foram observadas por MO e 2 delas foram também observadas por MET.

3.1. Resultados de MO
A totalidade das amostras dos dois grupos foi observada através do MO Olympus®
CX41 e fotografadas pela cAmera DFK 33UX262 acoplada ao adaptador Olympus® U-
CMADZ3, utilizando o software IC Capture 2.5.

3.1.1. Grupo A - periodontite
As observagdes por MO permitiram a identifica¢do de varias areas com epitélio de
revestimento estratificado pavimentoso e tecido conjuntivo de suporte (Figura 18), para
além disso também foi possivel encontrar areas com um importante infiltrado

inflamatorio (Figura 19).

Figura 18 - Imagem de MO de periodontite: Figura 19 - Imagem de MO de periodontite:
epitélio de revestimento (*) sobre o tecido epitélio estratificado (*) e infiltrado inflamatdrio
conjuntivo com infiltrado inflamatoério presente com plasmocitos, macrofagos e linfocitos (**).
no tecido conjuntivo (**). Ampliagdo de 4x. Ampliagdo de 40x.
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3.1.2. Grupo B - peri-implantite
No grupo B, foi observado um elevado infiltrado de células inflamatorias, composto
por plasmdcitos, linfocitos e macrofagos, com aparentes alteragdes morfologicas (Figura

20). Em algumas regides os macrofagos apresentaram-se organizados em palicada
(Figura 21).
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Figura 20 - Imagem de MO de peri-implantite:
epitélio estratificado (¥) e intenso infiltrado
inflamatoério com plasmocitos, macrofagos e

Figura 21 - Imagem de MO de peri-implantite:
macrofagos em palicada (seta). Ampliagao de
40x.

linfocitos com aparentes alteracdes morfologicas
(**). Ampliagdo de 40x.

Observaram-se vasos sanguineos rodeados de células inflamatodrias (Figuras 22 e

23). Foram encontradas zonas com agregados de material baséfilo o que sugere alguma

necrose na regido (Figura 24.)
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Figura 22 - Imagem de MO de peri-implantite:
Vaso sanguineo com endotélio alto (*) rodeado de
células polimorfonucleares, algumas das quais em
aparente degradacgdo (**). Ampliagdo de 40x.
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Figura 23 - Imagem de MO de peri-implantite:
vaso sanguineo (*) com tecido conjuntivo com
infiltrado inflamatorio (**). Ampliagdo de 4x.
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Figura 24 - Imagem de MO de peri-implantite:
agregado de material basofilo (*) e alteragGes
celulares estruturais (**). Ampliagdo de 40x.

3.2. Resultados de MET
Através de MET foram observadas as 3 amostras do grupo A — periodontite; e 2 das

amostras do grupo B — peri-implantite. O MET utilizado foi o JEOL 1200EX.

3.2.1. Grupo A — periodontite

No TC foi possivel visualizar fibroblastos (Figuras 25 e 26) rodeados de fibras de
colagénio (Figura 27). Em ampliacdes superiores foram observadas partes do
citoesqueleto da célula (Figura 28). Muitas das células apresentam alteracdes
morfologicas como a condensacao da cromatina (Figura 29).

Foram identificados macréfagos (Figuras 30, 31 e 34), alguns deles ja em
degradagao (Figura 32) e apoptose (Figura 33).

Também linfocitos foram observados (Figuras 34 e 35). E plasmocitos com o
reticulo endoplasmatico dilatado (Figuras 36 e 37).

Foram observados vasos sanguineos (Figuras 38 e 39), alguns deles com a
membrana basal espessada (Figura 40). Em redor destes vasos foi possivel visualizar
pericitos (Figuras 40 e 41). Com ampliagdes superiores evidenciaram-se as células

endoteliais (Figuras 42, 43 e 44), bem como os desmossomas que permitem a sua jun¢ao
(Figura 45).

gua 25 - Imagem de MET de

-

periodontite: Figura 26 - Imagem de MET de
fibroblasto no tecido conjuntivo. Observa-se o periodontite:  fibroblasto  (¥)
complexo de Golgi perinuclear (seta). rodeado de colagénio e tecido
conjuntivo denso (**).

Fi
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Flgura 27 - Imagem de MET de periodontite: Figura 28 - Imagem de MET de periodontite:
fibras de colagénio. filamentos de vimentina presente num fibroblasto
(seta).

Figura 29 - Imagem de MET de perlodontlte Figura 30 - Imagem de MET de periodontite:
fibroblastos com alteragdes (seta). macrofago (seta).

Figura 31 - Imagem de MET de perlodontlte Figura 32 - Imagem de MET de periodontite:

macrofago com nucléolo visivel (*), corpos  macrofago em aparente estado de necrose (seta).
nucleares (**), granulos intercromatinicos (***)

e vactolos (¥***),
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. e A

=

Figua3 - Imagm de ET de perid Figura 34 . Imagém de
macrofago em estado de apoptose (seta). periodontite: linfocito (*) e macrofago (¥*)

no tecido conjuntivo.

.- iy 8 H ?ﬁ'l- . v, J 'I-Ir.
Figura 35 - Imagem de MET de periodontite: Figura 36 - Imagem de MET de periodontite:
linfocito (*) e eritrocito (**). plasmoécito com reticulo endoplasmatico

dilatado (seta).

Figura 37 - Imagem de MET de periodontite:
plasmocito e granuldcito (*) no tecido conjuntivo. vaso sanguineo com células endoteliais (seta).
Observa-se o contacto proximo entre as células e

o reticulo endoplasmatico dilatado (**).
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Figura 40 - Imagem de MET de periodontite:
pequeno capilar (*) rodeado por pericitos (**) e
(seta). membrana basal espessada.

Figura 42 - Imagem de MET de periodontite:
nucleo caracteristico de célula epitelial (seta).

e =
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Figura 43 - Imagem de MET de periodontite: ~ Figura 44 - Imagem de MET de periodontite:
nucleo de célula epitelial (seta). tonofilamentos de célula epitelial (seta).

desmossomas nas células epiteliais (seta).
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3.2.2. Grupo B - peri-implantite
Nas amostras de peri-implantite através de MET foi possivel identificar fibroblastos
(Figura 46), linfocitos em aparente necrose (Figuras 47 e 48), plasmoécitos com um
extenso RER (Figura 49). Alguns dos organelos observados apresentaram alteragdes,
como ¢ o caso das mitocondrias (Figura 50).
Também foram observados vasos sanguineos (Figuras 51), alguns deles com
desdobramentos da membrana basal (Figura 52). Tal como nas amostras de periodontite,

foram encontrados pericitos junto aos vasos (Figura 53).

Figura 47 - Imagem de MET de peri-
fibroblasto (*) e fibras de colagénio (**). implantite: macrofago (seta) em zona
necrosada (cromatina condensada).

L G 1---.'.l p ™ L
Figura 48 - Imagem de MET de peri-implantite:
linfocito em degradagdo (seta). implantite: RER (*) e mitocondrias (**) de
plasmécito.
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Figura 50 - Imagem de . MET de perl— Flgura 51 - Imagem de MET de perl -implantite:
implantite: mitocondrias turgidas (*) e corpos células endoteliais (seta).
multivesiculados (**).

Figura 52 . Imagem de MET depe1 mplantlte Figura 53 - Imagem de MET de perl 1mplant1te
membrana basal da célula endotelial com pericito em necrose (seta).
desdobramento (seta).
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IV. DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel constatar que na peri-implantite existe um maior
infiltrado de células inflamatorias quando comparado com a periodontite. Tal foi
anteriormente verificado nos estudos de Berglundh et al. (2011) e Schwarz et al.
(2018); inclusive, nos estudos de Carcuac & Berglundh (2014) foram contabilizadas o
dobro das células inflamatérias na peri-implantite comparativamente ao nimero de

células inflamatorias observadas na periodontite.

Quanto ao tipo de células inflamatdrias presentes nestas patologias, 0s nossos
primeiros resultados vao de encontro aos estudos de Berglundh et al. (2011), Carcuac
& Berglundh (2014) e de Chaparro et al. (2020) onde se observaram macréfagos,
linfocitos e plasmoécitos como células presentes em ambas as patologias. Quando
comparadas com as lesdes de gengivite, as lesdes de periodontite sdo maiores € contém

um maior niumero de plasmocitos e macréfagos (Thorbert-Mros et al., 2015).

De acordo com os estudos de Thorbert-Mros et al. (2015), na periodontite foram
encontrados linfocitos B e T na regido adjacente ao epitélio da bolsa, e as células

plasmaticas observadas concentraram-se mais na regido periférica da lesao.

De acordo com a literatura, parece haver um predominio de plasmocitos e de
linfocitos na periodontite enquanto que os neutrofilos € os macréfagos sao
tendencialmente mais numerosos na peri-implantite (Berglundh et al., 2011). Na nossa
opinido, este dado carece de mais estudos, uma vez que a maioria dos trabalhos ndo
especifica o fen6tipo dos macrofagos encontrados nestas lesdes. Ainda assim, € sabido
que os macrofagos podem ser induzidos a assumir diferentes fenotipos e desempenhar
um papel importante na progressao ou resolu¢cdo da doenca (Stoger et al., 2012) . De
acordo com Garlet & Giannobile (2018), o fenotipo M1 ¢é pro-inflamatério e o M2
¢ anti-inflamatorio. Um dos poucos estudos onde este importante aspeto € referido,
afirma que a expressao do fendtipo M1 € significativamente maior em locais de peri-
implantite quando comparadas com locais de periodontite, pelo que parece associar-se
a gravidade da peri-implantite e aumentar o efeito osteolitico (Garaicoa-Pazmino et
al., 2019). J4 o fendtipo M2 tem a capacidade de desencadear respostas angiogénicas
e a expressdo do fator de crescimento endotelial pode acelerar a resolugdo da
inflamacao (Feito et al., 2019). Julgamos que ¢ importante ter em linha de conta os

resultados de Yu et al. (2016) que afirmam que a inflamagao periodontal pode estar
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associada a um aumento dos fendtipos M1 e M2 dos macréfagos, nos quais uma
mudanca fenotipica de M2 para M1 pode ser um mecanismo mediador do dano ao
tecido periodontal, incluindo a perda 6ssea alveolar. Considerando que as lesdes de
peri-implantite progridem mais rapidamente do que as lesoes de periodontite, devido
a quantidade e expressao fenotipica de macrofagos (Fretwurst et al., 2020; Schwarz et
al., 2018), ¢ pertinente aumentar a nossa amostra e marcar o fendtipo dos macréfagos

presentes em ambas as lesoes.

Tanto mais que a capacidade de desencadear respostas angiogénicas na presenca
dos macrofagos M2 e a expressdo do fator de crescimento endotelial nas condig¢des
inflamatorias, deve, na nossa opinido, ser motivo suficiente para procurar estudar com
mais detalhe as altera¢des das células endoteliais observadas no nosso estudo. Sabe-se
que, aquando da reorganizacdo e formagdo de novos vasos, as cé€lulas endoteliais
perdem o contacto com a lamina da membrana basal (Hughes, 2008). Alteragdes ao
nivel da membrana destas células foram também observadas ultraestruturalmente nas

nossas amostras.

Por outro lado, tém sido referidas alteragdes celulares que refletem alteragdes
tecidulares nas condi¢des patoldgicas, como por exemplo: a remodelagdo das cristas
mitocondriais sugere a possibilidade de que mudangas morfoldgicas possam
geralmente ocorrer no inicio do processo apoptotico (Scorrano et al., 2002), tais como
o edema ou rutura (Elmore, 2007). Sabe-se ainda que a apoptose pode ndo ocorrer sem
a ativagdo da maquinaria de cisdo mitocondrial (Karbowski & Youle, 2003). Os
resultados das nossas observagdes parecem ir de encontro a este tipo de alteracdes,
uma vez que foram observadas por MET mitocondrias com alteragdes morfologicas

sugestivas de apoptose.

Nalgumas patologias, como na glomeronefrite, ¢ comum encontrar duplicagdo
da membrana basal devido a inflamagdo presente (Hashimoto et al., 2019; Mii et al.,
2022). No presente estudo, nas areas de maior infiltrado inflamatério, foram

observadas duplicacdes da membrana basal ao nivel das células endoteliais.
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4.1. Limitacoes e perspetivas futuras
A limitagdo deste estudo ¢ o facto de ndo ter sido possivel obter amostras com
tecido Osseo, uma vez que estas provém do tratamento cirargico de doengas

periodontais e peri-implantares em humanos.

Futuramente pretendemos utilizar marcadores imuno-histoquimicos para a
identificacdo de células inflamatérias e marcadores endoteliais como o CD31 ¢ a

endomucina para a identificac¢do e caracteriza¢dao dos vasos H.
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Conclusdo

V. CONCLUSAO
Os resultados obtidos nesta investigacdo mostraram um aumento do infiltrado

de células inflamatorias na peri-implantite, quando comparada com a periodontite.

Estas patologias revelaram a presenga de varios tipos de células inflamatorias,

como macréfagos, linfocitos e plasmocitos.

As células endoteliais apresentaram alteracdes ultraestruturais em ambas as

patologias.

Na continuidade deste estudo, sugere-se a identificagcdo do fendtipo dos
macrofagos observados, bem como a imuno-marcacao das células endoteliais numa

amostra maior.
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