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RESUMO

LesOes periapicais cronicas sdo condi¢gdes inflamatérias dos tecidos perirradiculares
consideradas sequelas diretas de processos infecciosos resultantes da necrose pulpar e
consequente progressao para a regido periapical. A participacdo da resposta imunoldgica e da
reabsor¢do Ossea na formacdo destas lesdes tem sido bastante investigada, de modo que
diversos tipos celulares e citocinas foram apontados como colaboradores deste processo.
Nesta perspectiva, o presente estudo objetivou avaliar a expressao imuno-histoquimica da IL-
17, TGF-B1 e FoxP3 em granulomas periapicais (GPs), cistos radiculares (CRs) e cistos
radiculares residuais (CRRs), buscando um melhor entendimento sobre a etiopatogénese
destas periapicopatias. Para tanto, foram selecionados 20 casos de GPs, 20 de CRs e 10 de
CRRs para serem submetidos a andlise morfolégica e imuno-histoquimica para os
biomarcadores supracitados, sendo esta ultima realizada quantitativamente através de escores
e percentuais médios de imunomarcagdo para a andlise da IL-17 e do TGF-B1, enquanto que
para o FoxP3 foram contados apenas os linfocitos positivos. Os resultados demonstraram
diferencas estatisticamente significativas entre as imunoexpressdes do TGF-B1 e do FoxP3
em relacdo as lesdes periapicais pesquisadas (p = 0,002; p < 0,001, respectivamente), mas nao
entre a IL-17 e estas (p = 0,355). Além disso, a andlise dos linfocitos FoxP3-positivos revelou
diferencas estatisticas significativas no que se refere a intensidade do infiltrado inflamatério
(p = 0,003) e também quanto a espessura do revestimento epitelial (p = 0,009). Por fim,
observou-se nos casos de GPs, forte correlagcdo positiva entre a quantidade de linfécitos
FoxP3-positivos e a imunoexpressio do TGF-B1 (r = 0,755; p < 0,001), assim como
moderada correlagdo positiva entre as imunoexpressdes da IL-17 e do TGF-B1 (r =0,503; p =
0,024). Destarte, pode-se concluir que interagdes entre células Th17 e Treg parecem ser
estabelecidas no local da agressdo, sugerindo a participacdo de citocinas tanto pro-

inflamatdrias como imunorregulatdrias na patogenia das lesdes periapicais.

Palavras-chave: Doencas periapicais; citocinas; linfécitos T reguladores; células Thl7;

imunoistoquimica.






ABSTRACT

Periapical lesions are chronic inflammatory conditions of periradicular tissues
considered direct consequences of infectious diseases resulting from pulp necrosis and
subsequent progression to periapical region. The participation of the immune response and
bone resorption in the formation of these lesions has been investigated, so that different cell
types and cytokines have been identified as contributors to this process. In this perspective,
this study aimed to evaluate the immunohistochemical expression of IL-17, TGF-f1 and
FoxP3 in periapical granulomas (PGs), radicular cysts (RCs) and residual radicular cysts
(RRCs), seeking a better understanding of the etiopathogenesis these periapicopatias. To this
end, we selected 20 cases of GPs, 20 CRs and 10 RRCs to undergo morphological analysis
and immunohistochemistry for biomarkers above, the latter being performed quantitatively
using scores and average percentages of immunostaining for the analysis of 1L-17 and TGF-
B1, while for the FoxP3 were counted only the positive lymphocytes. The results showed
statistically significant differences between TGF-1 and FoxP3 imunoexpressions, in relation
to the periapical lesions studied (p = 0.002, p <0.001, respectively) but not between IL-17 and
these (p = 0.355). Furthermore, the analysis of lymphocytes FoxP3-positive revealed
significant statistical differences in that refers to the intensity of inflammatory infiltrate (p =
0.003) and also regarding thickness of the epithelial lining (p = 0.009). Finally, it was
observed in the case of PGs, strong positive correlation between the amount of FoxP3-
positive lymphocytes and the immunohistochemical expression of TGF-f1 (r = 0.755, p
<0.001), as well as moderate positive correlation between IL-17 and TGF-$1
imunoexpressions (r = 0.503, p = 0.024). Thus, we can conclude that interactions between
Th17 and Treg cells seem to be established at the site of injury, suggesting the involvement of
both pro-inflammatory and immunoregulatory cytokines in the pathogenesis of periapical

lesions.

Key words: Periapical diseases; cytokines; T-lymphocytes, regulatory; Thl17 cells;

immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

Em condicdes de normalidade, a polpa dentdria se mantém sauddvel e protegida dos
microrganismos orais pelo arcabouco formado pelo esmalte e pela dentina. No entanto,
quando exposta a bactérias e seus subprodutos, reacdes inflamatorias inespecificas e reagdes
imunoldgicas especificas podem ser desencadeadas nos tecidos perirradiculares
(TROWBRIDGE, 1990; STASHENKO; TELES; D'SOUZA, 1998). As principais vias de
contaminacdo pulpar sdo exposi¢oes dos tubulos dentindrios, exposi¢cdo pulpar direta, forames
laterais e apicais, e através de bactérias disseminadas no sangue (TAKAHASHI et al, 1998).
A intensidade da resposta inflamatéria do tecido pulpar localizado abaixo de uma darea de
injuria, como por exemplo, de um processo carioso ird depender da profundidade da invasdo
bacteriana e das alteracdes da permeabilidade dentindria (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS;
LOPES, 2004).

Inicialmente, a resposta imune do hospedeiro a infec¢do bacteriana a polpa e tecidos
periapicais envolve o afluxo de fagécitos e a produgdo de citocinas inflamatdrias
caracteristicas da imunidade inata. Com a progressdo da doenca para uma fase cronica,
observa-se a migracdo de elementos celulares da imunidade adaptativa, incluindo vérias
subpopulagdes de células T (ALSHWAIMI et al, 2009). Desta forma, lesdes periapicais
cronicas sdo desenvolvidas como consequéncia da resposta imune aos antigenos microbianos
e da incapacidade dos mecanismos de defesa do hospedeiro em debelar a infec¢iao bacteriana.
(MARTON; KISS, 2000; NAIR, 2006).

Nesta fase cronica do processo inflamatoério, caso nio receba tratamento adequado, a
lesdo periapical pode permanecer e dar origem a um granuloma periapical (GP), um cisto
radicular (CR) ou tecido cicatricial (RICUCCI; MANNOCCI, 2006; SCHULZ et al, 2009). O
GP corresponde a uma massa de tecido de granulacio associada ao dpice de um dente sem
vitalidade pulpar (MELO et al, 2003), enquanto que o CR refere-se a uma lesao periapical que
se desenvolve a partir de um GP e que se caracteriza pela presenca de uma cavidade
patoldgica revestida por epitélio devido a proliferacdao de restos epiteliais de Malassez (NAIR
et al, 1998). Além disso, quando o tecido inflamatério periapical ndao € completamente
curetado durante a exodontia de um elemento dentdrio acometido por um CR, este podera

persistir e um cisto radicular residual (CRR) poderd ser desenvolvido. Assim, GPs, CRs e
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CRRs representam estdgios distintos de um mesmo processo inflamatério (NEVILLE et al,
2009).

A participacdo da resposta imune e da reabsorcdo 6ssea na formacgdo de lesdes
periapicais cronicas tem sido bastante estudada. Entretanto, a resposta imune celular e a
participacdo de cada citocina na modulagdo da inflamacdo e reabsor¢do Ossea ainda
necessitam esclarecimentos futuros (MARCAL et al, 2010).

Células Th17 e T regulatérias (Tregs) correspondem a tipos de linfécitos T que
desempenham fun¢des fundamentais na homeostase da resposta imunoldgica (CHEN et al,
2011). As células Th17 secretam um conjunto particular de citocinas, incluindo a interleucina
(IL)-17, com funcdo protetora contra determinadas infec¢des bacterianas, além de
participarem das respostas patogé€nicas em doencas autoimunes (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAIL 2008). Por sua vez, as células Tregs possuem como fator de transcricdo mestre o
forkhead Box P3 (FoxP3) e sdo capazes de suprimir a proliferacdo e funcao de diversos tipos
celulares. Entretanto, a diferenciacdo de células T virgens (naives) em cada uma dessas
linhagens depende principalmente dos niveis do fator transformador de crescimento B (TGF-
B) (CHEN et al, 2011).

Diante do exposto, a presente pesquisa objetiva avaliar e comparar a expressao imuno-
histoquimica da IL-17, TGF-B1 e FoxP3 em GPs, CRs e CRRs , buscando-se que a realiza¢ao
da mesma possa contribuir para um melhor entendimento sobre a etiopatogénese das lesdes

periapicais cronicas estudadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DAS LESOES PERIAPICAIS CRONICAS

2.1.1 Granuloma Periapical

O GP corresponde a uma periapicopatia geralmente de longa duracdo que se
desenvolve apdés a morte do tecido pulpar devido a estimulos fisicos, quimicos e/ou
bacterianos de baixa intensidade, estando intimamente relacionados com lesdes cariosas
(MELO et al, 2003). Podem se originar apds a estabilizacdo de um abscesso periapical ou
como uma alteracao periapical inicial. No entanto, como sdo lesdes dinamicas, os GPs podem
se transformar em CRs ou desenvolver exacerbacdes agudas com a formagdo de abscessos
(NEVILLE et al, 2009).

Frequentemente, os GPs representam a alteracdo de natureza inflamatéria mais
comumente encontrada nos ossos gndticos. Becconsall-Ryan et al (2010) e Neville et al
(2009) relataram que os GPs corresponderiam a 59,7% e 75% das lesdes inflamatdrias
analisadas, respectivamente.

Em estudo realizado por Melo et al (2003), os GPs foram observados mais
frequentemente em pacientes do sexo feminino, entre 20 e 30 anos de idade e localizados
preferencialmente na maxila. Geralmente apresentam-se como lesdes assintomaticas, sendo
comumente descobertas em radiografias de rotina cujo aspecto radiografico ¢ de uma lesdo
radioldcida que varia de redonda a oval, de tamanho varidvel, bem ou mal definida e que
exibe perda da lamina dura apical do elemento dentério envolvido (NEVILLE et al, 2009).

Microscopicamente o GP consiste em tecido de granulacdo inflamado circundado por
uma cédpsula de tecido conjuntivo fibroso, que se caracteriza pela presenca de infiltrado
inflamatoério linfocitico varidvel, geralmente associado a neutréfilos, plasmdcitos, histidcitos e
eventuais mastocitos e eosindfilos (ROCHA et al, 2007; NEVILLE et al, 2009). Em lesdes
que apresentam um numero acentuado de plasmoécitos podem ser observados também
glébulos eosinofilicos de gamaglobulina denominados de corpuisculos de Russell. Cristais de
colesterol e células gigantes multinucleadas associadas sdo achados histolégicos que podem

ser ainda identificados. Desta forma, apesar de sua denominacao se remeter a um tecido de
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granulacdo, os GPs ndo representam uma reacdo granulomatosa verdadeira (REGEZZI,
SCIUBBA; JORDAN, 2008; NEVILLE et al, 2009).

Além disso, ilhotas de epitélio pavimentoso estratificado provenientes dos restos
epiteliais de Malassez derivados da bainha epitelial de Hertwig que permaneceram na regidao
periapical apés o término da odontogénese podem ser observados em alguns GPs, sendo tais
lesdes denominadas de granulomas epitelizados (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES,
2004; ROCHA et al, 2007; NEVILLE et al, 2009). Desta forma, consistem em um estigio de
transi¢do entre o0 GP e o CR, formado por tecido de granulagdo com proliferacdo epitelial, mas
ausente de cavidade patolégica (NOBUHARA; DEL RIO, 1993; RICUCCI; MANNOCCI,
20006).

A principal modalidade de tratamento indicada para os GPs € a terapia endoddntica
conservadora, sendo seu sucesso baseado na eliminagdo dos microrganismos invasores através
da desinfeccdo da regido periapical, camara pulpar e sistema de canais radiculares, além do
selamento dos mesmos por meio da obturagdo do canal. Entretanto, € indispensavel que se
faca o acompanhamento do elemento dentdrio acometido, de modo que € indicada a
proservacdo clinica e radiogréafica por um periodo correspondente a dois anos (MELO et al,
2003; AZAMBUIJA et al, 2006; NEVILLE et al, 2009). Contudo, caso o dente nao possa ser
restaurado e consequentemente, preservado, a extracdo do mesmo seguida pela curetagem do

tecido inflamatdrio apical deve ser realizada (NEVILLE et al, 2009).

2.1.2 Cisto Radicular

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, os cistos localizados na regido
maxilofacial se classificam em odontogénicos e nao-odontogé€nicos. Os primeiros, por sua
vez, se subdividlem em cistos de desenvolvimento e inflamatoérios, sendo os principais
representantes deste ultimo grupo, os CRs (KRAMER; PINDBORG; SHEAR, 1992).

Os CRs (cisto periapical, periodontal apical ou perirradicular) sdo considerados lesdes
de natureza inflamatéria que se desenvolvem a partir de um GP preexistente (REGEZZI,
SCIUBBA; JORDAN, 2008; NEVILLE et al, 2009). Nesta perspectiva, embora os
mecanismos envolvidos no processo de crescimento e expansao das lesdes periapicais ainda
ndo sejam totalmente conhecidos, um CR € considerado como uma sequéncia direta do GP,

embora um GP ndo evolua necessariamente para um CR (NAIR, 1998).
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De acordo com a literatura pesquisada, representam as lesdes cisticas mais comumente
encontradas nos maxilares, compreendendo de 38,8% a 72,5% de todos os cistos
odontogénicos diagnosticados nestes estudos (LEDESMA-MONTES et al, 2000;
MOSQUEDA-TAYLOR et al, 2002; JONES et al, 2006; GROSSMANN et al, 2007;
OCHSENIUS et al, 2007; PROCKT et al, 2008). Entre a populacdo infantil, no entanto,
geralmente sdo mais raros, como observado por Bodner et al (2002) e Iatrou et al (2009), em
cujas pesquisas os CRs representaram 13,3% e 10,6%, respectivamente, do total de lesdes
diagnosticadas. Deste modo, afetam individuos de diferentes faixas etdrias, sendo mais
prevalentes entre a terceira e sexta décadas de vida, e raros na primeira década (REGEZZI,
SCIUBBA; JORDAN, 2008).

Quanto a distribuicdo entre os géneros, foi observada divergéncia nos resultados
encontrados em alguns estudos. Prockt et al (2008) ndo identificaram diferencas
estatisticamente significativas entre os sexos. No entanto, o sexo feminino foi o mais
acometido em pesquisa realizada por Raitz et al (2000), ja que, segundo os autores, as
mulheres possuem cronologia de erupcdo dentdria mais precoce quando comparada com a
observada nos homens. Em contraste, outros estudos indicaram o sexo masculino como o de
maior prevaléncia (JONES et al, 2006; OCHSENIUS et al, 2007) e este fato foi justificado
por Shear e Speight (2011), pela maior negligéncia dos individuos do sexo masculino,
principalmente com a higiene oral dos incisivos anteriores superiores e também pela maior
probabilidade de sofrerem traumas nesta regido. No que se refere a sua localizacdo anatdémica
preferencial, a maioria acomete a regido anterior de maxila, seguida da posterior de maxila, de
mandibula e por fim, anterior de mandibula (REGEZZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).

Semelhantemente ao observado em GPs, os CRs geralmente sdo assintomaéticos,
exceto quando héd exacerbacdo inflamatéria aguda ou em casos de lesdes de grandes
propor¢coes. De forma andloga, essas duas lesdes sdo consideradas indistinguiveis quando
apenas seus aspectos radiograficos sdo considerados, apresentando-se o CR também como
uma radiolucidez redonda a oval, de tamanho variado, na qual uma margem radiopaca pode
ser observada perifericamente (REGEZZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008; NEVILLE et al,
2009).

Histologicamente, o CR corresponde a uma lesdo inflamatéria cronica caracterizada
pela presenca de uma cavidade patolégica revestida parcial ou totalmente por epitélio
pavimentoso estratificado, geralmente ndo ceratinizado e de espessura varidvel (NAIR, 1998).
A cépsula de tecido conjuntivo fibroso subjacente possui quantidades variadas de células

inflamatérias (TSAI et al, 2004). Calcificagdes nodulares denominadas corpuisculos de
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Rushton, calcificacdes distréficas, cristais de colesterol com células gigantes multinucleadas
associadas e corpos hialinos representados por pequenas pocas de material eosinofilico com
periferia ondulada de coldgeno, podendo ser circundados por células gigantes multinucleadas
e/ou conter células inflamatérias; podem ser achados ocasionalmente observados (REGEZZI,
SCIUBBA; JORDAN, 2008; NEVILLE et al, 2009).

Os CRs podem ser classificados em duas categorias distintas como apontado por
Simon (1980). As lesdes que apresentavam cavidades completamente delimitadas pelo
revestimento epitelial sem comunicacdo com o canal radicular foram chamadas de cistos
verdadeiros. Ja aquelas cuja por¢do apical do dente projetava-se para o interior do limen
cistico foram designadas de cistos “baia” (NAIR, 2007).

A formacdo dos CRs tem sido descrita como decorrente de trés estagios principais
(SHEAR; SPEIGHT, 2011). Na primeira fase, chamada de iniciagdo, restos epiteliais que se
apresentavam quiescentes proliferam provavelmente sob influéncia de endotoxinas
bacterianas, citocinas pro-inflamatérias e fatores de crescimento liberados durante a
inflamacdo periradicular (GAO; FLAITZ; MACKENZIE, 1996; MEGHII et al, 1996; LIN;
HUANG; ROSENBERG, 2007). Caso sejam estimulados a proliferar, os restos epiteliais se
comportam como células-tronco com potencial restrito de diferenciacdo, sendo a formagdo
dos CRs desencadeada provavelmente pela fusao de corddes de células epiteliais proliferadas
para formar uma massa esférica tridimensional (LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007).
Geralmente se considera que o epitélio cistico seja derivado de restos epiteliais de Malassez
presentes no ligamento periodontal. No entanto, outras fontes provavelmente envolvidas sdo o
epitélio crevicular, o revestimento sinusal e o revestimento epitelial dos trajetos fistulosos
(NEVILLE et al, 2009).

Estudos com biologia molecular e celular tentaram responder a diversas questdes
relacionadas com a formacdo cistica e estimulacdo dos restos epiteliais de Malassez a se
proliferarem (LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007). Inicialmente, Brunette (1984)
demonstrou que a elevacao nos niveis de adenosina monofosfato ciclica (cAMP) causada por
prostaglandinas (PGs) E2 estimulou o crescimento de restos epiteliais localizados no
ligamento periodontal. Em pesquisas posteriores, foi relatado que a IL-1 e a IL-6 possuiriam a
capacidade de estimular a proliferacdo de células epiteliais (GROSSMAN et al, 1989;
CHEDID et al, 1994). No entanto, Gao et al (1996) sugeriram que o fator de crescimento de
ceratinécitos (KGF), produzido por fibroblastos estromais, atua especialmente na estimulagcao
do crescimento e diferenciacdo epitelial dos restos epiteliais de Malassez. Em experimento

realizado por estes autores, observou-se que citocinas pré-inflamatdrias poderiam estimular
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indiretamente a proliferacdo e crescimento de restos celulares epiteliais pela inducdo da
expressao do KGF em fibroblastos estromais (GAO; FLAITZ; MACKENZIE, 1996).

Estudos indicam também a atuag@o do fator de crescimento epidérmico (EGF), que é
expresso em células epiteliais do ligamento periodontal normal e em cistos odontogénicos
(IRWIN; SCHOR; FERGUSON, 1991; LI, BROWNE; MATHEWS, 1993). Desta forma, foi
sugerido que a PGE2, IL-1, IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF) e TGF-a, um potente
mitégeno de células epiteliais, poderiam modular a atividade bioquimica de receptores de
EGF ou regular a expressdo de seus genes, melhorando consequentemente a afinidade da
ligacdo ligante-receptor e estimulando a proliferacdo de restos epiteliais celulares (IRWIN;
SCHOR; FERGUSON, 1991; LI; BROWNE; MATHEWS, 1993; CHANG et al, 1996).

Suzuki et al, (2002) sugeriram ainda a participagdo de outras duas moléculas no
processo de ativacdo e proliferacdo celular durante o desenvolvimento de CRs: a enzima
oxido nitrico sintase, considerada um regulador do processo inflamatdrio, e proteinas do
choque térmico induzidas em varios tipos de estresse e que desempenham um papel
fundamental na protecdo celular contra os danos provocados pelos mesmos. Os resultados
demonstraram que ambas se apresentavam significativamente mais expressas no revestimento
epitelial do que nos restos epiteliais de Malassez. Os autores, entdo, propuseram que estas
moléculas estariam envolvidas no processo inflamatério e que a 6xido nitrico sintase atuaria
provavelmente na proliferacdo das células epitelias, enquanto que as proteinas do choque
térmico as protegeriam da inflamacdo.

Duas possiveis concepgdes foram formuladas na tentativa de esclarecer a formacdo da
cavidade cistica durante o segundo estigio da patogénese dos CRs, denominado fase de
formacao cistica (NAIR et al, 2008). Tais possibilidades s@ao reconhecidas de modo que ambas
podem operar independentemente entre si. A primeira delas € baseada no conceito de necrose
central, no qual as células localizadas centralmente na massa epitelial proliferativa de um GP
ficariam sem sua fonte de nutricdo, sendo submetidas a morte e degeneragdo das células
centrais (SHEAR; SPEIGHT, 2011). As células epiteliais localizadas perifericamente em
torno destas microcavidades contendo células epiteliais degeneradas, leucdcitos e exsudatos
teciduais, coalescem para formar a cavidade revestida por epitélio (MUGLALI et al, 2008). A
segunda concepg¢ao consiste na teoria do abscesso, baseada no pressuposto de que o epitélio
prolifera e recobre a superficie exposta do tecido conjuntivo de um foco inflamatério agudo
(abscesso) ou a cavidade poderd ser formada ainda devido a fragmentacdo do tecido

conjuntivo por atividade enzimatica proteolitica (SUMMERS, 1974).
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O terceiro e ultimo estdgio € conhecido como fase de crescimento e expansao cistica
que ocorrem em virtude de diferencas na pressdo osmdtica. A descamacgdo das células
epiteliais para o limem cistico e consequente aumento do contetido de proteinas, proporciona
o deslocamento de liquido proveniente do tecido conjuntivo através do revestimento epitelial
para o interior do cisto, na tentativa de equilibrar a pressao osmética. (REGEZZI; SCIUBBA;
JORDAN, 2008; NEVILLE et al, 2009). O estroma, entdo, reage produzindo quantidades
varidveis de fibras coldgenas e organizando-as para formar a cédpsula cistica fibrosa.
Concomitante a estes mecanismos, observa-se reabsorcao 6ssea local apds liberagdao de
colagenase e PGs por fatores estimuladores de fibroblastos capsulares e osteoclastos
associados a células inflamatdrias cronicas. Como resultado, observa-se o crescimento da
cavidade cistica que geralmente ocorre de forma lenta (WARD et al, 2004).

No que se refere as modalidades de terapéuticas indicadas para os casos de CRs,
tratamentos endodOnticos cirdrgicos e ndo-cirdrgicos sao procedimentos essenciais na
remo¢dao dos microrganismos invasores, sendo os componentes estruturais das lesdes
periapicais dependentes do balanco entre fatores microbianos e a resposta do hospedeiro
(HAMA et al, 2006). Tais tratamentos consistem basicamente na remocdo tanto mecanica
quanto quimica de substincias irritantes presentes nos canais radiculares infectados, para que
em seguida sejam obturados com a finalidade de eliminar ou reduzir os microrganismos
invasores (TAKAHASHI et al, 1998).

Apo6s a terapia endodOntica, a redugcdo na liberacdo de mediadores inflamatorios,
citocinas pro-inflamatdrias e fatores de crescimento, podem cessar a proliferacdo das células
dos corddes epiteliais dos GPs, assim como do revestimento epitelial cistico. Além disso, a
ativacdo da apoptose (ou morte celular programada) através da perda de fatores de
sobrevivéncia ou pela recepcao de sinais de morte durante a cicatriza¢do periapical, também
proporcionam a regressdao na proliferacdo das células epiteliais (LIN; HUANG;
ROSENBERG, 2007).

Apesar de seu diagnostico definitivo ser realizado tradicionalmente apenas com o
exame histopatoldgico, nos casos de lesdes periapicais cujo tratamento planejado € o ndo-
cirirgico, esta andlise seria impraticdvel. Desta forma, Aggarwal et al (2008) propuseram a
utilizacdo da tomografia computadorizada e ultrassom com citometria de Doppler para o
diagnéstico diferencial entre GPs e CRs. Em pesquisa realizada por tais autores, todos os 12
casos avaliados apresentaram diagnésticos na tomografia computadorizada e ultrassom

coincidentes com os emitidos apds o exame histopatoldgico.
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Existem controvérsias sobre o potencial de cura dos cistos inflamatdrios apicais apds a
terapia endodontica nao-cirurgica (LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007). A permanéncia de
lesdes periapicais apOs realizagdo do tratamento endoddntico, ocorre geralmente quando a
infeccdo ndo é completamente eliminada (NAIR et al, 1990). Insucessos no tratamento
endoddntico também podem ser decorrentes da complexidade anatdmica do sistema de canais
radiculares com canais acessorios, ramificagdes e anastomoses que, muitas vezes, S0
incapazes de serem acessados e, consequentemente, limpos e preenchidos pelas técnicas

convencionais (PERRINI et al, 1998).

2.1.3 Cisto Radicular Residual

Por definicdo, o CRR corresponde a uma lesdo que se inicia com um dente ndo-vital
que permanece sem tratamento tempo suficiente para desenvolver uma patologia periapical
cronica, como um CR. Entretanto, o elemento dentdrio acometido pode eventualmente ser
extraido com pouca relevancia para a lesdo periapical que permanecerd no tecido 6sseo como
um CRR. Tal lesao poderd, ao longo dos anos, regredir, se estabilizar ou aumentar de tamanho
(DIMITROULIS; CURTIN, 1998) e seu diagndstico € estabelecido mediante a unido das
caracteristicas radiogréficas e histopatolégicas (BOFFANO; GALLESIO, 2010).

Dentre as lesdes periapicais cronicas, os CRRs sdo as mais incomuns, com prevaléncia
variando de 0% a 11,2% e discreta predilecdo pelo género masculino (LEDESMA-MONTES
et al, 2000; MOSQUEDA-TAYLOR et al, 2002; JONES et al, 2006; GROSSMANN et al,
2007; OCHSENIUS et al, 2007, PROCKT et al, 2008). De acordo com a literatura
pesquisada, a localiza¢do anatdmica mais frequente € a regido anterior de maxila seguida pela
posterior de mandibula (JONES et al, 2006; OCHSENIUS et al, 2007).

Bodner et al (2011) realizaram um estudo retrospectivo de 27 lesdes cisticas
localizadas em dareas edéntulas dos ossos maxilares. A média de idade encontrada foi de 60
anos, variando de 46 a 74 anos, a propor¢ao de individuos do sexo masculino:feminino foi de
4,4:1 e a maxila foi a regido mais comumente afetada. Quanto ao tipo histolégico, 20 casos
foram diagnosticados como CRRs, 3 como cistos dentigeros, 3 como ceratocistos
odontogénicos (tumor odontogénico ceratocistico) e 1 caso foi classificado como cisto do
ducto nasopalatino. Os pacientes foram tratados por marsupializacdo, enucleacio ou

enucleacdo com enxerto 9sseo.
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Assim como 0s GPs e CRs, os CRRs sdo geralmente lesdes de comportamento indcuo,
sendo muitas vezes descobertos em radiografias de rotina (DIMITROULIS; CURTIN, 1998).
No entanto, podem atingir grandes proporc¢des, causando expansdo Ossea e até fraturas
patologicas. Ao exame radiografico, aparecem como uma radiolucidez unilocular bem
definida e localizada em regido sem qualquer associacdo com elementos dentarios
(BOFFANO; GALLESIO, 2010).

Muglali et al (2008) avaliaram os niveis de IL-1a, TNF-a e quimiocinas nos fluidos de
CRs e CRRs através do teste ELISA (do ingés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Os
resultados demonstraram que ambas as lesdes continham as citocinas e quimiocinas
pesquisadas, sendo tais concentracdes significativamente maiores nos CRs quando
comparadas com as presentes nos CRRs e os niveis de IL-1a foram os maiores em ambos os
fluidos. Considerando que estas moléculas estdo envolvidas no processo de expansdo cistica,
os autores deduziram duas implica¢des baseadas nos resultados encontrados: se um CR
permanecer inadvertidamente apds a extracdo do dente, certo grau de inflamagdo poderd
contribuir com a expansao cistica; e, embora possuam a mesma origem, os CRs apresentam
maior potencial de ampliarem de tamanho do que os CRRs.

Quanto ao seu aspecto histopatologico, os CRRs apresentam caracteristicas
semelhantes as observadas em CRs comuns. No entanto, como o agente causador foi
removido, tais lesdes podem se tornar progressivamente menos inflamadas, de modo que sua
capsula pode ser composta por tecido colagenoso fibroso ndo inflamado. Assim, o
revestimento epitelial pode ser delgado e regular, mimetizando o encontrado em cistos de
desenvolvimento como o cisto dentigero ou o cisto periodontal lateral (SHEAR; SPEIGHT,
2011).

O baixo potencial de proliferagdio dos CRRs foi demonstrado em alguns estudos.
Suzuki et al (2001) observaram uma menor imunorreatividade para estas lesdes a marcadores
de proliferacdo celular, bem como uma quantidade de células de Langerhans
significativamente menor e discreta intensidade do infiltrado inflamatério quando comparados
aos resultados observados para os CRs. Segundo tais autores, além de suas implica¢des nas
reacoes imunes locais, as células de Langerhans podem estar também associadas com a
proliferacdo e/ou maturacdo epitelial. Corroborando estes achados, Suzuki et al (2002)
relataram uma menor imunoexpressdo da enzima 6xido nitrico sintase e de proteinas do
choque térmico nos casos de CRRs, estando ambas relacionadas com a proliferacdo das

células epiteliais do revestimento cistico.
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Alguns casos de transformacdo maligna de CRRs foram relatados na literatura, de
modo que carcinomas de células escamosas foram originados no epitélio de revestimento
cistico. Embora rara, é considerada uma entidade reconhecida cujo diagndstico pode ser
estabelecido apenas mediante andlise histopatolégica (SWINSON; JERJES; THOMAS, 2005;
MUGLALI; SUMER, 2008). A literatura estima que a incidéncia de alteracdes malignas em
cistos odontogénicos esteja entre 0,13% e 2%, sendo duas vezes mais comum ho SexoO
masculino e quatro vezes mais prevalente na mandibula do que na maxila. O progndstico
geralmente € pobre apresentando tendéncia a agressao local e invasao perineural (SWINSON;
JERJES; THOMAS, 2005).

O tratamento mais indicado para os CRRs € a enucleacdo cirdrgica da lesdo
(DIMITROULIS; CURTIN, 1998). Contudo, caso ndo seja tratado corretamente, o
crescimento continuo do CRR pode provocar significante reabsor¢do dssea e enfraquecimento

da mandibula e maxila. No entanto, a completa reparacdo do osso é comumente observada

quando a lesdo € tratada adequadamente (REGEZZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).

2.2 PATOGENIA DAS LESOES PERIAPICAIS CRONICAS

A camara pulpar e os condutos radiculares contendo a polpa necrética decorrente da
infeccdo microbiana, representam espacgos “mortos” que consistem em um ambiente propicio
para a proliferacdo bacteriana e degradacdo dos componentes protéicos dos fluidos corporais,
ja que ndo ha circulacdo vascular. Inimeros mediadores inflamatérios sdo, entao, estimulados
por uma variedade de células com a finalidade de impedir a invasao de patdégenos nos canais
radiculares infectados durante um periodo de tempo relativamente longo. No entanto, as
respostas do hospedeiro podem ser, paradoxalmente, responsdveis por grande parte do dano
tecidual (TAKAHASHI et al, 1998).

Destarte, uma grande variedade de reagdes imunoldgicas podem ser desencadeadas
com a invasdo dos microrganismos e seus produtos (JIANG et al, 1998). Com a persisténcia
do estimulo antigénico, a resposta imune do hospedeiro que inicialmente apresentava um
carater protetor, é conduzida a processos destrutivos responsaveis pela lise dos tecidos,
provocando tanto reacdes inflamatdrias inespecificas quanto antigeno-especificas. Deste
modo, a liberagcdo de enzimas histoliticas, toxinas e outros produtos do metabolismo
bacteriano consistem nos primeiros elementos de agressdo direta ao periodonto, produzindo

posteriormente uma reacdo inflamatéria com sua difusdo através do forame apical.
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Mecanismos de agressdo indireta pela ativacdo residual de enzimas proteoliticas ou respostas
imunopatoldgicas podem também ser desencadeados (ROCHA et al, 2007).

Uma vez iniciada a invasdo bacteriana, observa-se a tentativa de combate dos
microrganismos por macréfagos teciduais residentes e pelo sistema complemento ativado pela
via alternativa. Os macré6fagos teciduais possuem receptores que reconhecem os componentes
da superficie bacteriana, como receptores de manose, de glicana e de CD14 que se ligam ao
lipopolissacarideo bacteriano (LPS). Apds serem ativados, os macréfagos tem sua capacidade
fagocitica aumentada, assim como sua habilidade de apresentar antigenos aos linfocitos e
exercer uma pronunciada atividade biossintética liberando uma grande variedade de
mediadores, incluindo citocinas como a IL-1, IL-6, IL-8 e o TNF-a, além de mediadores
lipidicos como PGs e leucotrienos, enzimas lisossomais, radicais oxigenados e nitrogenados
(HOFLING; GONCALVES; SALMON, 2006).

O sistema complemento consiste em um sistema composto por proteinas plasmaticas
com importante efeito citolitico e opsonizador, o qual € ativado nas periapicopatias por
componentes da superficie bacteriana, como o LPS, peptidoglicano e 4cido lipoteicdico.
Produtos gerados com sua ativagdo, como os fragmentos C3a e C5a, atuam como
anafilotoxinas, promovendo a liberacdo de histamina por mastdcitos e outros mediadores
inflamatérios, além de representarem fatores quimiotdticos para neutrofilos e macréfagos
(TORABINEJAD, 1994; SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004; JANEWAY et al,
2007).

Respostas imunes mediatas reguladas por mediadores endégenos como prostandides,
cininas e neuropeptideos sdo, entdo, desencadeadas incluindo, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento de leucdcitos (STASHENKO; TELES; D'SOUZA,
1998). Dentre estes, ocorre o recrutamento principalmente de neutréfilos para o local da
agressdo, onde tais elementos celulares realizam a fagocitose e lise bacteriana com a
finalidade de debelar a infeccao (TORABINEJAD, 1994).

Com a permanéncia dos antigenos no local da infec¢do e a persisténcia da agressao,
estabelece-se um processo inflamatério cronico. Tal processo € caracterizado por reacdes
imunoldgicas antigeno-especificas representadas por uma resposta celular modulada
basicamente por linfécitos T, macréfagos e células natural killer (NK) que interagem entre si
e com outras citocinas secretadas, bem como por uma resposta humoral mediada por
linfécitos B, plasmécitos e anticorpos (SIQUEIRA JUNIOR; R@CAS; LOPES, 2004;
JANEWAY et al, 2007).
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Dentre estes tipos celulares que migram para o local da agressdo, a maioria dos
estudos envolvendo lesdes periapicais indica uma maior concentracdo de linfécitos T no
infiltrado inflamatério das mesmas (RODINI; LARA, 2001). Akamine et al (1994)
propuseram que este fato pode ser decorrente do envolvimento destas células tanto na
iniciagdo como no desenvolvimento das periapicopatias, enquanto que a resposta imune
humoral parece estar relacionada principalmente com o processo de cicatrizagao.

Duas populagdes funcionalmente distintas de linfécitos T foram melhor caracterizadas
e incluem as células T auxiliares (helper) CD4" e os linfécitos T citoliticos ou citotéxicos
CD8". As primeiras, em resposta a presenca antigénica, secretam citocinas que possuem como
funcdes principais a estimulagdo da proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T, além da
ativacdo de outros tipos celulares como células B, macréfagos e outros leucécitos. Em
contraste, os linfécitos citotoxicos eliminam células produtoras de antigenos estranhos, como
as células infectadas por virus e outros microrganismos intracelulares (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008). Em lesdes periapicais, Rodini e Lara (2001) observaram uma maior
quantidade de linfécitos CD8" em CRs do que em GPs, sugerindo que estas células exercem
provavelmente funcdes reguladoras ou citotoxicas na resposta imune celular, as quais pode
levar a estabilizac@o destas periapicopatias.

Células T CD4" naives podem ser diferenciadas em uma grande variedade de
linhagens de células T efetoras, incluindo células T helper (Th) 1, Th2, T helper foliculares,
Th9, Th17, assim como células Tregs e seus subconjuntos, compreendendo células Tregs
naturais FoxP3"CD4"CD25" (nTreg), células Tregs induzidas FoxP3" ou FoxP3™ (iTreg) e
células Th3 (CHEN et al, 2011). Células nTreg se desenvolvem e adquirem o fendtipo
supressor no timo, enquanto que as iTreg sdo induzidas perifericamente fora deste 6rgao
mediante apresentacdo de antigenos (CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE, 2009).
Ambas, nTreg e iTreg, possuem a capacidade de suprimir a fungdo de células T efetoras
(Teff), mantendo a homeostase imunolégica do hospedeiro (CHEN et al, 2011).

Assim como em outras doengas inflamatdrias, dois padrdes principais de respostas
imunolégicas podem ser desenvolvidos em lesdes periapicais (FUKADA et al, 2009).
Respostas imunes Th1 mediadas pelo interferon-y (IFN-y) e outras citocinas pré-inflamatorias
como a IL-1, IL-6 e TNF-q, estdo envolvidas com a progressao da lesdo e destrui¢do dssea
(COLIC et al, 2009b). Mecanismos de imunossupressio, por sua vez, sio modulados pelo
TGF-p e citocinas Th2 (IL-4, IL-5, e IL-10) que estimulam a imunidade humoral e restringem
os mecanismos inflamatérios/imunes (AKAMINE et al, 1994; KAWASHIMA;
STASHENKO, 1999).
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O balanco das respostas Th1/Th2 também pode ser regulado por fatores de transcri¢ao
(SZABO et al, 2000). Respostas imunes Thl parecem ser induzidas pelo T-bet, expresso em
células T, células NK, células B, mondcitos/macréfagos e células dendriticas (SZABO et al,
2000; LIGHVANI et al, 2001). Em contraste, o GATA-3 consiste em um fator de transcricao
altamente expresso nas células T e que promove a diferenciacdo Th2 e inibe a Th1 (LEIDEN,
1993; MERIKA; ORKIN, 1993; ZHENG; FLAVELL, 1997).

Fukada et al (2009) realizaram uma pesquisa objetivando avaliar a expressao génica de
fatores de transcricdo e citocinas relacionadas com as respostas Thl (T-bet e IFN-y), Th2
(GATA-3, IL-10 e IL-4) e Treg (FoxP3 e TGF-B), bem como de fatores envolvidos na
quimiotaxia e ativacdo de osteoclastos em GPs e CRs através de reacdo em cadeia da
polimerase. Os resultados demonstraram que os CRs exibiram uma maior expressio de
GATA-3, enquanto que os GPs expressaram mais T-bet, FoxP3 e IL-10. A expressao de IFN-
v, IL-4 e TGF-B foi semelhante em ambas as lesdes. Quanto a atividade osteocldstica, os
resultados demonstraram maior predominancia nos GPs, a qual se correlacionou com a
resposta Th1. No entanto, a concomitante expressao dos marcadores de células Tregs sugerem
uma possivel supressdo da resposta Thl, enquanto que nos CRs evidenciou-se uma maior
resposta Th2. Os autores concluiram que as células Tregs parecem modular criticamente o
balanco imunorregulatdrio e atividade osteocldstica nas lesdes periapicais.

Deste modo, além das respostas Th1 e Th2 ja estabelecidas, estudos indicam também a
participacao de outros tipos celulares na patogénese das lesdes periapicais, de modo que a
presenca de células Tregs, bem como das células Th17 mais recentemente descritas, tem sido
investigada em tais lesdes (COLIC et al, 2009a; COLIC et al, 2009b; FUKADA et al, 2009;
XIONG; WEI; PENG, 2009).

2.2.1 Células Th17

As células Th17 correspondem a uma subpopulacdo de células T CD4" que possuem
como principal produto de secrecdo a IL-17 e por isso receberam esta denominacdo. A IL-17
consiste em uma citocina pro-inflamatéria que exerce potentes efeitos em diversos tipos
celulares da imunidade inata, particularmente em granuldcitos, sendo considerada uma ponte
molecular entre os sistemas imunes inato e adquirido (GAFFEN et al, 2006; YU; GAFFEN,
2008). Além disso, pesquisas realizadas apontaram um membro da super familia de receptores

de hormonios nucleares, o receptor orfao relacionado a retinoide yt (RORyt), como o principal
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fator de transcri¢do envolvido na diferenciacdo da linhagem de células Th17 (IVANOV et al,
2006).

Estudos com sequenciamento em larga escala dos genomas humano e de outros
vertebrados, revelaram a presenca de genes que codificam proteinas adicionais claramente
relacionadas com a IL-17. Assim, uma nova familia de citocinas conhecida, de um modo
geral, como IL-17, foi definida, sendo composta por pelo menos seis membros no genoma
humano (IL-17A a IL-17F). Os experimentos com a familia IL-17 e seus receptores cognatos,
demonstraram que estas moléculas ndo apresentam similaridade de sequéncia com nenhuma
outra familia de proteinas anteriormente descritas. Desta forma, representam um sistema de
sinalizag¢do distinto que parece ter sido altamente conservado na evolucdo dos vertebrados
(AGGARWAL; GURNEY, 2002).

A IL-17 € secretada como uma glicoproteina homodimérica dissulfeto-ligada
composta por 155 aminodcidos (aa) e que possui peso molecular dimero de 30-35 kDa
(FOSSIEZ et al, 1996). Esta citocina ¢ sintetizada por células T ativadas e de memoria e atua
estimulando células epiteliais, endoteliais, fibroblastos e macréfagos a produzirem outras
citocinas como TNF, IL-1, IL-6, IL-8, fator estimulador de coldnias de granulécitos, PGE2 e
quimiocinas, as quais promovem o recrutamento de neutréfilos (FOSSIEZ et al, 1996;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Desta forma, a IL-17 medeia seus efeitos pro-
inflamatoérios através do ser receptor (IL-17R) que estd ubiquitosamente expresso em diversos
tipos celulares (AGGARWAL; GURNEY, 2002).

Células Thl7 foram inicialmente identificadas como potentes contribuintes de
desordens autoimunes e de vdrias reagdes inflamatdrias, incluindo artrite reumatéide, lipus
eritematoso sist€émico, esclerose multipla, psoriase e respostas imunoldgicas de rejeicdo a
enxertos (DONG, 2006; BETTELLI et al, 2008). Estas células participam de doencas
autoimunes através da secrecdo de citocinas inflamatérias que incluem a IL-17A, IL-17F, IL-
21 e IL-22 (CHEN et al, 2011).

Potentes acdes inflamatdrias tém sido associadas para varios membros da familia IL-
17, sugerindo que estas proteinas podem ter papéis importantes em processos inflamatérios
(AGGARWAL; GURNEY, 2002). A IL-17 pode induzir a resposta inflamatéria, fornecer
suporte a resposta imune Thl e estimular a reabsorcdo dssea osteocldstica em combinacao
com o receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) e seu ligante (RANKL). Desta
forma, sua participagcdo na etiopatogénese da doenca periodontal foi apontada, a qual poderia
estar relacionada com a modulacdo da resposta imune Thl e desenvolvimento de reacdes

inflamatodrias via mediadores gengivais fibroblastos-derivados (TAKAHASHI et al, 2005).
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Destarte, o possivel envolvimento desta citocina na patogenia de lesdes periapicais,
particularmente na resposta inflamatéria e nos processos de reabsorcao do osso alveolar tem
sido também sugerido (XIONG; WEI; PENG, 2009).

Sua fun¢do em lesdes periapicais foi investigada por Coli¢ et al (2007), cujos
resultados demonstraram que os niveis de IL-17, bem como a propor¢ado de neutréfilos foram
significativamente maiores nas lesdes sintomadticas. A produgdo de IL-17 foi maior em
sobrenadantes de culturas de células mononucleares isoladas de lesdes periapicais com
predominancia de células T e observou-se correlagdo entre a concentracdo de IL-17 e a
proporgio de células CD3" e CD4". Verificou-se ainda correlagiio positiva entre os niveis de
IL-17 e IL-8 entre as lesdes sintomdticas, sendo a produgdo desta ultima citocina aumentada
tanto nas células mononucleares de lesdes periapicais como no sangue periférico tratados com
IL-17. Desta forma, tais resultados indicam que a IL-17, através da estimulacdo da produgdo
da IL-8, pode desempenhar um papel fundamental na exacerbacido da inflamagdo nas lesoes
periapicais cronicas.

Em estudo realizado por Oseko et al (2009), com objetivo de investigar o papel da IL-
17A em lesdes periapicais em ratos, observou-se que os animais tipo selvagens IFN—y'/ Te
TNF-a™", desenvolveram lesdes periapicais apés infeccdo com Prevotella intermedia e
Porphyromonas gingivalis, enquanto que em ratos IL-17A™", 0 mesmo ndo aconteceu. Os
autores sugeriram, entdo, que esta citocina e nao o IFN-y ou TNF-q, desempenha uma funcao
importante na formacao de lesdes periapicais.

Xiong, Wei e Peng (2009) investigaram a localiza¢do imuno-histoquimica da IL-17
durante o desenvolvimento de lesdes periapicais induzidas em ratos. Do dia inicial ao dltimo
(dia 28), o numero de células imunopositivas para a IL-17 e neutrdéfilos se elevou
gradativamente, atingindo seu pico maximo no dia 28. Em contraste, a quantidade de
osteoclastos subiu substancialmente até o dia 14, para, em seguida, diminuir gradualmente até
o dia 28. Diante deste resultados, os autores concluiram que a IL-17 pode estar envolvida
tanto nas respostas inflamatérias quanto no processo de reabsor¢do Ossea dos tecidos

periapicais, assim como estar associada com a patogénese das periapicopatias

2.2.2 Células Tregs
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As células Tregs constituem 5-10% do total de células T CD4" (HOLM et al, 2004),
consistindo em uma pequena populagdo de linfécitos T que co-expressam a subunidade-o do
receptor da IL-2 (CD25) e que sdo de fundamental importancia para o controle da auto-
reatividade de células T in vivo e da regulacdo da resposta imune a infec¢ao (SAKAGUCHI et
al, 1995; ASANO et al, 1996; MCGUIRK; MILLS, 2002). A expressdo do fator de
transcricao FoxP3 € considerada necessaria e suficiente para seu fendtipo de regulacdo, sendo
o mesmo concebido como o regulador mestre desta linhagem de células T (FONTENOT;
RUDENSKY, 2005; RONCADOR et al, 2005). O FoxP3 é um membro da subfamilia P de
fatores de transcricdo forkhead Box o qual apresenta um dominio de ligacio ao DNA
forkhead/winged-helix altamente conservado e que por isso recebeu esta denominacdo
(CARLSSON; MAHLAPUU, 2002). Seu gene codificante foi mapeado no cromossomo
Xp11.23 (BENNETT et al, 2001).

Estruturalmente, o FoxP3 possui quatro subdominios, incluindo um dominio repressor
na regido N-terminal (aminodcidos 1-193) rico em residuos de prolina e fundamental para
interacdes co-repressoras que suprimem a ativacao da transcricao pelo fator nuclear de células
T ativadas (NFAT); um dominio zinc finger (200-223 aa) com funcdo desconhecida; um
dominio ziper de leucina (240-261 aa) importante para homo/hetero-oligomerizagdo; e um
dominio forkhead C-terminal (338—421 aa) essencial para ligacio com o DNA e localizacdo
nuclear subcelular (Figura 1) (CAMPBELL; ZIEGLER, 2007; CHEN et al, 2011). Estudos
demonstraram que a transcricdo de mais de 700 genes € controlada direta ou indiretamente
pelo FoxP3 em ratos. Contudo, a maioria dos mecanismos fundamentais sobre como o FoxP3
medeia a transcri¢ao de sitios especificos de promotores permanece desconhecida (MARSON

et al, 2007; ZHENG et al, 2007; SAKAGUCHI et al, 2008).
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Figura 1. Representacdo esquemadtica dos dominios estruturais do FoxP3 (CAMPBELL,;
ZIEGLER, 2007).

Zheng et al (2010) propuseram que elementos de sequéncia de DNA ndo-codificadas

conservadas (CNS) localizados no locus do FoxP3 codificam a informacdo que define o
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tamanho, composicdo e estabilidade da populacdo de células Tregs, de modo que foram
descritos trés elementos CNS para o FoxP3. O CNS1 (acentuador 1 ) contém o elemento
responsivo ao TGF-B-NFAT e é considerado redundante para diferenciacdo celular nTreg,
embora possua uma funcdo de destaque na geracdo de células iTreg em tecidos linféides
associados ao intestino. O CNS2 (acentuador 2), apesar de ser considerado dispensavel para a
inducdo do FoxP3, é necessdrio para expressao do FoxP3 na progénie de células Tregs em
divis@o. Deste modo, o recrutamento do FoxP3 para este elemento facilita a manutencdo
hereditdria do estado ativo do 16cus do FoxP3 e, portanto, a estabilidade da linhagem Treg.
Por fim, o CNS3 (acentuador 3), desempenha papel importante na geracao de células Tregs no
timo e na periferia e possui sitios de ligacdo c-Rel.

Mutacdes no gene do FoxP3 foram identificadas como causadoras de uma sindrome
fatal conhecida como sindrome da desregulacao imune, poliendocrinopatia, enteropatia ligada
ao X (IPEX) que afeta humanos e ratos mutados. Semelhantemente, esses dois grupos
desenvolvem hiperproliferacdo linfocitdria e varias doengas autoimunes orgao-especificas
que, consequentemente, levam a morte dos animais afetados ainda no primeiro més de vida
(BRUNKOW et al, 2001). Além disso, delecdoes do FoxP3 em células maduras promovem a
perda de sua funcdo supressora in vivo. Destarte, a expressdao do FoxP3 estdvel consiste em
um pré-requisito essencial para manutencdo do programa transcricional e funcional
estabelecidos durante o desenvolvimento das células Tregs (WILLIAMS; RUDENSKY,
2007).

Outras moléculas de superficie ndo especificas, mas que também estdo expressas em
células Tregs e podem auxiliar em sua identificagdo sdo o antigeno 4 associado ao linfocito T
citotoxico (CTLA-4), receptor TNF induzido por glicocorticéide (GITR), receptor TNF
(TNFR)-2 e antigeno de leucdcitos humanos (HLA)-DR. Dentre estas moléculas, o CTLA-4 é
expresso constitutivamente em linfécitos T CD4"CD25" e acredita-se que seu bloqueio pode
afetar a fungdo da célula Treg (READ et al, 2006; GUPTA; SHANG; SUN, 2008).

Em células T CD4" convencionais, a ligacdo do receptor de células T (TCR) com o
complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II da célula apresentadora de
antigeno (APC), bem como a interacdo da molécula coestimulatéria CD28 da célula T com a
B7 da APC, promovem a ativagdo de vias de sinaliza¢do que resultam na translocag¢do para o
nicleo do NFAT, do fator nuclear kappa B (NF-kB) e da proteina ativadora (AP)-1, com
subsequente transcri¢do do gene da IL-2 (CAMPBELL; ZIEGLER, 2007). A IL-2 estimula a

proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos T e B e das células NK, assim € considerada
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necessdria para a sobrevida e funcdo das células Tregs (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Em contraste, as células Tregs respondem de maneira diferente a estimulacao do TCR
(CAMPBELL; ZIEGLER, 2007). Apés a ligacdo do antigeno com o TCR e consequente
ativacdo da célula T, o FoxP3 forma um complexo com o NFAT/AP-1 e induz certos fatores
inflamatérios expressos em células T convencionais pela ligacdo com as regides promotoras
dos genes alvo do FoxP3, contribuindo assim para a ativacdo de células T e sua diferenciacdo
em células Teff. Uma vez que tenha interagido com o NFAT, o FoxP3 pode reprimir a
expressdo da IL-2 e conferir atividade supressora as células T normais (CHEN et al, 2011).
Além da ndo producao da IL-2, ocorre também inibi¢ao da sintese de outras citocinas como a
IL-4 e IFN-a, bem como de outras moléculas incluindo o TNF e sua familia de receptores
(JONULEIT et al, 2001; BAECHER-ALLAN; VIGLIETTA; HAFLER, 2004; ALLAN et al,
2005).

Os mecanismos de acdo através dos quais as células Tregs desempenham sua fungio
supressora ainda ndo foram totalmente elucidados. Entretanto, pelo menos trés mecanismos
supressores foram apontados: o contato direto célula-célula, a secrecdo local de citocinas
inibitérias e a competicdo local por fatores de crescimento. No primeiro deles, as células
Tregs podem suprimir as células-alvo através da interac@o direta dos pares receptores-ligantes
das células-alvo e Tregs; mediante o fornecimento de fatores supressivos via jungdes
comunicantes, incluindo o cAMP; citdlise direta; citocinas supressoras ligadas a membrana,
como o TGF-B; e/ou indiretamente, através da modulacdo da APC a partir do contato célula-
célula, possivelmente através de sinalizacdo inversa via CTLA-4 na célula Treg e B7 nas
células dendriticas. As células Tregs podem ainda secretar fatores supressivos soliveis, como
a IL-10, TGF-B e IL-35 ou induzir as APCs a secretarem tais fatores que exercem acgdes
inibitdrias sobre células Teff ou APCs. Por fim, células Tregs podem competir por algumas
citocinas que sinalizam via receptores que contém uma cadeia y comum (IL-2, IL-4 e IL-7) ou
competir pela co-estimulagdo da APC através da expressdo constitutiva de CTLA-4
(SCHEFFOLD; MURPHY; HOFER, 2007; SOJKA; HUANG; FOWELL, 2008).

Células Tregs FoxP3*CD4"CD25" possuem a capacidade de suprimir a proliferacio e
funcdo de diversos tipos celulares como células Teff, linfécitos B, macréfagos, células
dendriticas e osteoblastos (CHEN et al, 2011). Assim, diversos estudos demonstraram a
participacdo e importancia de tais elementos celulares na prevencdo do desenvolvimento de
doencas autoimunes (BAECHER-ALLAN; HAFLER, 2006; SAKAGUCHI et al, 2006), na

inducgdo de tolerancia em transplantes (XIA et al, 2009) e na imunidade tumoral, jd que sua
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maior frequéncia estd fortemente relacionada com a progressio do tumor
(KOSMACZEWSKA et al, 2008). Além disso, células Tregs foram identificadas também em
infec¢des humanas sist€émicas e em tecidos acometidos por doenga periodontal (NAKAJIMA
et al, 2005). Alguns estudos investigaram também a participacdo deste tipo celular na
patogénese das lesdes periapicais (ALSHWAIMI et al, 2009; COLIC et al, 2009b; FUKADA
et al, 2009).

Coli¢ et al (2009b) realizaram um estudo buscando caracterizar as células Tregs
presentes em lesdes periapicais através de microscopia confocal, citometria de fluxo, ensaios
funcionais e culturas de células. Os resultados demonstraram que as células T
CD4"CD25"FoxP3" expressaram IL-10 e TGF-P e sua frequéncia foi significativamente maior
do que no sangue periférico, bem como correlacionada com os niveis destas citocinas em
sobrenadantes de células mononucleares. A inibicdo da proliferagdo de células T in vitro
ocorreu, em parte pela produgdo da IL-10. Diante destes achados, os autores sugeriram que as
células Tregs podem desempenhar func¢des reguladoras no controle dos processos locais
imune-inflamatérios nas lesdes periapicais.

Em estudo desenvolvido por Alshwaimi et al (2009) com camundongos transgénicos,
os autores avaliaram se as células Tregs sdo induzidas em lesdes periapicais por infeccao da
polpa dentéria. Para tanto, foi utilizada a hibridizacdo in situ para localizar as células T
FoxP3* no dia 21 do experimento apés a exposi¢do de dentes primeiros molares as bactérias
do ambiente oral. Foi verificado que tais elementos celulares estiveram presentes
principalmente na periferia das lesdes analisadas. Além disso, através de citometria de fluxo,
observou-se um aumento progressivo no nimero de células Tregs FOXP3" entre os dias 7 e
14 (0,69% do infiltrado inflamatério) e no dia 21 apds a infecg@o (0,94% do infiltrado). Desta
forma, os autores concluiram que as células Tregs sdao induzidas a se infiltrarem em lesdes

periapicais pela infec¢do pulpar e aumentam de nimero com o decorrer do tempo.

2.2.3 Diferenciaciao Th17/Treg

A diferenciacdo de células T naives nas linhagens Th17 ou Treg ocorre mediante os
niveis de expressdo de algumas citocinas, sendo o TGF-B considerado a principal delas
(CHEN et al, 2011). O TGF-B corresponde a uma citocina pleiotropica com multiplas
funcdes regulatérias no sistema imune (LETTERIO; ROBERTS, 1998). Inicialmente, o

TGF-B atua como quimioatraente de mondcitos e linfocitos para em seguida, exercer potentes
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efeitos supressores na diferenciacdo de linfécitos T e B (WAHL, 1994). Além disso, inibe a
producdo de IL-1, TNF-a e INF-y, possuindo atividades antagdnicas a estas citocinas
(DANIN et al, 2003). O TGF-B ¢é produzido por células Tregs e células T estimuladas por
antigenos, fagdcitos mononucleares ativados por LPS e outros tipos celulares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAL, 2008).

A superfamilia TGF-B compreende o conjunto de proteinas TGF-Bs, proteinas
morfogenéticas Osseas, ativinas e proteinas relacionadas. Estas proteinas desempenham
importantes fungdes na regulacio da funcdo das células e consequentemente no
desenvolvimento corporal, através de seus efeitos sobre a diferenciacdo, proliferacdo e
migragdo celulares (DERYNK; ZHANG, 2003). Em mamiferos, dentre as proteinas TGF-j3,
foram reconhecidas trés isoformas codificadas por genes distintos, sendo geralmente designas
TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3, de modo que as células pertencentes ao sistema imunoldgico
sintetizam principalmente a primeira isoforma (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Inicialmente, o TGF-B € secretado em uma forma inativa como uma molécula
precursora pré-pr6-TGF-f, sendo essa pré-proteina dimérica chamada de peptideo associado a
laténcia (LAP). O complexo LAP/TGF- formado, entdo, se liga a uma proteina de 125 a 160
kDa conhecida como proteina de ligagcdo ao TGF-p latente e este complexo € secretado pelas
células, estando vinculado ao coldgeno e outras proteinas da matriz tecidual (YOSHIMURA;
WAKABAYASHI; MORI, 2010).

No que se refere as vias de sinalizacdo mediadas pelo TGF-B, proteinas Smad
correspondem a efetores intracelulares destas vias, as quais podem ser Smad-dependentes ou
Smad-independentes (DERYNK; ZHANG, 2003). Estudos sugerem que o TGF-f pode
induzir a expressdo do FoxP3 através de uma via Smad-dependente (HAIQI; YONG; YI,
2011). Embora seja considerada uma via inerentemente simples, as interacdes combinatorias
no receptor heteromérico e complexos Smad, além da cooperacdo com sequéncias especificas
de fatores de transcri¢ao, permitem versatilidade e diversifica¢ao as respostas da familia TGF-
B (DERYNK; ZHANG, 2003).

Na via Smad-dependente, o TGF-B se liga ao seu receptor (TGF-fR), o qual ativa
principalmente fatores de transcricdo Smad, incluindo trés proteinas estruturalmente
semelhantes: dois receptores associados Smads (Smad2 e Smad3), e um Smad comum
(Smad4). O TGF-BR, entdo, fosforila diretamente e ativa o Smad2 ou Smad3 e se
heterodimeriza com Smad4 (DERYNCK; ZHANG, 2003; YANG et al, 2008). O complexo
ativado Smad se desloca para o nudcleo e, conjuntamente com outros co-fatores nucleares,

regulam a transcri¢do de genes-alvo (TAKIMOTO et al, 2010).
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A IL-17 e o TGF-B embora ndo exercam inibicdo mutua possuem efeitos moduladores
opostos no processo inflamatério (MANEL et al, 2008). O TGF-B é considerado um potente
modulador da resposta imune, enquanto que a IL-17 induz a inflamacdo, ji que possui a
capacidade de reativar o processo inflamatério. Desta forma, o equilibrio na expressdo de
fatores de transcricio como o FoxP3 e o perfil da resposta imune (Th17 ou Treg) sera
determinado a partir dos niveis de TGF-B e da presengca ou auséncia de citocinas pro-
inflamatérias (ZHU; PAUL, 2008). Estudos demonstraram que niveis altos de TGF-B
estimulam a cooperativa ativacdo do Smad3 e do NFAT, promovendo a expressdo do FoxP3 e
consequente diferenciacdo Treg (TONE et al, 2008).

Corroborando esta concep¢do, outras pesquisas demonstraram que células T
CD4"CD25 que se apresentavam deficientes desta sinalizacio pelo TGF-B, ndo poderiam ser
convertidas em células Tregs FoxP3" tanto in vitro como in vivo (LIU et al, 2008). Desta
forma, pesquisas indicam que o TGF-3 é necessdrio para orquestrar a imunidade mediada por
células T, embora ndo esteja completamente elucidado se efeitos variados mediados por esta
citocina nas células T sdo também dependentes da sinalizacdio Smad (TAKIMOTO et al,
2010). Contudo, apesar da participagdo do TGF- como indutor de células Tregs ter sido
comprovada em modelos murinos, em humanos a conversio de células T FoxP3" com
fendtipo e funcdo de células Tregs parece ser mais complexa, sendo sua expressao
considerada insuficiente para conferir o fenétipo deste tipo celular (HAIQI et al, 2011).

Em contraste ao observado para diferenciacdo da linhagem de células Tregs, baixas
concentragdes do TGF-f juntamente com a presenca da IL-6 e de outras citocinas,
desencadeiam a ativagdo coordenada do Smad3 e do transdutor de sinal e ativador de
transcricao (STAT) 3, que por sua vez, induzem o RORYt necessério para desenvolvimento da
linhagem Th17 (VELDHOEN et al, 2006).

Além da presenca do TGF- B e de citocinas como a IL-6 no microambiente tecidual, a
diferenciacdo e manutencao de células Th17 requer ainda a participac¢do da IL-23 (MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010). A IL-23 consiste em uma citocina heterodimerica constituida
por uma subunidade p40, a qual divide com a IL-12, e por uma subunidade p19 IL-23-
especifica. A IL-23 € produzida por células dendriticas ativadas e atua em células T de
memoria, promovendo a elevacdo da secrecao da IL-17 (AGGARWAL et al, 2003).

Assim, na presenca de IL-6 e do TGF-B, a célula T CD4" naive se diferencia em Th17,
ja que na auséncia de IL-4 e IL-12 (citocinas relacionadas com as respostas Th2 e Thl,
respectivamente), expressam o receptor para a IL-23, ao invés do receptor para a IL-12

relacionado com a diferenciacdo Thl. Desta forma, o comprometimento com a linhagem
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Th17 esta sob controle do RORyt, o qual € induzido nessas condi¢des e coordena a expressao
do receptor da IL-23 (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010).

Em estudo realizado por Zhou et al (2007), verificou-se que camundongos deficientes
em IL-6 exibiram expressdo deficiente tanto do RORyt e da IL-17, quanto da subunidade
especifica da IL-23 do receptor heterodimérico da IL-23. Entretanto, quando os camundongos
apresentavam-se deficientes em RORyt, observou-se uma indu¢do normal de IL-21 em
resposta a IL-6, indicando que o RORyt ndo possui uma funcdo obrigatéria na regulacdo da
expressdo desta citocina. Isto permite que ambas IL-21, que funciona em um feedback
positivo autdcrino, e células dendridicas derivadas da IL-23, atuem em sinergismo com o
TGF-B para induzir a expressdo da IL-17, ja que tanto a IL-21 quanto a IL-23 induzem a
expressdao do RORyt. Os autores concluiram que a IL-6 orquestra uma série de vias de
sinalizacdo citocina-dependentes que em conjunto com o TGF-p, induz a diferenciagdo Th17
dependente do RORyt.

Quanto as lesdes periapicais, Danin et al (2000) analisaram a presenca das citocinas
pré-inflamatérias TNF-a e TGF-B em 25 GPs e CRs utilizando o teste ELISA. Os resultados
demonstram que o TGF-p foi observado em 21 casos de GPs e CRs , mas nao em lesdes com
tecido cicatricial, enquanto que o TNF-a foi detectado em apenas 2 amostras. Além disso, o
tamanho da lesao periapical foi correlacionada significativamente com os niveis de TGF-f3 por
miligrama de tecido, mas nao com os de TNF. Desta forma, os autores afirmaram ser incerto
se isto ocorre devido ao aumento no nimero de células produtoras de TGF-f ou a maior
estimulagdo das células com o tamanho da lesao.

Marcal et al (2010) analisaram a natureza do infiltrado inflamatério, presenca de
mastdcitos e a expressao in situ de IL-17, TGF-B, FoxP3 e quimiocinas em GPs e CRs. Os
resultados demonstraram que o infiltrado inflamatério presente foi predominantemente
mononuclear, mas em lesdes que apresentaram formacgdo de fistulas, o infiltrado misto foi
considerado mais frequente, assim como a expressao imuno-histoquimica de IL-17. Desta
forma, observou-se que lesdes periapicais cronicas podem enfrentar um processo de
reagudizacdo, o qual estd correlacionado com o aumento do nimero de leucdcitos,
predominantemente neutréfilos. Além disso, a quantidade de mastdcitos foi maior em GPs e a
imunoexpressao de IL-17 e TGF-3 observada foi significativamente maior em GPs do que nos

CRs.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo objetivou avaliar e comparar a expressao imuno-histoquimica da IL-
17, TGF-B1 e FoxP3 em GPs, CRs e CRRs, correlacionando-a com o tipo de lesdo, com a
sintomatologia das mesmas, intensidade do infiltrado inflamatério presente no tecido
conjuntivo/cdpsula, bem como com a espessura do revestimento epitelial nas lesdes cisticas.
Desta forma, buscou-se que a realizacdo desta pesquisa auxiliasse para um melhor

entendimento sobre a etiopatogénese das lesdes periapicais cronicas estudadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi submetido 2 apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CEP/UFRN), de acordo com a resolugdo
196/96 do CNS, sendo aprovado segundo parecer n° 330/2011.

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

A presente pesquisa foi caracterizada como um estudo descritivo, retrospectivo e

correlacional entre as caracteristicas clinico-morfoldgicas e a expressdo imuno-histoquimica

de IL-17, TGF-B1 e FoxP3 em GPs, CRs e CRRs.

4.3 POPULACAO

A populacdo deste experimento foi formada pelo conjunto de casos de GPs, CRs e
CRRs diagnosticados no periodo de 1997 a 2010 pertencentes aos arquivos do Servico de
Anatomia Patolégica da Disciplina de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

4.4 AMOSTRA

A amostra foi constituida por 50 espécimes fixados em formol a 10% e incluidos em
blocos de parafina, obtidos a partir dos registros no servico de Patologia Oral da UFRN.

Destes, 20 casos foram diagnosticados como GPs, 20 como CRs e 10 casos como CRRs.

4.4.1 Critérios de Inclusao da Amostra
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¢ Foram incluidos no estudo espécimes diagnosticados histopatologicamente como GPs,
CRs e CRRs e que exibissem aspectos histopatologicos bem definidos pré-
estabelecidos. Para os GPs, foram selecionados apenas 0s casos que se apresentassem
ausentes de qualquer remanescente de epitélio odontogénico disperso no tecido
conjuntivo constituinte da lesdo. Para as lesdes cisticas, foram incluidos somente os
espécimes que exibissem uma cavidade patoldgica revestida total ou parcialmente por
epitélio pavimentoso estratificado ndo ceratinizado, o qual apresentasse subjacente ao
mesmo uma quantidade suficiente de cdpsula fibrosa para realizagdo das avaliacdes
morfolégica e imuno-histoquimica.

e Foram selecionados apenas os espécimes que possuissem material bioldgico suficiente

nos blocos de parafina para o desenvolvimento da pesquisa.

4.4.2 Critérios de Exclusiao da Amostra

e Foram excluidos do estudo os espécimes com quantidade insuficiente de material
biolégico nos blocos parafinados, bem como aqueles que exibissem caracteristicas
histopatoldgicas consideradas incapazes para se estabelecer andlise imuno-

histoquimica comparativa.

4.5 COLETA DOS DADOS CLINICOS

Os dados referentes as caracteristicas demograficas e aspectos clinicos dos pacientes
foram coletados através de consulta as fichas clinicas de biopsia que acompanham o material
para exame andtomo-patolégico. Posteriormente, estas informagdes foram anotadas em uma
ficha especifica elaborada para o estudo (Apéndice A). No que concerne a avaliacdo da
sintomatologia das lesdes, assim como proposto por outros autores, os casos do presente
experimento foram classificados em sintomaticos ou assintomédticos de acordo com a presenca
ou auséncia, respectivamente, de dor, moderado aumento de volume ou qualquer outro
sintoma associado com a infec¢ao aguda (COLIC et al, 2007; COLIC et al, 2009a; COLIC et
al, 2009b; GAZIVODA et al, 2009).
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4.6 ESTUDO MORFOLOGICO

Para o desenvolvimento do estudo morfolégico, foi realizada uma avaliagao dos
aspectos histomorfolégicos dos casos selecionados em microscopia de luz nos aumentos de
40x, 100x e 400x, com cortes de 5 um de espessura e corados pela técnica da hematoxilina e
eosina (HE). A intensidade do infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo/cédpsula,
bem como o tipo de revestimento epitelial nas lesdes cisticas foram os aspectos
histopatoldgicos analisados. As avaliacdes foram estabelecidas por um tnico avaliador e os
dados transcritos para uma ficha previamente elaborada para o estudo (Apéndice B).

A intensidade do infiltrado inflamatdrio foi avaliada sob aumento de 400x de acordo
com critérios adaptados do estudo de Tsai et al (2004). Segundo metodologia proposta por
tais autores, a partir da porcao central dos GPs e da luminal das lesdes cisticas em dire¢ao a
periferia, foram considerados 3 campos microscopicos consecutivos. Os espécimes cujo
infiltrado inflamatério se apresentasse restrito ao primeiro campo microscopico, foram
classificadas como grau I (leve infiltrado); as lesdes com células inflamatdrias presentes até o
segundo campo microscopico foram definidas como de grau II (moderado infiltrado); e as
lesdes que exibissem infiltrado inflamatério até o terceiro campo microscopico, foram
categorizadas como de grau III (intenso infiltrado).

Para os CRs e CRRs, a espessura do revestimento epitelial foi analisada de acordo
com metodologia proposta por Moreira et al (2000). Nesta perspectiva, foram considerados
atroficos os cistos que apresentassem em sua maior extensdo camada epitelial constituida por
2 a 10 camadas de células de espessura e hiperpldsicos os espécimes revestidos por epitélio

com espessura varidvel, possuindo mais de 10 camadas de células.

4.7 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em ladminas de vidro previamente
preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da
imunoperoxidase pela técnica baseada em polimeros de dextrano (ADVANCE™ HRP, Dako

North America Inc., Carpinteria, CA, USA), utilizando anticorpos policlonais anti-IL-17 e
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anti-TGF-B1 e ao sistema Envision® (Dako Co., Carpinteria, CA, USA) com anticorpos

policlonais anti-FoxP3 (Quadro 1).

Especificidade | Clone N° Fabricante Diluicao Recuperacao Incubacao
catalogo antigénica
1IL-17 H-132 sc-7927 Santa Cruz 1:100 Citrato, pH 6,0 60 minutos
Biotechnology Pascal, 121°C, 3
min.
TGF-p1 \Y% sc-146 Santa Cruz 1:700 Citrato, pH 6,0 Overnight
Biotechnology Pascal, 121°C, 3
min.
FoxP3 H-190 | sc-28705 Santa Cruz 1:150 Citrato, pH 6,0 Overnight
Biotechnology Pascal, 121°C, 3

min.

Quadro 1. Especificacdes dos anticorpos utilizados na pesquisa. Natal — RN, 2012.

Como controle negativo os anticorpos foram substituidos por albumina de soro bovino

a 1% (BSA - bovine serum albumin). A técnica utilizada no presente experimento seguiu 0O

protocolo descrito abaixo:

= Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, ambos por 10 minutos a temperatura ambiente;

= Re-hidrata¢do em cadeia descendente de etanois:

e Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);

e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);

= Remocdo de pigmentos formdlicos com hidréxido de aménia a 10% em etanol 95°, a

temperatura ambiente (10 minutos);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos)

Duas passagens em dgua destilada (5 minutos cada);

Recuperacao antigénica (Quadro 1);

Duas passagens em dgua destilada (5 minutos cada);

=
=
= Lavagem em 4gua corrente (10 minutos);
=
=

Duas incubagdes dos cortes em solucdo de peréxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em

propor¢ao de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endégena tecidual (10 minutos cada);
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= Lavagem em 4gua corrente (10 minutos);
= Duas passagens em dgua destilada (5 minutos cada);
= Duas passagens em solu¢do tampao TRIS-HCI (tris-hidroximetil-aminometano, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubagdo dos cortes com anticorpos primérios, em solu¢do diluente (Antibody diluent
with background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA);
= Duas passagens em solucao de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubagio com anticorpo secundario (ADVANCETM HRP Link, Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA) anti-IL-17 e anti-TGF-B1 ou polimerizado a peroxidase (Envision®
Dako Co., Carpinteria, CA, USA) anti-FoxP3, a temperatura ambiente (30 minutos);
= Duas passagens em solucao de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubagio com anticorpo polimerizado a peroxidase (ADVANCE™ HRP Enzyme, Dako
North America Inc., Carpinteria, CA, USA) anti-IL-17 e anti-TGF-f1 e do complexo
avidina/biotina, diluido em TRIS gelado (A+B) para anticorpos anti-FoxP3 a temperatura
ambiente (30 minutos)
= Lavagem em solu¢do tampao TRIS-HCI, pH 7,4 para os anticorpos anti-FoxP3;
= Duas passagens em solucao tampao TRIS-HCL pH 7.4 (5 minutos cada);
= Revelagdo da reacdo com solu¢do cromdgena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB+
Substrate, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (10 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Passagens rdpidas em dgua destilada (2 trocas);
= Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (10 minutos);
= Desidratagdo em cadeia ascendente de etandis:

e Alcool etilico 80°GL (2 minutos);

e Alcool etilico 95°GL (2 minutos);

e Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
= Duas passagens em xilol (2 minutos cada);

= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

4.8 ANALISE DO PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO
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A andlise da expressao imuno-histoquimica da IL-17, TGF-B1 e FoxP3 em GPs, CRs e
CRRs foi fundamentada na positividade da marcagdo, sendo consideradas positivas todas as
células que apresentassem pigmentos intracitoplasmaticos e/ou nucleares de coloracdo
acastanhada. Para tanto, esta andlise foi realizada quantitativamente por um unico observador
e os dados foram anotados em fichas elaboradas previamente para o estudo (Apéndices C e
D).

As avaliagdes das imunoexpressdes dos biomarcadores pesquisados foi estabelecida
mediante a andlise de 5 campos microscopicos representativos e aleatérios em aumento de
400x ap6s a identificagdo das dreas com maior quantidade de células imunorreativas em
aumento de 100x. Em seguida, cada campo histolégico selecionado foi fotografado através de
um micoscépio de luz OLYMPUS® com maquina fotogréifica digital OLYMPUS® acoplada.
As imagens capturadas foram, entdo, transferidas para o computador através do sistema
OLYMPUS® Master v1.41 EX, sendo as células contadas com o auxilio do software IMAGE
J1® (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

A expressao imuno-histoquimica da IL-17 e do TGF-B1 foi determinada a partir da
contagem de todas as células presentes em cada campo microscopio, onde se estabeleceu o
percentual de células positivas em relacdo ao nimero total de células encontradas em cada
campo microscopico avaliado. A partir dos dados obtidos através do percentual médio
calculado, foram atribuidos escores levando-se em consideracdo a metodologia estabelecida
por Leonardi et al (2003) com modificagdes no sistema de escores: escore 1 (menos de 25%
de células positivas), 2 (positividade em 26 a 50% das células), 3 (positividade em 51 a 75%
das células) e 4 (imunomarcagao superior a 76% das células).

Para avaliagdo da imunoexpressdo do FoxP3, foram quantificados apenas os linfécitos
FoxP3-positivos e posteriormente, determinou-se a média de células marcadas nos 5 campos

microscépicos observados.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com a andlise imuno-histoquimica foram digitados em planilha
eletronica Excel (Microsoft Office 2007®) e posteriormente exportados para o programa
Statistical Package for the Social Sciences (versdao 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA), no

qual foram realizadas as andlises estatisticas.
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Em relacdo aos escores de imunopositividade para a IL-17 e TGF-B1, varidveis
categdricas ordinais, a comparacdo entre GPs, CRs e CRRs foi realizada por meio do teste
nao-paramétrico de Kruskall-Wallis. Para a andlise de possiveis diferencas nos escores de
imunopositividade para IL-17 e TGF-f1 em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério
nas lesdes e a espessura do revestimento epitelial nos CRs e CRRs, foi utilizado o teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney. Especificamente para avaliacdo do infiltrado inflamatério, os
casos com infiltrado leve e moderado foram agrupados e comparados com os casos exibindo
infiltrado inflamatério intenso.

Os dados obtidos com a quantificagcdo dos linfécitos FoxP3-positivos, varidvel
quantitativa discreta, foram submetidos a andlise pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual
revelou auséncia de distribuicao normal. Dessa forma, a comparagdo da quantidade de células
Tregs nos GPs, CRs e CRRs foi realizada por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskall-
Wallis. Para a andlise de possiveis diferencas na quantidade de linfécitos FoxP3-positivos em
relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério nas lesdes e a espessura do revestimento
epitelial nos CRs e CRRs, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. Da mesma
forma como foi mencionada para a IL-17 e TGF-B1, especificamente para avaliacio do
infiltrado inflamatério, os casos com infiltrado leve e moderado foram agrupados e
comparados com os casos exibindo infiltrado inflamatério intenso.

Em cada um dos grupos, foram analisadas possiveis correlacdes entre a quantidade
de linf6citos FoxP3-positivos e as imunoexpressdes de IL-17 e TGF-B1. Para isso, utilizou-se
o teste de correlacdo de Spearman.

Para todos os testes estatisticos utilizados no presente estudo, o nivel de significancia

foi estabelecido em 5% (p < 0,05).






S RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

66

A amostra da presente pesquisa foi intencional e constituida por 50 casos, dos quais 20

(40,0%) foram diagnosticados histopatologicamente como GPs, 20 (40,0%) como CRs e 10
(20,0%) como CRRs. A média de idade para os casos de GPs foi de 33,8+12,3 anos, variando

de 15 a 59 anos; para os casos de CRs foi de 28,4+11,7 anos, variando de 13 a 52 anos; e para

os casos de CRRs foi de 51,0+9,3 anos, variando de 38 a 67 anos. Os resultados referentes a

cada uma das lesdes podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdio dos casos de GPs, CRs e CRRs de acordo com o sexo, raca,

localizag@o anatdmica e sintomatologia. Natal/RN, 2012.

Lesao periapical

Variaveis GP CR CRR
n (%) n (%) n (%)
Feminino 13 (65,0) 15 (75,0) 5 (50,0)
Sexo Masculino 7 (35,0) 5(25,0) 5 (50,0)
Total 20 (100,0) 20 (100,0) 10 (100,0)
Leucoderma 4 (28,6) 947,4) 1(16,7)
Cor da pele Melanoderma 3(21,4) 3 (15,8) 2 (33,3)
Feoderma 7 (50,0) 7 (36,8) 3 (50,0)
Total 14 (100,0) 19 (100,0) 6 (100,0)
Maxila anterior 6 (30,0) 10 (52,6) 5(1,4)
Localizacdo Maxila posterior 8 (40,0) 2 (10,5) 0(0,0)
anatOmica Mandibula anterior 0(0,0) 1(5,3) 1(14,3)
Mandibula posterior 6 (30,0) 6 (31,6) 1(14,3)
Total 20 (100,0) 19 (100,0) 7 (100,0)
Sintomatologia Sintomaética 6 (46,2) 11 (68,8) 4 (50,0)
Assintomdtica 7 (53,8) 5(31,3) 4 (50,0)
Total 13 (100,0) 16 (100,0) 8 (100,0)

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
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5.2 RESULTADOS MORFOLOGICOS

A andlise histopatolégica dos espécimes diagnosticados como GPs revelaram a
presenca de tecido conjuntivo circundado por cdpsula fibrosa e constituido por infiltrado
inflamatério predominantemente cronico, além de fibroblastos, fasciculos nervosos e vasos
sanguineos de calibres variados (Figura 2-A). Os casos de CRs caracterizaram-se pela
presenca de uma cavidade patoldgica revestida por epitélio do tipo pavimentoso estratificado
ndo ceratinizado, o qual exibia dreas de degeneracdo hidrdpica, espongiose, exocitose € por
vezes projecdes arciformes. Na cdpsula, observou-se a presenga de tecido conjuntivo
composto por fibras coldgenas arranjadas principalmente de forma densa e permeadas por
infiltrado inflamatério de intensidade varidvel, fibroblastos, fasciculos nervosos e vasos
sanguineos (Figura 2-B). Os espécimes de CRRs exibiram aspecto microscopico semelhante
ao mencionado para os casos de CRs, no entanto, a interface epitélio-conjuntivo apresentou-se
mais frequentemente plana nestas lesdes (Figura 2-C). Corpuisculos de Russel, macréfagos
espumosos e imagens negativas de cristais de colesterol com células gigantes multinucleadas
associadas foram achados encontrados em alguns casos das trés lesdes estudadas.

A andlise da intensidade do infiltrado inflamatério revelou, para os GPs, predominio
de lesdes com infiltrado intenso (n = 18; 90,0%) (Figura 3-A), seguidas por lesdes com
infiltrado moderado (n = 2; 10,0%). De forma andloga, os CRs revelaram maior frequéncia de
casos com infiltrado inflamatério intenso (n = 13; 65,0%), seguidos por casos com infiltrado
moderado (n = 7; 35,0%) (Figura 3-B). No grupo dos CRRs, a maioria dos casos apresentou
infiltrado moderado (n = 6; 60,0%), com frequéncias menores para lesdes com infiltrado leve

(n =3; 30,0%) (Figura 3-C) e intenso (n = 1; 10,0%).

Tabela 2. Distribui¢do dos casos de GPs, CRs e CRRs de acordo com a intensidade do
infiltrado inflamatério. Natal/RN, 2012.

Intensidade do infiltrado inflamatorio

Tipo de lesao periapical Leve Moderado Intenso TOTAL
n (%) n (%) n (%) n (%)
Granuloma periapical 0(0,0) 2 (10,0) 18 (90,0) 20 (100,0)
Cisto radicular 0 (0,0) 7 (35,0) 13 (65,0) 20 (100,0)
Cisto radicular residual 3 (30,0) 6 (60,0) 1(10,0) 10 (100,0)

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
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A andlise da espessura do revestimento epitelial nas lesdes cisticas revelou maior
frequéncia de lesdes com epitélio atréfico (n = 8; 80,0%) (Figura 4) em comparagdo com as
lesdes com epitélio hiperpldsico (n = 2; 20,0%) no grupo dos CRRs. Nos CRs, constatou-se
uma distribui¢@o similar de casos com epitélio atréfico (n = 10; 50,0%) e hiperplasico (n = 10;

50,0%) (Figura 5) (Tabela 3).

Tabela 3. Distribui¢do dos casos de CRs e CRRs de acordo com a espessura do revestimento

epitelial. Natal/RN, 2012.

Espessura do revestimento epitelial

Tipo de lesdo cistica Atréfico Hiperplasico TOTAL
n (%) n (%) n (%)
Cisto radicular 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (100,0)
Cisto radicular residual 8 (80,0) 2 (20,0) 10 (100,0)

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.

5.3 RESULTADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

¢ Analise da imunoexpressao da IL-17

A expressdo imuno-histoquimica da IL-17 apresentou um padrdo de marcacao
predominantemente citoplasmatica nas células do tecido conjuntivo/cdpsula das lesdes
pesquisadas. Esta marcacdo foi observada em células inflamatérias (linfocitos, plasmdcitos,
neutr6filos e macréfagos), fibroblastos e células endoteliais. Em 100% dos casos do presente
estudo foi observada imunorreatividade para a IL-17.

A andlise da imunoexpressdo da IL-17 revelou, para o grupo dos GPs, predominio do
escore 3 (n = 15; 75,0%), seguido pelos escores 4 (n = 4; 20,0%) e 2 (n = 1; 5,0%) (Figura 6).
De forma similar, no grupo dos CRs, a maioria dos casos foi classificada com o escore 3 (n =
11; 55,0%), com frequéncias menores para os escores 4 (n = 7; 35,0%) e 2 (n = 2; 10,0%)
(Figura 7). Para os CRRs, constatou-se maior frequéncia de casos com escore 3 (n = 5;

50,0%), seguido dos escores 2 (n = 3; 30,0%) e 4 (n = 2; 20,0%) (Figura 8). O teste nao-
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paramétrico de Kruskal-Wallis revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa
nos escores de imunopositividade para a IL-17 entre GPs, CRs e CRRs (p = 0,355) (Tabela 4)
(Grafico 1).

Tabela 4. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW e
significancia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para a IL.-17 relacdo ao tipo

de lesdao. Natal — RN, 2012.

Tipo de lesao N Mediana Q25-Q7s Média dos postos KW )/
GP 20 3,00 3,00 - 3,00 25,48 2,070 0,355
CR 20 3,00 3,00 — 4,00 27,85

CRR 10 3,00 2,00 - 3,25 20,85

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
Legenda: GP — Granuloma periapical; CR — Cisto radicular; CRR - Cisto radicular residual.
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Grifico 1. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para a IL-17 de acordo com o

tipo de lesdo. Natal — RN, 2012.

No tocante a andlise da imunopositividade para a IL-17 quanto a intensidade do
infiltrado inflamatério, observou-se, para as lesdes com infiltrado leve (n = 3), maior
frequéncia do escore 2 (n = 2; 66,7%), seguido do escore 3 (n = 1; 33,3%). Nas lesdes com
infiltrado moderado (n = 15), houve maior frequéncia do escore 3 (n = 8; 53,3%), seguido dos

escores 4 (n = 6; 40,0%) e 2 (n = 1; 6,7%). Em lesdes com infiltrado intenso (n = 32), a
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maioria dos casos foi classificada como escore 3 (n = 22; 68,8%), com frequéncias menores
para os escores 4 (n =7; 21,9%) e 2 (n = 3; 9,4%). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa nos escores de imunopositividade
para a IL-17 entre lesdes com infiltrado inflamatério leve/moderado e lesdes com infiltrado

intenso (p = 0,585) (Tabela 5) (Grafico 2).

Tabela 5. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos postos,
estatistica U e significincia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para a IL-17

em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério. Natal — RN, 2012.

Infiltrado Média dos Soma dos

N Mediana st-Q75 U P
inflamatoério postos postos
Leve/ moderado 18 3,00 3,00-4,00 27,00 486,00 261,00 0,585
Intenso 32 3,00 3,00-3,00 24,66 789,00

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
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Griafico 2. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para a IL-17 de acordo com a

intensidade do infiltrado inflamatério. Natal — RN, 2012.

A andlise da imunopositividade para a IL-17 em relacdo a espessura do revestimento
epitelial dos CRs e CRRs revelou, para os casos com epitélio atréfico (n = 18), distribui¢cao
relativamente similar entre os escores 3 (n = 7; 38,9%), 4 (n = 6; 33,3%) e 2 (n = 5; 27,8%).

Nas lesdes com epitélio hiperpldsico (n = 12), houve predominio do escore 3 (n = 9; 75,0%),
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seguido do escore 4 (n = 3; 25,0%). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou
auséncia de diferenca estatisticamente significativa nos escores de imunopositividade para a
IL-17 entre cistos com epitélio atréfico e com epitélio hiperplasico (p = 0,899) (Tabela 6)
(Grafico 3).

Tabela 6. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos postos,
estatistica U e significincia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para a IL-17

em relacdo a espessura do revestimento epitelial nos CRs e CRRs. Natal — RN, 2012.

Espessura Média dos Soma dos

N Mediana st-Q75 U P
epitelial postos postos
Atréfico 18 3,00 2,00-4,00 15,67 282,00 105,00 0,899
Hiperplasico 12 3,00 3,00-3,75 15,25 183,00

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 3. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para a IL-17 de acordo com a

espessura do revestimento epitelial nos CRs e CRRs. Natal — RN, 2012.

No que se refere a andlise da imunopositividade para a IL-17 em relagdo a
sintomatologia das lesdes, observou-se, para os casos sintomdticos (n = 21), predominio do
escore 3 (n = 15; 71,4%), seguido dos escores 4 (n = 5; 23,8%) e 2 (n = 1; 4,8%). De forma
andloga, nas lesdes assintomadticas (n = 16), houve predominio do escore 3 (n = 10; 62,5%),

seguido dos escores 4 (n = 3; 18,8%) e 2 (n = 3; 18,8%). O teste ndo-paramétrico de Mann-
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Whitney revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa nos escores de
imunopositividade para a IL-17 entre lesdes sintomaticas e assintomaticas (p = 0,334) (Tabela

7) (Gréfico 4).

Tabela 7. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos postos,
estatistica U e significincia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para a IL-17

em relacdo a sintomatologia das lesdes. Natal — RN, 2012.

Média dos Soma dos

Sintomatologia N Mediana Q35-Q7s U p
postos postos

Ausente 16 3,00 3,00-3,00 17,38 278,00 142,00 0,334

Presente 21 3,00 3,00-3,50 20,24 425,00

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.
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Grifico 4. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para a IL-17 de acordo com a

sintomatologia das lesdes. Natal — RN, 2012.

¢ Analise da imunoexpressao do TGF-f1

A expressdo imuno-histoquimica do TGF-B1 localizou-se predominantemente no
citoplasma das células do tecido conjuntivo/capsula das lesdes pesquisadas. Esta marcagdo foi

observada em células inflamatdrias (linfécitos, plasmdcitos, neutréfilos e macréfagos),
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fibroblastos e células endoteliais. Em 100% dos casos de GP e CR foi evidenciada
imunorreatividade para o TGF-B1 e em 90% (9 casos) de CRRs.

A andlise da imunoexpressdo do TGF-B1 revelou, para o grupo dos GPs, predominio
do escore 3 (n = 11; 55,0%), seguido dos escores 4 (n = 4; 20,0%), 2 (n = 4; 20,0%) e 1 (n =
1; 5,0%) (Figura 9). Nos CRs, a maioria dos casos foi classificada com o escore 3 (n = 14;
70,0%), com frequéncias menores para os escores 2 (n = 5; 25,0%) e 1 (n = 1; 5,0%) (Figura
10). Para os CRRs, constatou-se maior frequéncia do escore 1 (n = 5; 50,0%), seguido dos
escores 2 (n = 3; 30,0%) e 3 (n = 2; 20,0%) (Figura 11). O teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis revelou diferencga estatisticamente significativa nos escores de imunopositividade para
o TGF-B1 entre os grupos analisados, com os CRRs exibindo mediana inferior em

comparacao com os CRs e GPs (p = 0,002) (Tabela 8) (Gréfico 5).

Tabela 8. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW e
significancia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para o TGF-B1 em relacao

ao tipo de lesdo. Natal — RN, 2012.

Tipo de lesao N Mediana Q25-Q75 Média dos postos KW P
GP 20 3,00 2,25 -3,00 30,75 12,709 0,002
CR 20 3,00 2,00 - 3,00 26,68

CRR 10 1,50 1,00 - 2,25 12,65

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
Legenda: GP — Granuloma periapical; CR — Cisto radicular; CRR - Cisto radicular residual.
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Griafico 5. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para o TGF-1 de acordo com

o tipo de les@o. Natal — RN, 2012.
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Com relacdo a andlise da imunoexpressdo do TGF-f1 quanto a intensidade do
infiltrado inflamatério, observou-se, para as lesdes com infiltrado leve (n = 3), maior
frequéncia do escore 1 (n = 2; 66,7%), seguido do escore 3 (n = 1; 33,3%). Nas lesdes com
infiltrado moderado (n = 15), houve predominio do escore 3 (n = 8; 53,3%), com frequéncias
menores para os escores 2 (n =4; 26,7%), 1 (n =2; 13,3%) e 4 (n = 1; 6,7%). Em lesdes com
infiltrado intenso (n = 32), a maioria dos casos foi classificada com o escore 3 (n = 18;
56,3%), com frequéncias menores para os escores 2 (n = 8; 25,0%), 1 (n = 3;9,4%) e 4 (n = 3;
9,4%). O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou auséncia de diferenca
estatisticamente significativa nos escores de imunopositividade para o TGF-B1 entre lesdes
com infiltrado inflamatério leve/moderado e lesdes com infiltrado intenso (p = 0,332) (Tabela

9) (Grifico 6).

Tabela 9. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos postos,
estatistica U e significancia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para o TGF-

B1 em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério. Natal — RN, 2012.

Infiltrado Média dos Soma dos

N Mediana st-Q75 U P
inflamatoério postos postos
Leve/ moderado 18 3,00 1,75-3,00 22,83 411,00 240,00 0,332
Intenso 32 3,00 2,00-3,00 27,00 864,00

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 6. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para o TGF-1 de acordo com

a intensidade do infiltrado inflamatério. Natal — RN, 2012.
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A andlise da imunopositividade para o TGF-Bf1 em relacdo a espessura do
revestimento epitelial das lesdes cisticas revelou, para os casos com epitélio atréfico (n = 18),
maior frequéncia do escore 3 (n = 9; 50,0%), seguido dos escores 2 (n =5; 27,8%) e 1 (n =4;
22,2%). De forma similar, nas lesdes com epitélio hiperpldsico (n = 12), houve predominio do
escore 3 (n =7; 58,3%), seguido dos escores 2 (n = 3; 25,0%) e 1 (n =2; 16,7%). O teste ndo-
paramétrico de Mann-Whitney revelou auséncia de diferenca estatisticamente significativa
nos escores de imunopositividade para o TGF-f1 entre cistos com epitélio atréfico e com

epitélio hiperplasico (p = 0,626) (Tabela 9) (Grafico 7).

Tabela 10. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos
postos, estatistica U e significancia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para o

TGF-B1 em relagdo a espessura do revestimento epitelial nos CRs e CRRs. Natal — RN, 2012.

Espessura Média dos Soma dos

N Mediana Qys-Q7s U p
epitelial postos postos
Atréfico 18 2,50 1,75-3,00 14,86 267,50 96,50 0,626
Hiperplasico 12 3,00 2,00-3,00 16,46 197,50

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 7. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para o TGF-1 de acordo com
a espessura do revestimento epitelial nos cistos radiculares e radiculares residuais. Natal —

RN, 2012.
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No que tange a andlise da imunopositividade para o TGF-f1 em relacio a
sintomatologia das lesdes, verificou-se, para os casos sintométicos (n = 21), predominio do
escore 3 (n = 10; 47,6%), seguido dos escores 2 (n =9; 429%) e 1 (n = 1; 9,5%). Nas lesdes
assintomdticas (n = 16), houve predominio do escore 3 (n = 10; 50,0%), seguido dos escores 1
(n = 6; 30,0%), 2 (n = 2; 10,0%) e 4 (n = 2; 10,0%). O teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney revelou auséncia de diferenga estatisticamente significativa nos escores de
imunopositividade para o TGF-f1 entre lesdes sintomdticas e assintomadticas (p = 0,443)

(Tabela 11) (Gréfico 8).

Tabela 11. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos
postos, estatistica U e significancia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para o

TGF-B1 em relacdo a sintomatologia das lesdes. Natal — RN, 2012.

Média dos Soma dos

Sintomatologia N Mediana Q5-Q7s U p
postos postos

Ausente 16 3,00 1,00-3,00 20,44 327,00 145,00 0,443

Presente 21 2,00 2,00-3,00 17,90 376,00

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.

Y
1

»
B
1

@
1

N
o
1

N
1

Escore de imunopositividade para TGF-beta
@
1

I

T T
Presente Ausente

Sintomatologia
Griafico 8. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para o TGF-B1 de acordo com

a sintomatologia das lesdes. Natal — RN, 2012.
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¢ Analise da imunoexpressio do FoxP3

A expressdo imuno-histoquimica do FoxP3 apresentou um padrdo de marcagdo com
localizagdo nuclear nos linfécitos positivos, de modo que apenas os linfécitos imunomarcados
dispersos no tecido conjuntivo/cdpsula foram contabilizados. Dentre os espécimes analisados
no presente estudo, 95% dos GPs e CRs (19 casos de cada lesdo), bem como 70% dos CRRs
(7 casos) apresentaram imunorreatividade para o FoxP3.

No que se refere a andlise dos linfécitos imunopositivos para o FoxP3 verificou-se,
para os GPs, valores médios que variaram de 0,00 a 9,80, com uma média de 3,05 £ 2,49
células imunomarcadas (Figura 12). Nos CRs, os valores médios de linfécitos FoxP3-
positivos variaram de 0,00 a 5,00, com uma média de 1,36 £ 1,20 células imunomarcadas
(Figura 13). Nos CRRs, as médias de linf6citos positivos para o FoxP3 variaram de 0,00 a
1,40, com uma média de 0,32 £ 0,42 células imunomarcadas (Figura 14). O teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis revelou diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, com 0s GPs exibindo maior mediana de linfécitos FoxP3-positivos em comparagao
com os CRs e CRRs (p < 0,001) (Tabela 10). Os CRs, por sua vez, apresentaram maior
mediana de células positivas para o FoxP3 em relagdo aos CRRs (p < 0,001) (Tabela 12)
(Grafico 9).

Tabela 12. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos
postos, estatistica KW e significancia estatistica (p) para o nimero de linfécitos FoxP3-

positivos em relacdo ao tipo de lesdao. Natal — RN, 2012.

Tipo de lesao N Mediana Q25-Q7s Média dos postos KW P
GP 20 2,10 1,40 — 4,30 34,25 18,768 < 0,001
CR 20 1,10 0,60 — 1,60 24,53

CRR 10 0,20 0,00 — 0,45 9,95

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.
Legenda: GP — Granuloma periapical; CR — Cisto radicular; CRR - Cisto radicular residual.
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Grafico 9. Box-plot relativo a quantidade de linfécitos FoxP3-positivos de acordo com o tipo

de lesdo. Natal — RN, 2012.

N

A andlise dos linfécitos FoxP3-positivos em relacdo a intensidade do infiltrado
inflamatoério revelou, para as lesdes com infiltrado leve (n = 3), valores médios que variaram
de 0,00 a 0,20, com uma média de 0,13 *+ 0,11 linfécitos imunomarcados. Nas lesdes com
infiltrado moderado (n = 15), os valores médios de linfécitos FoxP3-positivos variaram de
0,00 a 4,60, com uma média de 1,04 + 1,22 células imunomarcadas. Em lesdes com infiltrado
intenso (n = 32), as médias de linfécitos positivos para o FoxP3 variaram de 0,00 a 9,80, com
uma média de 2,35 £ 2,25 células imunomarcadas. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
revelou mediana de linfécitos FoxP3-positivos significativamente maior nas lesdes com

infiltrado inflamatdrio intenso em comparag¢do com as lesdes com infiltrado leve/ moderado

(p =0,003) (Tabela 13) (Grafico 10).

Tabela 13. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos
postos, estatistica U e significincia estatistica (p) para o nimero de linfcitos FoxP3-positivos

em relacdo a intensidade do infiltrado inflamatério. Natal — RN, 2012.

Infiltrado Média dos Soma dos

N Mediana Q35-Qss U p
inflamatoério postos postos
Leve/ moderado 18 0,40 0,15-1,45 17,31 311,50 140,50 0,003
Intenso 32 1,50 0,65-3,80 30,11 963,50

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 10. Box-plot relativo a quantidade de linfécitos FoxP3-positivos de acordo com a

intensidade do infiltrado inflamatoério. Natal — RN, 2012.

Em relacdo a espessura do revestimento epitelial dos CRs e CRRs, casos com epitélio
atréfico (n = 18) apresentaram valores médios de linfocitos imunopositivos para o FoxP3 que
variaram de 0,00 a 1,80, com uma média de 0,58 = 0,59 linfocitos imunomarcados. Nas lesoes
com epitélio hiperplasico (n = 12), os valores médios de células imunopositivas para o FoxP3
variaram de 0,40 a 5,00, com uma média de 1,65 * 1,42 linfocitos imunomarcados. O teste
ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou mediana de linfécitos FoxP3-positivos
significativamente maior nos cistos com epitélio hiperplasico em compara¢do com os cistos

apresentando epitélio atréfico (p = 0,009) (Tabela 12) (Grafico 9).

Tabela 14. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos
postos, estatistica U e significincia estatistica (p) para o nimero de linfcitos FoxP3-positivos
em relacdo a espessura do revestimento epitelial nos cistos radiculares e radiculares residuais.

Natal — RN, 2012.

Espessura Média dos Soma dos

N Mediana Q5-Qss U p
epitelial postos postos
Atréfico 18 0,40 0,15-1,00 12,11 218,00 47,00 0,009
Hiperplasico 12 1,30 0,60-2,15 20,58 247,00

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 11. Box-plot relativo a quantidade de linfécitos FoxP3-positivos de acordo com a

espessura do revestimento epitelial nos cistos radiculares e radiculares residuais. Natal — RN,

2012.

No tocante a andlise da imunopositividade para o FoxP3 quanto a sintomatologia das
lesdes, observou-se que os casos sintomdticos (n = 21) apresentaram valores médios de
linfécitos imunopositivos para o FoxP3 que variaram de 0,00 a 5,00, com uma média de
1,31£1,39 células imunomarcadas. Nas lesdes assintomaticas (n = 16) os valores médios de
células imunopositivas para o FoxP3 variaram de 0,20 a 9,80, com uma média de 1,96 + 2,36
linfécitos imunomarcados. O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney revelou auséncia de
diferenca estatisticamente significativa nos escores de imunopositividade para o FoxP3 entre

lesdes sintomdticas e assintomaticas (p = 0,325) (Tabela 15) (Gréfico 12).

Tabela 15. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, soma dos
postos, estatistica U e significancia estatistica (p) para os escores de imunopositividade para o

FoxP3 em relagao a sintomatologia das lesdes. Natal — RN, 2012.

Média dos Soma dos

Sintomatologia N Mediana Q5-Qss U p
postos postos

Ausente 16 1,40 0,45-2,25 21,00 336,00 136,00 0,325

Presente 21 0,80 0,30-1,90 17,48 367,00

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 12. Box-plot relativo aos escores de imunopositividade para o FoxP3 de acordo com

a sintomatologia das lesdes. Natal — RN, 2012.

Correlacao da quantidade de linfécitos FoxP3-positivos com a imunoexpressao da IL-17
e do TGF-p1

Foram analisadas possiveis correlagdes entre a quantidade de linfécitos positivos para
o FoxP3 e as imunoexpressdes de IL-17 e TGF-B1. Nos GPs, o teste de correlacdo de
Spearman demonstrou haver forte correlagdo positiva entre a quantidade de linfécitos FoxP3-
positivos e a imunoexpressao de TGF-B1 (r = 0,755; p < 0,001). Para os CRs e CRRs, o teste
de correlacdo de Spearman revelou ndo existir correlagdo estatisticamente significativa entre a
quantidade de linfécitos FoxP3-positivos e as imunoexpressoes de IL-17 e TGF-B1 (Tabela

16).
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Tabela 16. Tamanho da amostra, valor estatistico para o coeficiente de correlacdo de
Spearman (r) e significancia estatistica (p) para a quantidade de linf6citos FoxP3-positivos em
relacdo as imunoexpressoes de IL-17 e TGF- B, de acordo com o tipo de lesdo. Natal, RN —

2012.

Tipo de lesao n R P
Granuloma periapical

FoxP3 x 1IL-17 20 0,361 0,118
FoxP3 x TGF-B1 20 0,755 < 0,001
Cisto radicular

FoxP3 x IL-17 20 0,094 0,694
FoxP3 x TGF-B1 20 0,079 0,740
Cisto radicular residual

FoxP3 x IL-17 10 0,361 0,305
FoxP3 x TGF-B1 10 - 0,506 0,136

Fonte: Programa de P4s-Graduacio em Patologia Oral/ UFRN.

Foram avaliadas, ainda, possiveis correlagdes entre as imunoexpressdes da IL-17 e
TGF-B1. Nos GPs, o teste de correlacdo de Spearman revelou haver moderada correlagio
positiva entre as imunoexpressdes de IL-17 e TGF-B1 (r = 0,503; p = 0,024). Em relacdo aos
demais grupos, o teste de correlacio de Spearman demonstrou auséncia de correlagcdo
estatisticamente significativa entre as imunoexpressoes de IL-17 e TGF-B1, tanto nos CRs (r

=0,307; p = 0,188) quanto nos CRRs (r = 0,475; p = 0,165).



83

cisto radicular (B) e cisto radicular residual (C) (Hematoxilina/Eosina — 200x).
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Figura 3. Graus de intensidade do infiltrado inflamatério: GP exibindo infiltrado intenso (A),

CR com infiltrado moderado (B) e CRR com infiltrado discreto (C) (H/E — 200x).
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Figura 5. Cisto radicular exibindo revestimento epitelial pavimentoso estratificado ndo

cetatinizado hiperplasico (H/E — 200x).
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Figura 6 Expressao imuno-histoquimica de IL-17 em granuloma periapical evidenciada em

citoplasma de células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos. Advance (400x).
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Figura 7. Expressdao imuno-histoquimica de IL-17 em 01st0 radlcular evidenciada em

citoplasma de células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos. Advance (400x).
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Figura 8. Expressao imuno- hlstoqulmlca de IL 17 em 01st0 radlcular re51dua1 evidenciada em

citoplasma de células inflamatodrias, endoteliais e fibroblastos. Advance (400x).

Figura 9. Expressao imuno- hlstoqulmlca de TGF [31 em granuloma periapical ev1den01ada

em citoplasma de células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos. Advance (400x).
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Figura 10. Expressio imuno-histoquimica de TGF-f1 em cisto radicular evidenciada em

citoplasma de células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos. Advance (400x).

T A g i A

Figura 11. Expressdo imuno-histoquimica de TGF-f1 em cisto radicular residual evidenciada

em citoplasma de células inflamatdrias, endoteliais e fibroblastos. Advance (400x).
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Figura 12. Expressdo imuno-histoquimica do FoxP3 em granulomas periapicais evidenciada

no nucleo de linfécitos. Envision (400x).

Figura 13. Expressdo imuno-histoquimica do FoxP3 em cistos radiculares evidenciada no

nucleo de linfécitos. Envision (400x).
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Figura 14. Expressdao imuno-histoquimica do FoxP3 em cistos radiculares residuais

evidenciada no nucleo de linfécitos. Envision (400x).






92

6 DISCUSSAO

Lesdes periapicais correspondem a condigdes inflamatérias dos tecidos
perirradiculares que sdo consideradas sequelas diretas de processos infecciosos resultantes da
necrose pulpar e consequente progressdo para a regido periapical (ROCHA et al, 2007).
Posteriormente, estimulos bacterianos promovem a ativacdo de mecanismos de defesa tanto
da imunidade inata quanto da adquirida, provocando eventos vasculares e celulares, como a
liberagdo pelas células-alvo de mediadores intercelulares, anticorpos humorais e moléculas
efetoras para os tecidos periapicais (MEGHII et al, 1996; NAIR, 1997; MARTON; KISS,
2000). Como consequéncia destes processos, da persisténcia dos agentes antigénicos e da
inabilidade dos mecanismos de defesa do hospedeiro em debelar a infeccao, lesdes periapicais
podem ser desenvolvidas (NAIR, 2006; SCHULZ et al, 2009).

Os GPs representam uma reacdo de natureza inflamatdria cronica desencadeada pela
agressao bacteriana na regido perirradicular e que se caracteriza pela presenga de infiltrado
inflamatério constituido principalmente por linfécitos, plasmodcitos e macréfagos, além de
células polimorfonucleares (NAIR; PAJAROLA; SCHROEDER, 1996; NAIR, 1997
NEVILLE et al, 2009). Como efeito da continuidade do estimulo antigénico e das respostas
inflamatérias e imunoldgicas associadas, restos epiteliais de Malassez derivados de
remanescentes da bainha epitelial de Hertwig sdo estimulados a proliferarem, resultando na
formagdo de uma cavidade cistica e desenvolvimento de um CR (MUGLALI et al, 2008;
NONAKA et al, 2008). Apesar da intensa investigacdo e dos avangos ja estabelecidos, os
mecanismos moleculares envolvidos na formacao do tecido de granulac@o e no crescimento e
expansdo das lesdes periapicais ainda ndo foram completamente esclarecidos (LEONARDI et
al, 2003).

Por se tratarem de estdgios diferentes de evolugdo de um mesmo processo
inflamatério, pequenas ilhotas ou brotos de epitélio estratificado pavimentoso originérios de
restos epiteliais de Malassez podem ser observados em GPs. Tais células epiteliais
permaneceram na regido do ligamento periodontal apds o término da odontogénese e
caracterizam o chamado GP epitelizado, considerado uma etapa transitéria na transformacao
de GPs em CRs (SIQUEIRA JUNIOR; ROCAS; LOPES, 2004; NEVILLE et al, 2009). Para

evitar possiveis distorcdes nos resultados, foram excluidos da amostra da presente pesquisa os
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casos de GPs que apresentavam qualquer remanescente de epitélio odontogénico disperso no
tecido conjuntivo constituinte da lesdo. Para os casos de CRs e CRRs, foram incluidos apenas
os espécimes que exibissem uma cavidade patoldgica revestida total ou parcialmente por
epitélio pavimentoso estratificado ndo ceratinizado, o qual apresenta subjacente a0 mesmo
uma capsula de tecido conjuntivo fibroso.

GPs e CRs representam lesdes osteoliticas muito comuns das regides oral e perioral,
de modo que o estudo das mesmas adquire particular importancia na pratica odontolégica
devido a sua alta frequéncia clinica (LEONARDI et al, 2003; ROCHA et al, 2007).
Entretanto, além destas lesdes periapicais cronicas mais usualmente encontradas, sao descritos
também os chamados CRRs. Acredita-se que tais lesdes controversas se desenvolvam a partir
de remanescentes de CRs que permaneceram apds a extracao do elemento dentdrio acometido
(WALTON et al, 1996; REGEZZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).

No entanto, a existéncia desta entidade patoldgica foi questionada por Walton (1996),
pois para ele faltam casos clinicos longitudinalmente acompanhados que demonstrem que a
patologia apical (associada com polpa necrética) nao foi resolvida mesmo com a remogao do
irritante apds a extracdo. Além disso, segundo tal autor, na melhor das hipéteses as
radiografias exibem lesdes radiolicidas em édreas edéntulas com uma suposi¢do evidente que
representam CRs persistentes e biopsias de lesdes semelhantes foram diagnosticadas
aparentemente por exclusdo.

Apesar de serem histopatologicamente semelhantes, CRs e CRRs apresentam
possivelmente propriedades bioquimicas diferentes, ja que o principal foco de estimulagdo
estd ausente nos CRRs. No entanto, quando comparado com outros cistos odontogénicos,
pouca ateng¢ao tem sido conferida ao CRR, de modo que os trabalhos envolvendo tal entidade
patoldgica ainda permanecem escassos na literatura (MUGLALI et al, 2008).

Por se tratarem de lesdes de cardter inflamatdrio, todos os casos da presente pesquisa
foram classificados morfologicamente quanto a intensidade do infiltrado inflamatério para
que posteriormente esses dados fossem correlacionados com a imunoexpressao das moléculas
estudadas. Nesta perspectiva, observou-se que os casos de GPs e CRs examinados
apresentaram infiltrado inflamatério intenso (90,0% e 65,0%, respectivamente) ou moderado
(10,0% e 35,0%, respectivamente). Por sua vez, a maioria dos casos de CRRs exibiu infiltrado
moderado (60,0%), seguido por frequéncias menores de lesdes com infiltrado leve (30,0%) e
intenso (10,0%). Estes dados estdo de acordo com o que foi relatado em outras pesquisas,

embora o nimero de casos de CRRs classificados como moderadamente inflamados, tenha



94

sido superior no presente estudo (SUZUKI et al, 2001; TSAI et al, 2004; SUZUKI et al, 2005;
SANTOS et al, 2007; NONAKA et al, 2008).

A maior intensidade do infiltrado inflamatério em GPs em relacdo aos CRs, pode ser
decorrente da prépria natureza inflamatéria e atividade metabdlica da lesdo, ja que
representam o estdgio inicial do processo infeccioso e por isso, sugere-se que estas lesdes
possuam uma resposta inflamatéria mais intensa em virtude da sua maior atividade. Em
relacdo aos CRRs, presume-se que os principais estimulos antigénicos ndo estejam mais
presentes devido a remocdo do agente causador da infec¢do. Por este motivo, estas lesdes sdao
geralmente menos inflamadas quando comparadas com as demais lesdes periapicais
(MUGLALI et al, 2008).

Os espécimes de CRs e CRRs foram, ainda, avaliados quanto a espessura do
revestimento epitelial, pois, segundo alguns autores, o estado do epitélio tem sido sugerido
como um parametro histolégico confidvel de atividade bioldgica e/ou inatividade do
crescimento cistico (MOREIRA et al, 2000). Assim como a doenga periodontal, as
periapicopatias parecem ter padrdes ciclicos de evolugdo, exibindo periodos de atividade
intercalados com periodos de quiescéncia. Como a divisdo dos ceratindcitos deve ocorrer
durante o crescimento cistico, supde-se que a espessura do revestimento epitelial poderia
indicar a atividade bioldgica das lesdes cisticas, de modo que as lesdes com epitélio
hiperplésico seriam mais ativas do que aquelas revestidas por epitélio atréfico. Desta forma,
pesquisas demonstram uma maior proporcdo de células Th2 em cistos com epitélio
hiperpldsico, podendo as mesmas estarem relacionadas com o processo de crescimento destas
lesdes (CURY et al, 1998).

Além disso, a expressdo de citocinas e quimiocinas tem sido demonstrada como
fortalecida pelas endotoxinas bacterianas (JIANG et al, 1998). Tais endotoxinas foram
relatadas como estimulantes da proliferacdo de ceratindcitos, direta e indiretamente pela
estimulagdo da sintese de citocinas (MEGHII et al, 1996). Nesta perspectiva, este sistema foi
apontado como importante para manter o crescimento epitelial do cisto principalmente ap6s o
estabelecimento da cdpsula (MUGLALI et al, 2008).

Neste sentido, a andlise da espessura do revestimento epitelial nas lesdes cisticas
revelou uma distribui¢do igualitiria de casos de CRs com epitélio atréfico (50,0%) e
hiperplésico (50,0%). Esta mesma propor¢ao foi relatada em estudo realizado por Santos et al
(2007). Por sua vez, nos CRRs, constatou-se maior frequéncia de lesdes com epitélio atréfico
(80,0%) em comparacdo com as lesdes com epitélio hiperplasico (20,0%). Estes achados

confirmam as caracteristicas histopatolégicas anteriormente relatadas para os CRRs de que
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estas lesdes sdo, em geral, menos inflamadas e possuem epitélio com espessura mais delgada
quando comparados com os CRs comuns. Por estas razdes, CRRs foram descritos como
lesdes que apresentam baixo potencial de proliferacdo epitelial quando comparados com os
CRs (SUZUKIT et al, 2001).

Apesar de se tratarem de lesdes com comportamento clinico comumente indolente, as
lesdes periapicais podem se apresentar sintomaticas. Tumefacio e crescimento expansivo dos
ossos maxilares, sintomatologia dolorosa, mobilidade e deslocamento dentdrios podem ser
manifestacdes observadas em alguns pacientes (NEVILLE et al, 2009). Dentre as 37 lesdes
que possuiam tais informacgdes disponiveis nas fichas clinicas de bidpsia, 21 casos (56,8%)
apresentaram sintomatologia presente e 16 casos (43,2%) exibiram auséncia de alteragcdes
clinicas ou dor. Estes resultados corroboram o verificado em outros estudos, nos quais as
lesdes sintomadticas também foram mais prevalentes (COLIC et al, 2007; COLIC et al, 2009a;
COLIC et al, 2009b; GAZIVODA et al, 2009; BODNER et al, 2011).

Em relagcdo aos seus aspectos imunopatoldgicos, as lesdes periapicais se caracterizam
pela exsudacdo de diversos elementos celulares pertencentes ao sistema imunoldgico para a
regido afetada, bem como pela producdo de mediadores inflamatdrios como as citocinas.
Linfécitos T CD4" e CDS8", macréfagos, mastdcitos, eosinéfilos, plasmécitos, bem como
diversas citocinas foram identificados em quantidades varidveis em modelos experimentais e
lesdes periapicais humanas (CURY et al, 1998; KABASHIMA et al, 1998; LIN et al, 2000;
COLIC et al, 2007; MARCAL et al, 2010).

Dentre os diversos tipos celulares que migram para os tecidos perirradiculares na
tentativa de debelar a infeccdo, a reacao inflamatdria periapical é estabelecida principalmente
por linfécitos T através de respostas Th1, Th2, Th17 e Treg e esta polarizacdo pode modular a
progressdo da doenga e expressao de citocinas que induzem a reabsor¢do 6ssea (QUEIROZ-
JUNIOR et al, 2010). No entanto, como afirmado por Coli¢ et al (2007), pouco se sabe sobre
como € regulado o conjunto de citocinas participantes dos diferentes niveis de
desenvolvimento e manutengdo de processos inflamatérios cronicos e como o perfil destas
citocinas estd correlacionado com a composicao do infiltrado inflamatério e a apresentacdo
clinica das lesdes.

Na superficie das mucosas, células Th17 protegem o hospedeiro contra a infeccao,
enquanto que células Tregs controlam as respostas imunes e a inflamacao desencadeada pela
microflora residente (ZHOU et al, 2008). Destarte, a proposta deste estudo foi avaliar a
expressdo imunohistoquimica das citocinas IL-17 e TGF-f1, bem como do FoxP3,

considerado o fator de transcri¢do mestre da linhagem de células Tregs em GPs, CRs e CRRs.
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A IL-17 consiste em uma citocina pré-inflamatéria produzida principalmente por
células Th17 e que pode induzir respostas inflamatdrias, fornecer suporte as respostas imunes
(Th1) e estimular a reabsorcdo dssea, quando atua sinergicamente com o RANK e RANKL.
Como estas fungdes bioldgicas sdo de fundamental importancia para a etiopatogenia tanto da
doenca periodontal como das lesGes periapicais crOnicas, a participagdo desta citocina foi
investigada e comprovada em ambas as lesdes (TAKAHASHI et al, 2005; OSEKO et al,
2009; XIONG; WEI; PENG, 2009).

Em estudos realizados com modelos experimentais e humanos, a presenga da IL-17 foi
associada com a exacerbacdo da resposta inflamatéria, com um elevado nimero de neutréfilos
e reabsor¢do Gssea (COLIC et al, 2007; XIONG; WEI; PENG, 2009). Especula-se que a IL-17
pode exercer efeitos tanto de protecdo quanto de destruicio O&sseas na iniciagdo e
desenvolvimento das lesdes periapicais. Esta citocina poderia ser um dos fatores responsdveis
por estimular a expressdo de efetores inflamatdrios, sendo a maioria destes capazes de exercer
impacto sobre o metabolismo 6sseo, promovendo a osteoclastogénese. Além disso, a IL-17
participa do recrutamento e ativacdo de neutréfilos, podendo desempenhar um papel protetor
na prevencdo contra a perda Ossea alveolar estimulada pela infec¢do nas lesdes periapicais
(MARCAL et al, 2010)

No que tange a andlise da imunoexpressdo da IL-17 em relacdo as trés lesdes
periapicais estudadas, o escore 3 foi predominante em GPs, CRs ¢ CRRs (75,0%, 55,0% e
50,0%, respectivamente), seguido pelo escore 4 em GPs e CRs (20,0% e 35,0%,
respectivamente) e pelo 2 nos casos de CRRs (30,0%). Deste modo, observou-se uma
imunorreatividade relativamente semelhante para a IL-17 entre as trés lesdes pesquisadas, de
modo que a mediana observada para as mesmas foi igual (3,00), ndo sendo verificadas
diferencas estatisticamente significativas entre elas. Estes resultados foram discordantes aos
observados por Marg¢al et al (2010), em cujo estudo verificaram uma maior imunoexpressao
desta citocina nos casos de GPs quando comparados com os CRs.

Segundo Kraychete, Calasans e Valente (2006), é possivel que em processos
inflamatérios agudos ou cronicos, as citocinas induzam o organismo a produzir uma variedade
de respostas imunoldgicas na tentativa de acelerar as reagdes enzimadticas defensivas, reduzir a
replicacdo de patégenos, aumentar a proliferacao de células imunes, imobilizar a drea que foi
lesada e conservar energia. Assim, estas citocinas pré-inflamatérias podem ser reconhecidas e
utilizadas para desencadear diversas reag¢des intracelulares.

Deste modo, a elevada imunoexpressdo da IL-17, uma citocina pré-inflamatéria, em

GPs e CRs pode ser decorrente da fonte constante de estimulacdo pelas toxinas bacterianas
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liberadas no canal radicular infectado e também pela maior atividade proliferativa destas
lesdes (MUGLALI et al, 2008). Quanto aos CRRs, a forte imunopositividade para a 1L-17
pode sugerir que apesar do irritante inflamatdrio e principal agente causador da estimulagdo
antigénica estar ausente nestas lesdes, outras fontes secunddrias podem estar envolvidas com
0s aspectos imunopatogénicos das mesmas.

Embora possuam caracteristicas de cronicidade, GPs, CRs e CRRs podem sofrer
agudizacdo geralmente associada com a reinfec¢io da les@o. Quando isto ocorre, tais lesdes
periapicais passam a adquirir aspectos de processos inflamatdrios agudos com abundéncia de
células inflamatérias principalmente neutréfilos polimorfonucleares (TAKAHASHI et al,
1996)

High e Hirschmann (1988) indicam que apds um periodo de laténcia que varia de
meses a anos, evidéncias de inflamacao aguda podem se desenvolver em sitios intra-6sseos,
aparentemente sem relacdo com inflamacdo dentdria ou traumas externos. Possiveis
explicagdes sdo: infec¢do a partir da disseminacdo de bactérias hematogénicas; infarto ou
necrose focal, devido a fibrose densa e reduzida vascularizagdo presentes em muitos cistos
maduros; e mecanismos imunoldgicos.

Corroborando esta concep¢do, embora a maioria nao apresente qualquer evidéncia de
crescimento, lesdes de CRRs podem aumentar de tamanho, crescendo ativamente anos apds a
extracdo do elemento dentdrio relacionado ter sido realizada. Acredita-se que estes processos
sejam mais comuns especialmente em lesdes que atingiram uma posi¢do mais superficial
devido ao seu crescimento, se tornando mais susceptiveis a fatores como infeccdes
secunddrias ou irritagdo traumadtica, por exemplo, por uma prétese mal adaptada (OEHLERS,
1970; HIGH; HIRSCHMANN, 1986). Deste modo, autores indicam que o CR pode persistir,
Jja que o grau de resolu¢do, se houver, ndo € considerado suficiente para curar estas lesdes
(MUGLALI et al, 2008). Deste modo, levantamos a hipdtese de que alguns CRRs
representariam lesdes refratdrias, nas quais o estimulo antigénico pode permanecer,
promovendo a manuten¢do destas lesdes e sendo capaz de induzir células Th17 a secretarem a
IL-17.

Além disso, estudos evidenciaram que, embora em menor escala quando comparados
com o0s CRs, os CRRs continham também citocinas como a IL-la e TNF-a, além de
quimiocinas. Tais mediadores foram implicados como participantes da expansao cistica e por
isso, postulou-se que os CRRs possuem um certo grau de potencial expansivo (MUGLALI et

al, 2008).
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Em relacdo a anédlise da imunoexpressdo da IL-17 quanto a intensidade do infiltrado
inflamatério, observou-se que os escores 3 e 4 foram predominantes nos casos que
apresentaram infiltrado moderado (53,3% e 40,0%, respectivamente) e intenso (68,8% e
21,9% respectivamente). Nas lesdes com infiltrado inflamatério leve, os escores 2 e 3 foram
os mais frequentes (66,7% e 33,3%), de modo que nenhuma lesdo apresentou escore 4.

Santos et al (2007) acreditam que a intensidade do infiltrado inflamatério ndo esta
relacionada apenas com um aumento na quantidade de estimulos antigénicos, mas também
com uma resposta exacerbada dos mecanismos de defesa do organismo. Desta forma, estes
resultados suportam o sedimentado na literatura de que a IL-17 desempenha importante
fungdo na exacerbacio da inflamacdo (COLIC et al, 2007), ja que as lesdes com infiltrado
moderado/severo representadas pelos GPs e CRs, apresentaram também forte imunomarcagao
para a IL-17. No entanto, assim como relatado por outros autores ndo foram evidenciadas
diferencas estatisticamente significativas entre a imunoexpressdo desta citocina e a
intensidade do infiltrado inflamatdrio (SUZUKI et al, 2001; SANTOS et al, 2007).

No que se refere a andlise da imunopositividade para a IL-17 em relacdo a espessura
do revestimento epitelial das lesdes cisticas, os casos com epitélio atréfico demonstraram
distribuicao relativamente semelhante entre os escores 3, 4 e 2 (38,9%; 33,3%; 27,8%,
respectivamente). Por sua vez, nas lesdes com epitélio hiperplésico, verificou-se predominio
dos escore 3 e 4 (75,0%; 25,0%, respectivamente). Estes resultados confirmam os achados
encontrados em outros estudos, nos quais se verificou uma imunopositividade
moderada/intensa nos casos de cistos com epitélio hiperpldsico, embora ndo tenha sido
evidenciada diferenca estatisticamente significativa (CURY et al, 1998; MOREIRA et al,
2000; SUZUKI et al, 2001; SANTOS et al, 2007). Nesta perspectiva, Cury et al (1998)
presumiram que os cistos com revestimento epitelial hiperpldsico possuam comportamento
mais ativo do que aquelas que apresentam epitélio atréfico e se encontravam em um estado de
atividade quiescente.

Além disso, diferentemente do observado em outros estudos, ndao foi verificada
diferenca estatisticamente significativa entre a imunoexpressdo da IL-17 e a sintomatologia
das lesoes (COLIC et al, 2007; COLIC et al, 2009a). Coli¢ et al (2009a) demonstraram que
lesdes sintomadticas se caracterizavam por um infiltrado neutrofilico, elevada produgao de IL-
17, correlagdo positiva entre IL-17 e IFN-y, mas ndo entre a producao de IL-17 e IL-23, de
modo que a maioria das células IL17" coexpressaram IFN-y. Por sua vez, as lesdes

assintomdticas apresentaram-se fenotipicamente heterogéneas.
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A auséncia de diferencas na imunoexpressdao da IL-17 entre lesdes sintomaticas e
assintomdticas evidenciada no presente estudo pode ser decorrente do fato de que nds nao
tivemos o acompanhamento clinico desses pacientes, uma vez que todos os dados relativos a
estes aspectos foram obtidos a partir das fichas clinicas das bidpsias. Desta forma, dentre os
50 casos pesquisados, 13 lesdes (26,0%) ndo apresentavam tais informagdes disponiveis nas
fichas. Assim, como ndo seria possivel termos certeza quanto a sintomatologia destas lesoes
cujos dados foram negligenciados pelo cirurgido-dentista, todos estes casos foram excluidos
dos testes estatisticos no tocante a esta variavel clinica.

No que se refere ao TGF-B, o mesmo corresponde a uma potente citocina com fungdes
regulatérias e que exerce efeitos variados sobre células hematopoiéticas. No sistema
imunolégico, a funcdo fundamental do TGF-§ é manter a tolerancia através do controle da
proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia de linfécitos. Além disso, o TGF-B controla a
iniciagdo e resolucdo de respostas inflamatdrias através da regulacdo da quimiotaxia, ativagao
e sobrevivéncia ndo apenas de linfocitos, mas também de células NK, células dendriticas,
macréfagos, mastdcitos e granuldcitos. Tais atividades regulatérias do TGF-f sdo moduladas
pelo estado de diferenciagdo celular e pela presenca de citocinas inflamatérias e moléculas co-
estimulatérias (LI et al, 2006)

A participacdo do TGF-f no desenvolvimento, manutencao e inducao de células Tregs
e Th17 tém sido alvo de pesquisas recentes. Esta citocina participa do processo de
diferenciacdo de células Tregs adaptativas e Thl7 efetoras, enquanto que a producdo
concomitante de IL-6 contribui para o desenvolvimento de células Th17, inibindo o processo
de diferenciacdo para a linhagem de células Tregs (ROMAGNANI, 2006).

Desta forma, o TGF-B tem sido identificado em algumas doencas osteoliticas, como
osteoartrites, artrite reumatdide, doencga periodontal e lesdes periapicais (KABASHIMA et al,
1998; LIN et al, 2000). Estudos indicam que o TGF-B possui atividade imunossupressora e
promotora da cicatriza¢dao tecidual, de modo que quantidades mensurdveis desta citocina
foram recuperadas de tecidos inflamatorios periapicais de dentes cujo tratamento endoddntico
tivesse falhado (DANIN et al, 2000; COLIC et al, 2007).

No presente estudo, a andlise da expressdo imunohistoquimica do TGF-B1 nas trés
lesdes pesquisadas revelou diferenca estatisticamente significativa, apresentando os GPs e
CRs maior imunorreatividade quando comparados com os CRRs, de modo que as medianas
encontrada foram de 3,00; 3,00; e 1,50, respectivamente. Estes achados foram considerados

em consonancia com o observado em pesquisas anteriores (TYLER et al, 1999; MARCAL et
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al, 2010; TEIXEIRA-SALUM et al, 2010). Fukada et al (2009), no entanto, relataram uma
expressao do TGF-B1 considerada semelhante em ambas as lesdes.

A razdo dos niveis elevados do TGF-3 em lesdes periapicais ainda ndo foi totalmente
esclarecida. Entretanto, acredita-se que seja decorrente da presenca de grandes quantidades de
células produtoras desta citocina, visto que diferentes tipos celulares, como macréfagos,
fibroblastos, eosindfilos, osteoclastos, osteoblastos, além de células Tregs, parecem ser
capazes de sintetiza-la (TYLER et al, 1999; DANIN et al, 2000; TEIXEIRA-SALUM et al,
2010). Outrossim, foi sugerido que a participagdo do TGF-f seja de fundamental importancia
no processo de cicatrizagdo do peridpice nas periapicopatias, ja que esta citocina parece inibir
a atividade de reabsor¢do 6ssea, além de promover remodelacdo e reparo tecidual. No que se
refere ao processo de reparo dsseo, estudos indicam que o TGF-B contribua com o mesmo
através da estimulacdo da sintese de coldgeno, neovascularizagdo e proliferacdo de
fibroblastos. (TYLER et al, 1999). Deste modo, a alta concentracdo do TGF- pode
representar um fenomeno local compensatdrio que acompanha o processo de reabsorcdo dssea
fundamental para a progressdao destas lesdes. Apds a completa remocdo dos agentes
agressores, o TGF-P pode, ainda, induzir a reparacdo 6ssea durante o processo de regressdo da
lesdo (TEIXEIRA-SALUM et al, 2010).

Em estudo realizado com animais experimentais, Lin et al (2000) observaram que o
nimero de macréfagos TGF-B1-positivos diminuiu gradualmente de quantidade quando o
crescimento da lesdo cessou, estando presentes principalmente na fase ativa das lesdes
periapicais. Por sua vez, os osteoblastos apresentaram imunomarcag¢do apenas durante o
estdgio cronico das mesmas. Desta forma, os autores apontaram a participagdo dos
macréfagos na iniciagdo e desenvolvimento das periapicopatias, bem como sugeriram a
participacdo do TGF-B1 na reabsor¢do e formacdo dssea reparativa.

Os resultados da presente pesquisa demonstram que a expressdo imuno-histoquimica
do TGF-B1 ndo estd correlacionada com a intensidade do infiltrado inflamatério. Contudo,
pode-se verificar que as lesdes com infiltrado discreto exibiram predominio do escore 1
(66,7%), enquanto que as lesdes moderada ou intensamente inflamadas apresentaram
predominancia do escore 3 (53,3%; 56,3%, respectivamente). Estes resultados confirmam a
possivel participacdo do TGF-B1 no processo de estabilizacdo das lesdes periapicais através
de seus efeitos imunossupressores e reguladores da inflamacao, ja que foi verificada maior
imunomarcagdo para esta citocina nas lesdes mais inflamadas (DANIN et al, 2000).

De forma semelhante, ndo foi observada diferenca estatistica no que tange a

imunoexpressdo do TGF-f1 em relacdo a espessura do revestimento epitelial. Entretanto,
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considerando as medianas encontradas para os dois tipos de epitélio cisticos, a variante
atréfica obteve mediana discretamente inferior a observada para a hiperplésica (2,50 e 3,00;
respectivamente). Estes achados comprovam o observado por alguns autores de que os efeitos
regulatérios do TGF-B1 estariam presentes tanto nos periodos de iniciagdio como de
estabilizacao das lesdes periapicais (LIN et al, 2000).

Além disso, assim como evidenciado por outros autores, foi observada auséncia de
significancia estatistica entre a expressdo imuno-histoquimica do TGF-B1 quanto a
sintomatologia das lesdes. Estes resultados podem ser decorrentes do fato de que lesdes
sintomadticas se caracterizam por uma maior producdo de citocinas pré-inflamatdrias. Neste
contexto, citocinas imunorregulatérias como o TGF-f} sdo reconhecidamente mais importantes
para a supressdo da inflamacdo em lesdes assintomadticas, sendo nestes casos mais potentes
seus efeitos (GAZIVODA et al, 2009).

Como comentado anteriormente, o TGF-B medeia a regulacdo da diferenciacdo e
funcdo de células Th17 e Treg, de modo que seu papel como principal indutor do fendtipo de
células Tregs tem sido cada vez mais aceito. O fator de transcricdo FoxP3 é essencial para o
desenvolvimento e funcdo das células Tregs, sendo predominantemente expresso neste tipo
celular (CHEN et al, 2011). Tais células que expressam o FoxP3 estdo naturalmente presentes
no sistema imunolégico, sendo consideradas indispensdveis para a manutengdo da tolerancia
imunoldgica e homeostase corporal (SAKAGUCHI et al, 2010). Deste modo, as células Tregs
sdo consideradas de fundamental importancia na regulacdo da resposta imunoldgica, incluindo
o controle dos mecanismos de defesa contra a infec¢do (COLIC et al, 2009b). Tais tipos
celulares participam do controle de células T auto-reativas que escaparam da selec@o negativa,
além de modularem respostas de células T efetoras excessivas contra antigenos exdgenos
(ROMAGNANTI, 2006). Nao obstante ao seu papel na preven¢do da autoimunidade, as células
Tregs regulam a imunidade a infec¢des de origem viral, bacteriana ou parasitaria, bem como
podem promover respostas imunes direcionadas para tumores ou tecido transplantado
(CAMPBELL; ZIEGLER, 2007).

Em nosso estudo, a andlise da imunopositividade dos linfécitos para o FoxP3 revelou
diferencas estatisticamente significativas, de modo que os GPs apresentaram média superior
de linfécitos FoxP3-positivos (3,05t 2,49), seguidos pelos CRs (1,36% 1,20) e, por fim, pelos
CRRs (0,32+ 0,42). Estes resultados estdo em consonancia com os observados por Fukada et
al (2009) que também detectaram a expressao do gene FoxP3 em lesdes periapicais humanas,

apresentando os GPs maior expressao deste fator de transcricdo quando comparados com os



102

CRs. Por sua vez, Marcal et al (2010) observaram diferencas na expressdo imuno-
histoquimica apenas entre GPs e CRs e o grupo controle, mas ndo houve correlacdo entre as
lesoes.

A presenca de células Tregs foi investigada e comprovada em lesdes periapicais, de
modo que foi postulado que as mesmas poderiam infiltrar tais lesdes para inibir a proliferacao
de células T (ALSHWAIMI, et al, 2009; COLIC et al, 2009a; COLIC et al, 2009b; FUKADA
et al, 2009). Além disso, apesar de ndo se ter total conhecimento sobre os mecanismos que
promovem o desenvolvimento das periapicopatias humanas, sugere-se que o desequilibrio da
atividade de células osteocldsticas e pertencentes ao sistema imunoldgico em GPs e CRs
parece ser criticamente regulada por células Tregs (FUKADA et al, 2009). A quantidade
crescente de linfocitos imunorreativos dos casos de CRRs para os de CRs e destes para os de
GPs pode ser considerada proporcional a atividade metabdlica destas lesdes periapicais
pesquisadas.

Numeros elevados de células Tregs foram identificados também em espécimes de
periodontites cronicas e gengivites, de modo que as primeiras lesdes exibiram maior
imunorreatividade. Especula-se que em lesdes de gengivite as células Tregs controlam os
mecanismos imunopatoldgicos para evitar a destrui¢ao do tecido periodontal. Por sua vez, nas
periodontites que representam lesdes ja estabelecidas, tais elementos celulares poderiam ser
recrutados na tentativa de suprimir a destruicao tecidual através de supostos mecanismos
autoimunes por intermedio de um sistema de feedback negativo (NAKAJIMA et al, 2005).

A anélise da imunoexpressao do FoxP3 quanto a intensidade do infiltrado inflamatério
também evidenciou correlacdo positiva, de modo que as lesdes com infiltrado intenso
revelaram maior média de células imunomarcadas (2,35%2,25), seguido pelos casos
moderadamente inflamados (1,04£1,22) e pelos com infiltrado discreto (0,1310,11). Assim
como verificado em relagao a imunorreatividade do TGF-B1, sugere-se que as células Tregs
poderiam desempenhar suas funcdes regulatérias, controlando 0s processos imune-
inflamatdrios presentes nas periapicopatias. Destarte, uma maior quantidade deste tipo de
células estaria presente nas lesdes mais intensamente inflamadas, provavelmente na tentativa
de regular os mecanismos imunolégicos desencadeados nas mesmas (COLIC et al, 2009b).

No que se refere a andlise da imunopositividade dos linfécitos FoxP3-positivos quanto
a espessura do revestimento epitelial, verificou-se que as lesdes cisticas com epitélio
hiperpldsico apresentaram mediana de células imunorreativas significativamente maior (1,30)

do que a encontrada nos cistos com epitélio atréfico (0,40). Moreira et al (2000) afirmaram
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que apesar da presenca de antigenos capazes de induzir respostas imunoldgicas, proliferacdo
epitelial e reabsor¢do 6ssea; em lesdes cujo epitélio encontra-se atréfico, o crescimento cistico
nao foi relatado. Deste modo, efetores imunossupressores ou eventos apoptéticos podem atuar
supostamente nestas fases regulando o crescimento cistico (MOREIRA et al, 2000; LOYOLA
et al, 2005).

Corroborando o que foi observado em outras pesquisas, nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi evidenciada na frequéncia de linfécitos FoxP3-positivos
entre as lesdes sintomadticas e assintomdticas. Desta forma, como a frequéncia das células
Tregs ndo se correlaciona com a apresentacdo clinica das lesdes periapicais, ndo estd
totalmente sedimentado na literatura se sua func@o no tecido periapical estd associada com a
exacerbacio da infec¢do ou com a manutengio da cronicidade da inflamacdo (COLIC et al,
2009b).

Os resultados do presente estudo demonstraram ainda haver forte correlagdo positiva
entre a quantidade de linfocitos FoxP3-positivos e a imunoexpressao de TGF-B1 (r = 0,755; p
< 0,001) nos casos de GPs. Estes resultados estdo em consonancia com os achados por outros
autores (NAKAJIMA et al, 2005; COLIC et al, 2009a; COLIC et al, 2009b) e confirmam as
interacdes ja sedimentadas na literatura, de que niveis elevados do TGF-f3 no microambiente
tecidual induzem a diferenciacdo de células Tregs FoxP3* (ZHOU et al, 2008). Diante da
expressdo conjunta do TGF-B1 e FoxP3, pode-se sugerir que a populacdo de células Tregs
seja maior em GPs quando comparada com CRs e CRRs (FUKADA et al, 2009).

Nos GPs foi observada, também, moderada correlacio positiva entre as
imunoexpressdes da IL-17 e TGF-B1 (r = 0,503; p = 0,024). Tal correlacdo estatisticamente
significativa ainda ndo havia sido identificada em lesdes periapicais.

A proximidade com os estimulos antigénicos bacterianos e a alta permeabilidade do
epitélio ndo-ceratinizado das lesdes periapicais cisticas, facilitam que respostas inflamatérias
sejam desencadeadas. Sinais substanciais ativam, entdo, varias populacdes celulares na regiao
e conduzem, consequentemente, a atividade tanto de inibidores quanto de ativadores (TSAI et
al, 2004). Deste modo, sugere-se que esta correlacdo entre as imunoexpressoes da IL-17 e
TGF-B seja decorrente da participagdo de citocinas tanto pré-inflamatérias como
imunorregulatérias na patogenia das periapicopatias (COLIC et al, 2009a).

Diante dos resultados apresentados, torna-se evidente a complexidade dos mecanismos
imunopatogénicos relacionados com as lesdes periapicais. Destarte, uma grande variedade de
respostas imunoldgicas sdo desencadeadas nos tecidos perirradiculares, de modo que diversas

interacdes celulares podem ser estabelecidas. Células Th17 e Treg participam desse processo
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exercendo efeitos modulatérios opostos, porém que podem estar presentes simultaneamente.
Além das moléculas estudadas, diversas outras participam das reagdes imunoldgicas que
ocorrem nos tecidos periapicais, de modo que outros estudos devem ser conduzidos para que

um melhor entendimento sobre a etiopatogenia destas lesdes seja alcangado.
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7. CONCLUSOES

Baseado nos achados do presente estudo pode-se concluir que:

e A expressdao imuno-histoquimica da IL-17 foi observada em todos os casos de GPs,
CRs e CRRs, sugerindo que as células Th17 participam da patogenia das lesdes
periapicais secretando esta citocina durante os trés estagios do processo inflamatorio,
bem como nos diferentes graus de intensidade do infiltrado inflamatério, tipos de
revestimento epitelial cistico e independente da sintomatologia das lesdes.

e A maior imunomarcagdo para o TGF-B1 dos casos de GPs e CRs quando comparada a
observada nos CRRs, suscita que estas lesdes, por representarem estagios de
inflamacdo  primdria  ativa, apresentam  mecanismos  imunorregulatdrios
compensatdrios a presenca da mesma. Entretanto, ndo foram evidenciadas diferengas
estatisticamente significativas entre a expressdo imuno-histoquimica do TGF-f1 e a
intensidade do infiltrado inflamatério, espessura do epitélio e sintomatologia das
lesoes.

e A frequéncia de linfécitos FoxP3-positivos revelou-se maior em ordem decrescente do
GP para o CRR, indicando a presenca de maior quantidade de células Tregs nas fases
iniciais do processo inflamatério, assim como nas lesdes mais intensamente
inflamadas e nos cistos com revestimento epitelial hiperpldsico, ou seja, em
crescimento ativo. No que se refere a sintomatologia das lesdes, nao foram observadas
diferencas entre as lesdes sintomdticas e assintomaticas.

e A forte correlagdo positiva entre a imunoexpressao do TGF-B1 e do FoxP3 nos casos
de GP indica a j4 suposta e indispensdvel presenca desta citocina no microambiente
tecidual para diferenciacdo das células Tregs nesta etapa do processo inflamatdrio.

e Nos casos de GPs, foi identificada ainda, moderada correlacdo positiva entre a
imunoexpressdo da IL-17 e do TGF-B1, sugerindo a participacdo de citocinas tanto
pré-inflamatérias como imunorregulatérias na patogenia das lesdes periapicais e
indicando que ambas ndo exercem inibi¢cdo mutua apesar de seus efeitos moduladores

opostos.
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APENDICE A - Ficha para coleta de dados

Granuloma periapical ()

Cisto radicular ()
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Cisto radicular residual ()
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Granuloma periapical ()
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APENDICE B - Ficha para coleta de dados morfolégicos

Cisto radicular ()

Cisto radicular residual ()

N° do caso

Intensidade do infiltrado inflamatorio

Espessura do revestimento
epitelial

Leve
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Intenso

Atréfico Hiperplasico




APENDICE C - Ficha para coleta de dados imuno-histoquimicos (IL-17 ou TGF-p)

Granuloma periapical () Cisto radicular () Cisto radicular residual ()
IL-17( ) TGF-B( )
Quantidade de células imunomarcadas por campo
Caso 1 2) 3 4 5

+ T % + T % + T % + T % n T % | Média | Escore




APENDICE D - Ficha para coleta de dados imuno-histoquimicos (FoxP3)
Granuloma periapical () Cisto radicular () Cisto radicular residual ()

Quantidade de células imunomarcadas por campo
N° do caso 1 2 3 4 5 Média Observacoes
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APENDICE E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA ORAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Este é um convite para vocé participar da pesquisa “EXPRESSAO IMUNO-
HISTOQUIMICA DE IL-17, TGF-p E FOXP-3 EM LESOES PERIAPICAIS
CRONICAS", sob a orientacio da Prof*. Dr*. Hébel Cavalcanti Galvdo. Sua participacdo ¢
voluntdria (vocé s6 participa, se quiser), o que significa que vocé poderd desistir a qualquer
momento, retirando seu consentimento (sua permissdo), sem que isso lhe traga nenhum
prejuizo ou penalidade. Essa pesquisa procura avaliar proteinas (substancias) presentes em
lesdes periapicais cronicas (lesdes nos tecidos que envolvem o dpice do dente) com a
finalidade de entender os mecanismos bioldgicos destas lesdes (forma como a doenga se
comportard). Caso vocé decida aceitar o convite, ndo ird passar por nenhum tratamento clinico
nem fard nenhuma cirurgia. Os riscos de vocé sofrer danos fisicos, psicoldgicos ou de
qualquer outro tipo por participar dessa pesquisa serdo minimos € caso ocorram serao
resolvidos da melhor maneira possivel. Iremos utilizar o material que ja foi removido da sua
boca durante a bidpsia (cirurgia para retirada da lesdo que vocé tinha na boca). Sua
participacdo € muito importante, pois assim podemos conhecer mais sobre essas lesdes e caso
exista alguma mudanca no seu diagnéstico, vocé serd comunicado e serd feito o seu
tratamento na Faculdade de Odontologia da UFRN. Todas as informacdes colhidas da sua
ficha ficardo guardadas em local seguro e seu nome nado serd identificado em nenhum
momento.

Se voce tiver algum gasto que seja devido a sua participacdo na pesquisa, vocé€ serd
ressarcido. Se vocé sofrer algum dano, decorrente desta pesquisa, terd direito a indenizacao

que sera providenciada pelos pesquisadores.
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Vocé ficard com uma cdpia deste Termo e toda a divida que vocé tiver a respeito
desta pesquisa, poderd perguntar diretamente para, Prof*. Dr*. Hébel Cavalcanti Galvao no
Departamento de Odontologia da UFRN, no endereco Av. Sen. Salgado Filho, n° 1787, Lagoa
Nova, Natal — RN, ou pelo telefone (84)3215-4138. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa
poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da UFRN, localizado no Campus

Universitario da UFRN, ou pelo telefone (84)3215-3135.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, s

declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela serd realizada, os riscos e
beneficios envolvidos e concordo em participar voluntariamente da pesquisa “EXPRESSAO
IMUNO-HISTOQUIMICA DE IL-17, TGF-p E FOXP-3 EM LESOES PERIAPICAIS
CRONICAS"

Assinatura do Participante

Prof®. Dr*. Hébel Cavalcanti Galvao

Pesquisadora Responsavel






127

ANEXO A - Certidao de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

STOQUIMIGA D

d
Periodo de reaiizagao Inicio abr/2011 - Final mar/2012
Arrniamant riru:; n‘n;’ﬁnir‘\nnfnc iniria ann/2011 _ Cinal
Arrolamento dos participantes: Inicio ago/2011 - Final
" dez/2011
Revisao ética em 29 de julho de 2011
RELATO
1. RESUMO

E uma pesquisa que tem como objetivo formagao de pessoal a nivel de mestrado, programa
de pds graduagfo em patologia oral. O estudo pretende avaliar a expresséo de citocinas induzida
pela presenca de granulomas periapicais. A hipotese € que o granuloma induz processo inflamatério
mediado por citocinas. As amostras biclégicas serdo selecionadas dentre as amostras coletadas e
armazenadas no Departamento de QOdontologia, com diagnodstico histopatolégico de Granulomas
periapicais, cistos radiculares e cistos radiculares residuais realizadas no periodo de 1997 a 2010. A
hipdtese de trabalho é-que o tipo-de-citocina expressa esté associado ‘ao-comportamento-biolégico-
observado histopatologicamente. Os pacientes. serao contados por telefone, apbs anuéncia dos
mesmos, estes serdo visitados para esclarecimentos acerca da pesqguisa e obtengdo do Termo de
Consentimento Livre € Esclarecido.

O protocolo esta adequadamente instruido. Os pesguisadores irdo consultar os pacientes que
tiveram o diagndstico de cisto no periodo indicado acima. Receberam autorizagdo do Departamento
de QOdontologia para realizagio da pesquisa. O estudo é importante e podera trazer dados sobre o
processao de lesGes periapicais.

2, ENTENDIMENTOS E PARECER

Entendemos que este protocolo encontra-se bem instruido e em concordéncia com as
normas e diretrizes propostas na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Diante
do exposto 0 CEP/UFRN classifica-o na categoria de PROTOCOLO AFPROVADO.

fone/fax: (84) 3215-3135 - e-mail: cepufm®@reitoria.ufm.br — site: hitp:// www.etica.ufrn.br gf 4
12 Ly
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Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal/RN, Brasil - CEP 59078-9?04 .



