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RESUMO

Bergamini ML. Analise da concentracdo de células dendriticas, linfocitos T
reguladores e mastécitos em lesdes periapicais cronicas. Sao Paulo: Universidade de
Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Verséo Original.

As lesdes periapicais crbnicas estdo entre as mais frequentes do complexo
maxilofacial, porém o perfil inflamatério dessas les6es é pouco compreendido, tanto
do ponto de vista da caracterizacdo celular como da expressao de citocinas. Cistos e
granulomas periapicais comp&em dois tercos dessas lesbes inflamatérias em regido
de mandibula, onde sdo mais frequentes. O presente estudo prop6s-se a estudar e
avaliar a expressao imuno-histoquimica de CDla* (marcador de células dendriticas
imaturas) e de FoxP3* (marcador de linfocitos T reguladores) e verificar a presenca
de mastocitos em granulomas periapicais, cistos radiculares e residuais. Foram
selecionados 73 casos, sendo 30 de granulomas periapicais, 29 de cistos radiculares
e 14 de cistos residuais, dos arquivos do Servico de Patologia Cirargica Oral e
Maxilofacial do Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sdo Paulo. Todos os grupos foram submetidos a analise morfologica,
para classificacdo do infiltrado inflamatério e espessura epitelial, analise imuno-
histoquimica, para deteccdo e contagem de células dendriticas e linfécitos T
reguladores e coloracdo com azul de toluidina para contagem de mastécitos nas
lesBes periapicais cronicas. A analise morfoldgica revelou que a presenca de infiltrado
inflamatorio grau | foi mais comum nos cistos periapicais. A gradacao Il e Il foi mais
comumente encontrada em cistos radiculares e granulomas periapicais. A avaliacédo
da espessura epitelial mostrou que os epitélios atrofico e hipertrofico se apresentaram
majoritariamente em cistos radiculares. N&o houve diferengas estatisticamente
significantes em relacdo ao infiltrado inflamatorio e espessura epitelial nas lesdes
periapicais cronicas estudadas (p>0,05). A avaliacdo da contagem do numero de
células dendriticas (CD1a*) apresentou um valor médio maior em cistos radiculares
(8,16 células/0,2mm?) (p<0,001) e o numero médio de linfécitos T reguladores
(FoxP3*) também foi maior em cistos radiculares (5,910 células/0,2mm?) (p<0,05). Na
avaliacdo do numero de mastdécitos, os cistos radiculares apresentaram maior nimero
médio dessas células do que as outras lesdes periapicais (12.68 células/0,2mm?)

(p<0,001). A avaliacdo da correlagcéo entre infiltrado inflamatorio e imunomarcacao



mostrou que houve diferenca estatisticamente significante na correlacdo entre
infiltrado inflamatdrio e células CD1a* em granulomas periapicais (p<0,001). A medida
que a gradacédo do infiltrado inflamatorio aumentou, o niumero células CD1a* diminuiu.
E a correlacdo entre espessura epitelial e imunomarcacgéo das células mostrou que a
presenca de epitélio hipertrofico em cistos radiculares apresentou maior densidade de
células CD1a*. Nao houve correlacdo estatisticamente significante da presenca de
linfocitos Treg e a gradacdo do infiltrado inflamatorio nem da espessura epitelial.
Todos esses resultados foram estatisticamente significativos (p<0,05). A
concentracdo de células dendriticas imaturas e linfécitos T reguladores desempenham
um papel importante no controle do microambiente inflamatério nos granulomas
periapicais e cistos radiculares, respectivamente. A presenca de mastocitos nos cistos
radiculares pode estar associada a progressao, expansdo da lesdo e reabsorcao

Ossea.

Palavras-chave: Les@es periapicais crbnicas, Linfocito T regulador, célula dendritica,
mastdcito, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Bergamini ML. Analysis of Dendritic Cells, T Regulatory Lymphocytes and Mastocytes
Concentration in Chronic Apical Periodontitis. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2019. Versao Original.

Chronic apical periodontitis are among the most frequent in the maxillofacial complex,
but their inflammatory profile is poorly understood regarding both cell characterisation
and cytokine expression. Cysts and periapical granulomas account for two-thirds of
these inflammatory lesions in the mandibular region, where they are more frequent.
The present study is aimed at investigating and assessing the immunohistochemical
expressions of CDla+ (marker for immature dendritic cells) and FoxP3+ (maker for T
regulatory lymphocytes), as well as at verifying the presence of mastocytes in
periapical granulomas and radicular and residual cysts. Seventy three cases (30 of
periapical granulomas, 29 of radicular cysts and 14 of residual cysts) were selected
from the Oral and Maxillofacial Pathology Unit of the Department of Stomatology,
School of Dentistry, University of S&o Paulo. All groups were submitted to
morphological analysis for classification of inflammatory infiltrate and epithelial
thickness and to immunohistochemical analysis for detection and counting of dendritic
cells and T regulatory lymphocytes. Toluidine blue staining was used for counting
mastocytes in the chronic periapical lesions. Morphological analysis revealed that
grade | inflammatory infiltrate was the most common in periapical cysts. Grading Il and
[l were more frequently found in radicular cysts and granulomas. Evaluation of
epithelial thickness showed that atrophic and hypertrophic epithelia are mostly found
in radicular cysts. There were no statistically significant differences in the chronic apical
periodontitis regarding inflammatory infiltrate and epithelial thickness (P > 0.05). The
mean numbers of dendritic cells (CD1a+) and T regulatory lymphocytes (FoxP3+) were
higher than that of radicular cysts, respectively, 8.16 cells/0.2 mm? (P < 0.001) and
5.910 cells/0.2 mm?) (P < 0.05). As for the mastocytes, the radicular cysts had a higher
mean number than that of other periapical lesions (12.68 cells/0.02 mm?) (P < 0.001).
Assessment of the correlation between inflammatory infiltrate and immunomarkers
showed a statistically significant difference regarding CDla+ cells in periapical
granulomas (P < 0.001). As the inflammatory infiltrate grading increased, the number

of CDla+ cells decreased. The correlation between epithelial thickness and cell



immunomarkers showed that the presence of hypertrophic epithelium in radicular cysts
presented a higher density of CDla+ cells. There was no statistically significant
correlation of the presence of T regulatory lymphocytes with inflammatory infiltrate
grading or epithelial thickness. All these results were statistically significant (P < 0.05).
The concentration of immature dendritic cells and T regulatory lymphocytes plays an
important role in the control of the inflammatory micro-environment in periapical
granulomas and radicular cysts, respectively. The presence of mastocytes in radicular
cysts may be associated to progression and expansion of the lesion as well as to bone

resorption.

Key-words: Chronic apical periodontitis; Regulatory T lymphocyte; Dendritic cells;

Mastocyte; Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O tecido pulpar, constituido de tecido conjuntivo frouxo e responsavel pela
vitalidade do dente, é protegido do contato com microrganismos, que S&o
potencialmente nocivos para esse tecido. A exposicdo da polpa dental por fatores
como progressao de carie ou fratura, levando ao contato com agentes microbianos
e/ou seus produtos induzird uma resposta inflamatoria, que podera levar a necrose
pulpar. A leséo periapical € uma doencga infecciosa prevalente em todo o mundo e
caracterizada por destruicdo dos tecidos mineralizados ao redor do apice radicular em
decorréncia da resposta local do hospedeiro frente a infeccdo bacteriana da polpa
dental (1-4).

Cistos e granulomas periapicais correspondem as lesdes inflamatdrias mais
frequentes dos maxilares e dois tercos dessas lesdes estao localizadas em regiédo de
mandibula, onde sdo mais frequentes (5—7). Sabe-se que os antigenos microbianos
sao capazes de estimular respostas imunes especificas e ndo especificas nos tecidos
periapicais (8,9).

A interacdo entre células, citocinas e outros elementos inflamatorios presentes
em lesBes periapicais, assim como a fungéo especifica de cada um, ainda ndo esta
completamente elucidada. Entretanto, sabe-se que o infiltrado inflamatério dessas
lesBes é essencialmente mononuclear e que, eventualmente, granulomas periapicais
compostos por tecido de granulacdo com células inflamatorias, fibroblastos e uma
capsula fibrosa bem desenvolvida, podem evoluir para cistos radiculares caso 0s
remanescentes epiteliais de Malassez sejam estimulados a proliferacdo(6,10). O cisto
residual é caracterizado pela persisténcia da lesdo ap0s a extracdo de um dente
afetado por um cisto radicular ndo removido (11).

A formacdo de lesdes periapicais cronicas envolve ativacéo local da resposta
imune do hospedeiro e reabsorgdo Ossea na regido periapical. Estudos ja
demonstraram que na formacdo dessas lesdes h& participagdo de macréfagos,
mastocitos, linfocitos T, neutrofilos, células dendriticas, além da expressdo de
interleucinas (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-22)
interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de crescimento
transformante beta (TGF-B), proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), proteina
inflamato6ria de macréfagos-1beta (MIP-1B), IP-10, RANTES, FoxP3 (forkhead box
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P3), osteopontina e do sistema RANK, RANKL e OPG (5,7,12). O balanco entre os
mediadores pro e anti-inflamatoérios determinam a estabilidade ou progressao da lesao
periapical (3,13,14). Entretanto, o papel de cada célula e citocina ainda necessita ser

mais investigados (5,10,12,15).
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2 REVISAO DA LITERATURA

A lesdo periapical é essencialmente uma doenca inflamatéria de etiologia
microbiana (16,17). ApGs a necrose pulpar, a disseminacao e instalacdo de bactérias
no periapice estimulam e ativam mecanismos de defesa inatos e adquiridos, com
eventos vasculares e celulares levando ao desenvolvimento de granulomas
periapicais e cistos radiculares. Como consequéncia desses processos e da
incapacidade dos mecanismos de defesa do hospedeiro para eliminar a infecgéo,
formam-se lesbes periapicais cronicas, com o0 intuito de restringir a invaséo
microbiana. Apesar de numerosos estudos experimentais e clinicos, ainda néo se
sabe exatamente qual a associacdo e funcdo do componente celular, fatores indutores
especificos e mediadores de crescimento associados ao desenvolvimento,

manutencgao e resolucao de lesdes periapicais (2,9).

A persisténcia do processo inflamatorio esta associada a reabsorcdo 0ssea,
com consequente substituicdo por tecido de granulacdo, formando granulomas
periapicais (18). O estimulo antigénico continuo e as respostas inflamatorias e imunes
associadas induzem a proliferacao de restos epiteliais de Malassez, um evento que
pode levar ao desenvolvimento de um cisto radicular.(18,19).

Subpopulacfes distintas de células inflamatdrias foram descritas em lesfes
periapicais. Dentre elas macréfagos, mastocitos, linfécitos T, neutrdfilos e células
dendriticas (5,7,12).

Neutrdfilos e sua interagcdo com microrganismos sao de particular importancia
na fase aguda, como a primeira linha de defesa e para a progressdo da leséo

periapical, causando dano tecidual e quimiotaxia (7).

2.1 MASTOCITOS

Mastocitos e macréfagos séao relatados como importantes componentes do
infiltrado inflamatério em lesdes periapicais, e embora nao se
saiba exatamente como, essas células estdo associadas a producédo de IL-6 e de

outros mediadores inflamatorios. Um estudo da distribuicdo dessas ceélulas em
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cistos radiculares mostrou que mastocitos, devido a sua capacidade de degranular e
de produzir diversas substancias pré-formadas (histamina, serotonina, heparina e
proteinas) no ambiente extracelular, além de sintetizar novos mediadores vasoativos,
como fator ativador de plaquetas, agentes quimiotéticos e varias citocinas pro-
inflamatorias, estdo diretamente relacionados com eventos inflamatoérios,

reabsorcdo 6ssea e interacdo com outras células do sistema imune (7,20).

Além disso, a presenca de mastdcitos triptase-positivos na periferia da capsula
pode sugerir uma participagdo dessas células na expansao da leséo,
consequentemente na reabsorcédo 0ssea, isso devido a sua capacidade de induzir a
expressao de TNF-qa, IL-1B8, MIP-1a e MCP-1, que irdo desencadear um processo

inflamatério (10).

Trabalhos compararam a presenca de mastécitos em granulomas periapicais e
cistos radiculares, confirmando que essas células sdo encontradas em grande
guantidade no ultimo. Além disso, observou-se que 0s mastocitos sdo amplamente
encontrados em areas com acentuada exocitose e em regides subepiteliais, sugerindo
que essas células estdo associadas a presenca de inflamacao (20-22). Esses
resultados explicariam a tendéncia de crescimento dos cistos, uma vez que essas
células sdo responsaveis pela liberacdo de mediadores inflamatorios como TNF-q, IL-
1 B, MIP-1a e MCP-1. A degranulacdo dos mastécitos pode causar alteracdes
inflamatérias e vasculares, contribuindo para o desenvolvimento e expansdo dos

cistos (20,23,24).

Estudos sugerem que mastécitos ativos parecem estar envolvidos com a
inducdo da migracdo de células T diretamente pela liberagdo de exossomos e
quimiocinas como linfotactina, IL-16 e MIP-13 (20,25). Além disso, verificou-se que
existe uma relagdo funcional entre mastdcitos e linfocitos T, pois mastocitos ativos sao
encontrados frequentemente em aposi¢cdo proximos aos linfécitos T em alguns

processos inflamatdérios, incluindo o granuloma periapical (26,27).

2.2 CELULAS DENDRITICAS

Células dendriticas sdo apresentadoras profissionais de antigenos e sao

essenciais no inicio da resposta imune (28).
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As células de Langerhans (CLs), um tipo de célula dendritica, séo células
apresentadoras de antigenos profissionais derivadas da medula 6ssea, responsaveis
pela apresentacdo de antigenos aos linfécitos T e estdo presentes no epitélio oral
(2,29).

Juntamente com outras células do sistema imune, as CLs desempenham
papéis fundamentais em condicbes normais e patologicas na maioria dos epitélios
estratificados pavimentosos, como a epiderme e mucosa oral (11) . Estudos
demonstraram que as CLs compdem o epitélio de cistos radiculares a partir da
utilizacao de anticorpos anti-S-100 e anti-CD1a. A evidéncia disponivel sugere que as
CLs tém um papel importante nas reac6es imunes mediadas por células, bem como

na patogénese das lesdes periapicais (30).

Santos et al. (2007) analisaram a presenca de CLs em granulomas periapicais
e cistos radiculares e observaram que essas células foram detectadas em 69,2% dos
cistos radiculares estudados e em 11,1% dos granulomas periapicais, mostrando uma
correlacao significativa entre a imunomarcacao e o tipo de leséo (2). Outro estudo
mostrou que a densidade das CLs foi ligeiramente maior em cistos radiculares quando
comparado a granulomas periapicais sem epitélio, enquanto a densidade de células
subepiteliais foi maior em granulomas epitelizados ou sem epitélio do que em cistos
radiculares (11). Estes achados sugerem que a distribuicdo e a densidade da CL
podem estar associadas ao grau de diferenciacdo dos componentes epiteliais. Além
disso, notou-se também que as CLs eram mais escassas em cistos residuais do que
em cistos radiculares. A diminuicdo da densidade celular marcada pode ser resultado
de reparo celular, caracterizado por uma fase quiescente e regresséo do crescimento

do cisto, apdés a remocgédo do agente inflamatério (31).

A relacdo entre a densidade de CL e a intensidade do infiltrado inflamatorio
presente nessas lesbes também ja foi analisada. Observou-se uma maior densidade
de CL em lesdes com infiltrado inflamatério intenso (50%) e moderado (30%)
(11,32,33). No entanto, a analise estatistica ndo revelou uma correlagao significativa

entre a intensidade inflamatéria e a densidade de imunomarcacao (2).

Alguns pesquisadores correlacionaram a espessura epitelial com a intensidade
inflamatoria das lesdes periapicais (11,34). De acordo com esses autores, o estimulo
inflamatorio fornecido por fatores de crescimento e citocinas desencadeia a

proliferacéo epitelial. Suzuki et al. (2001) observaram uma correlagdo significativa
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entre a densidade de CLs marcadas com CD1la e o potencial proliferativo do epitélio

em cistos radiculares, granulomas epitelizados e cistos residuais (11).

As células apresentadoras de antigenos (CAAs) sao extremamente
importantes na ativagdo das respostas imunes T helper (Th) para as células
reguladoras Thl, Th2, Th17 ou linfocitos T reguladores (Treg). Presume-se que as
respostas imunes Thl, mediadas por IFN- y, em conjunto com outras citocinas proé-
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6 e TNF-a estdo envolvidos na progressao de lesbes
e reabsorcao 6ssea (35). Por outro lado, mecanismos imunossupressores mediados
pelo TGF-B e pela resposta imune Th2 (IL-4, IL-6, IL-10, IL-13) s&o responsaveis

pelos mecanismos de reparacéo e pela reducao dos processos inflamatorios (36—38).

2.3 LINFOCITO T REGULADOR

Além das CAAs, os dois tipos de respostas efetoras sdo regulados por duas

familias heterogéneas de células, conhecidas como Treg e Th17 (39).

As células Thl7 compreendem uma subpopulacdo de células T CD4* que
possuem um efeito critico no desenvolvimento de autoimunidade e exacerbacéo da
inflamacéo pela produgéo de IL 17, uma citocina pro-inflamatdria que exerce efeitos
potentes sobre diferentes tipos de células da imunidade inata e a considera-se como
uma conexao molecular entre o sistema imune inato e adquirido (39,40). O fator
nuclear FoxP3 é o regulador mestre das células Treg que sao responsaveis pela
modulacdo de resposta imune, inducdo e manutencao da tolerancia imunoldgica, e

também, na prevencao de doencgas autoimunes (39).

O mecanismo de acdo das células Treg ndo esta totalmente elucidado, mas
sugere-se que a agdo de Treg envolva a supressao direta da ativacao de linfocitos T
e B e células natural killer (NK) através de mecanismos celulares mediados por
moléculas de superficie, como o0 antigeno 4 associado a linfécitos T citotoxicos (CTLA-

4), ou sintese de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF- B (36,37,41-44).

Os linfocitos T naives se diferenciam em linhagens Th17 ou Treg influenciados
pelo nivel de expresséo de diversas citocinas, em especial, TGF-B. Altos niveis de

TGF-B estimulam a diferenciacédo de células Treg, enquanto baixos niveis de TGF-f3,
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IL-6 ou IL-23 no microambiente tecidual estimulam o desenvolvimento de células Th17
(6,45,46).

Figura 2.3 — Diferenciacéo de linfécito T naive em células Treg ou Th17, mediado por TGF- 3 e IL-6 ou
IL-23. Fonte: A autora
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Peixoto et al. (2012), compararam o numero de células FoxP3* entre
granulomas periapicais e cistos radiculares (n=60) e notaram a presenca de células
FoxP3* na maioria dos espécimes de granulomas periapicais (93,3%) e cistos
radiculares (93,3%) analisados (44). De acordo com Salomon et al. 2000, o
desenvolvimento de células Treg depende de uma combinacdo de fortes sinais
antigénicos e uma co-estimulacdo maxima (47). Essa condicdo é facilmente
encontrada nas lesfes periapicais, pois ha uma vigorosa estimulacdo por antigenos
microbianos nos canais radiculares, fato que explica a presenca de células FoxP3*

nessas lesodes (9,19,48).

O mesmo estudo analisou a relagcdo entre a intensidade do infiltrado
inflamatorio e o niumero de células FoxP3* em cistos radiculares e observaram que

ndo houve diferenca estatisticamente significante. Além disso, ndo foi encontrada
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correlacéo significativa entre o0 niamero de células FoxP3* e a intensidade do infiltrado
inflamatorio. Tem sido sugerido que quanto maior a intensidade do infiltrado
inflamatdrio, maior a estimulacdo antigénica e consequente dano tecidual. No entanto,
a vigilancia imunologica por células Treg ndo parece ser mais eficaz em cistos

radiculares com infiltrados inflamatérios intensos (44).

2.4 OUTROS MEDIADORES INFLAMATORIOS

Trabalhos demonstraram que as citocinas pro-inflamatérias, especialmente a
IL-1, sdo mediadores de reabsorcao 0ssea importantes (49,50). Por sua vez, a IL-1 é
potencialmente regulada por uma rede de outras citocinas, principalmente o TNF-q, e
pode estimular sua prépria sintese em um circuito de feedback positivo (8,51). O TNF-
a, em conjunto com a IL-1, atuam na imunidade inata. As células Thl regulam a IL-1
e outras citocinas pré-inflamatdérias, enquanto os inibidores da IL-1 estéo relacionados

ao subconjunto Th2 (8).

A expressdo de IL-1 é induzida pela exposicdo de células hospedeiras a
lipopolissacarideos (LPS) e outros componentes da parede celular bacteriana
(8,49,52,53). A IL-1 atua sobre as células endoteliais induzindo a expressao de
moléculas de superficie que medeiam a adesdao leucocitaria. Os macrofagos séo sua
principal fonte, mas neutréfilos e células endoteliais também estdo envolvidos na sua
sintese. Ha duas formas de IL-1: alfa (a) e beta (8). A maior parte da IL-1 encontrada

na circulacao humana é IL-18 (54).

A IL-6 é produzida por diversas células, mas macrofagos sdo a sua principal
fonte em cistos periapicais. E uma citocina importante na remodelacdo 0ssea e na
ativacdo e diferenciacdo de células do sistema imune e de osteoclastos. A sua
deplecédo, no entanto, poderia favorecer a destruicdo 6ssea periapical, resultado de
uma intensificacéo do processo inflamatodrio, além de causar falha no recrutamento de
células do sistema imune para o foco infeccioso e na diferenciagdo de macrofagos,

afetando a defesa do organismo contra infecc¢des (7,12).

Em um estudo realizado com camundongos selvagens e knockout (IL6777)
observou-se que camundongos IL6 "/ apresentaram aumento significativo da

reabsorcdo O0ssea apoés a infec¢do pulpar induzida por bactérias anaerdbicas, em
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comparacao com controles do tipo selvagem. Esses resultados sugerem que uma
deficiéncia de IL-6 enddgena resulta em uma resposta inflamatoria exagerada a
infeccdo por bactérias anaerdbicas, levando a aumentos na expresséo de citocinas e
na destruicdo 6ssea. O aumento da reabsorcdo 6ssea em camundongos IL6 "7~ foi
correlacionado com o aumento do numero de osteoclastos, aumento da expressao
das citocinas 6sseas reabsortivas (IL-1a e IL-1B) em lesdes periapicais e diminui¢cao

da expresséo da citocina anti-inflamatoria IL-10 (55).

A analise do numero de macrofagos na parede cistica e dos niveis de TNF-a
mostrou um aumento de ambos em cistos com paredes mais espessas. Esses
achados foram entdo correlacionados, uma vez que foi observada a variacdo da
espessura da capsula cistica de acordo com a quantidade de macrofagos, e além
disso, sabe-se que essas células sdo a principal fonte de TNF-a. Além de
correlacionar a expressédo de TNF-a com a quantidade de macréfagos em paredes
cisticas, também foi estabelecida uma relacao entre a quantidade de macréfagos em
tecidos adjacentes ao cisto e a igualmente elevada expressédo de TNF-q, indicando
uma relacéo entre a producdo dessa citocina e a vascularizacao tecidual em cistos,
relacionando-a a angiogénese e a inflamacéao (56).

O TNF- a, também secretado por macrofagos e outras células (mondcitos e
células NK), é considerado o principal mediador da resposta inflamatéria aguda
induzida por bactérias Gram-negativas e outros microrganismos. O estimulo mais
importante para ativar a producao de TNF-a pelos macréfagos € o lipopolissacarideo
embora as células T ativadas, NK e mastocitos também possam secretar essa citocina
(5,37,56).

O perfil inflamatério das lesdes periapicais e 0 complexo processo de
reabsorcdo 6ssea envolvem a participacado de células inflamatorias, da expresséo de
citocinas, quimiocinas, além dos mediadores RANKL e OPG (5,7,12) e outros fatores
relacionados com o metabolismo 6sseo, como por exemplo, TNF-a e fator estimulador
de colénia de macrofago (57). Entretanto, pouco se sabe sobre o papel de cada
célula, citocina, quimiocina e outras moléculas no desenvolvimento e manutencéo de
processos inflamatorios cronicos, como o perfil desses mediadores estao
correlacionados com a composicao do infiltrado inflamatorio e a apresentacéo clinica

dessas lesbes. A melhor compreensdo dos fenbmenos inflamatérios das lesbes
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periapicais podera levar ao desenvolvimento de estratégias mais adequadas de

diagnostico e tratamento (6).
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3 PROPOSICAO

Analisar a expressao imuno-histoquimica de CDla* (marcador de células
dendriticas imaturas) e FoxP3* (marcador de linfécitos Treg) e verificar a presenca de
mastocitos em granulomas periapicais, cistos radiculares e residuais.

Avaliar o numero de células FoxP3*, CDla* e mastocitos nos granulomas
periapicais, cistos radiculares e cistos residuais e correlacionar este nUumero com a
intensidade do infiltrado inflamatério presente nessas lesbes e com a espessura

epitelial de cistos radiculares e residuais.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da
Faculdade de Odontologia de Sao Paulo, Universidade de S&o Paulo, sob protocolo
n° 2.135.164 (Anexo A).

4.1 SELECAO DA AMOSTRA

Amostras de biopsia de pacientes foram selecionadas dos arquivos do Servi¢o
de Patologia Cirdrgica Oral e Maxilofacial do Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo. Um total de 73 casos,
sendo 30 de granulomas periapicais (GR), 29 de cistos radiculares (C) e 14 de cistos
residuais (CR) foram incluidos neste estudo. Os C geralmente mostraram cavidades
bem definidas revestidas por epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado de
espessura variavel, que por vezes mostrou-se hiperplasico com capsulas exibindo um
infiltrado inflamatério moderado a intenso de células predominantemente
mononucleares. GR comumente exibiam fragmento de tecido conjuntivo denso e
infiltrado de células inflamatérias predominantemente mononucleares, sem evidéncia
de revestimento epitelial. As amostras foram selecionadas com base no exame
microscopico das laminas coradas com hematoxilina e eosina. Foram priorizados 0s
casos mais recentes e as lesdes mais representativas em relacdo a integridade e

arranjo tecidual.

4.2 ANALISE MORFOLOGICA

Para analise morfolégica, o material fixado em formalina e embebido em
parafina foi cortado em sec¢bes de 5 um de espessura. As laminas de cada caso
coradas por hematoxilina/eosina foram submetidas a novo exame histolégico por
microscopia de luz para descrever os principais aspectos morfolégicos representativos

de cada lesao.
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O infiltrado inflamatorio foi classificado em discreto, moderado ou intenso de
acordo com o método adaptado de Tsai et al. 2004 (58). Resumidamente, cada
espécime foi graduado em uma ampliacdo de 200x como: grau |, células inflamatérias
em menos de um terco; grau ll, células inflamatérias entre um terco e dois tergos; e
grau lll, células inflamatérias presentes em mais de dois tercos. A andlise partia da

porcao interna do espécime e avancava mais profundamente no tecido conjuntivo.

A espessura epitelial dos C e CR foi definida como atrofica (2 a 10 camadas de
células e limite epitelial/capsular plano) ou hiperplésica (> 10 camadas de células e
limite epitelial/capsular ondulante, frequentemente dispostos em arcos proliferativos)

considerando todo revestimento do cisto (34).

4.3 COLORACAO COM AZUL DE TOLUIDINA

Seccgdes de 3 pm de espessura foram cortados e colocados em laminas de
vidro. As laminas permaneceram nha estufa a 60°C por 15 minutos. Os cortes foram
desparafinizados com Xilol, em dois banhos de 10 minutos e hidratados em graus
decrescentes de alcool etilico (100, 90, 80, 70 e 50%) por 3 min por concentracao,

seguido de lavagem em agua corrente por 5 min e em agua destilada por 5 min.

As seccdes foram cobertas com solucdo de azul de toluidina a 1% (Dinamica,
Sédo Paulo, Brasil), durante 20 s e, posteriormente, lavadas em agua corrente até
remover 0 excesso. Posteriormente os cortes foram desidratados em concentracdes
crescentes de alcool etilico (50, 70, 80, 90 e 100%) e diafinizadas em Xilol. As laminas
foram montadas no aparelho Tissue-Tek® SCA (Sakura, Japao) e analisadas em

microscopio de luz (Axio Scope®, Carl Zeiss, Alemanha).
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4.4 REACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS

Seccdes de 3 um de espessura foram obtidas de blocos de tecido, coletadas
em laminas de vidro silanizadas (26mmX75mm) e processadas da maneira padrao
para imuno-histoquimica usando o método enzimético da estraptavidina-biotina e os
cortes submetidos aos anticorpos anti-CDla (Flex Monoclonal Mouse Anti-Human,
clone 010, ready-to-use [Link], DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e anti-FoxP3
(Clone 236/E7, Abcam).

Para dar inicio a reacdo os cortes foram desparafinizados em xilol, primeiro
banho em estufa a 60°C durante 30 min e o segundo banho em temperatura ambiente
por 15min. Em seguida os cortes foram hidratados em alcool etilico, em cadeia
decrescente, a partir de trés passagens em alcool absoluto, seguido por etanol a 95%
e 85% (3 minutos cada banho). Na sequéncia, as laminas foram colocadas em solucéo
de Hidréxido de aménio a 10% em solucéo alcoolica (etanol 95%) durante 5 minutos
para remoc¢ao do pigmento formolico. Ao final dessa etapa, seguiu-se com lavagem
em agua corrente durante 10 min, em agua destilada por 2 minutos e as laminas

receberam tratamento para recuperacao antigénica e exposi¢cao dos epitopos.

Para ambos anticorpos, o tratamento foi feito pela imersdo em banho aquecido
a 95°C durante 30 min em uma solucéo de EDTA, sendo que para o anticorpo Foxp3
o pH foi ajustado para 8,0 e para o anticorpo CD1a o pH foi ajustado para 9,0. Apés a
recuperacao antigénica os cortes foram lavados em agua corrente durante 10 min e

em agua destilada por 2 minutos.

Para o bloqueio da peroxidase endbégena as laminas foram imersas em solucéo
1:1 de peroxido de hidrogénio a 6% e metanol em dois banhos de 15 minutos.
Repetida a lavagem em agua corrente durante 5 minutos e dois banhos em agua
destilada de 2 minutos cada, os cortes foram imersos em solugéo TRIS (50mM, NaCL
150Mm) pH 7,6 - solucdo tampé&o da reacéo - realizando-se dois banhos de 3 minutos

cada.

Em seguida, as seccdes de tecidos foram entdo expostas ao anticorpo anti-
CD1a (Flex Monoclonal Mouse Anti-Human, clone 010, ready-to-use [Link], DAKO
Corporation, Carpinteria, USA) a diluicdo 1:50 durante 60 min em camara Umida e

temperatura ambiente e ao anticorpo anti-foxP3 (Clone 236/E7, Abcam) na
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concentracdo de 1:200 diluido em BSA (albumina bovina e azida sodica) durante 18

horas a 4°C.

ApGs aplicagdo do anticorpo primario, as laminas foram lavadas em tamp&o
Tris e incubadas em anticorpo secundario utilizando o polimero universal EnVision®
+ Dual Link System-HRP (Dako North America, Carpinteria, Califérnia) durante 30
minutos. Apds lavagem, a reacao foi revelada com DAB (DAKO Liquid DAB+, K3468)
em exposi¢do de 10 minutos e, apds lavagem com TRIS e agua destilada, os cortes
foram contracorados com Hematoxilina de Mayer (1 minuto), desidratados,
diafanizados e montados em Permount no aparelho Tissue-Tek® SCA (Sakura,

Japao) para microscopia.

4.5 AVALIACAO DA IMUNOMARCACAO E DA COLORACAO COM AZUL DE
TOLUIDINA

As laminas foram observadas em microscoépio de luz (Axio Scope®, Carl Zeiss,
Alemanha) por um observador calibrado e as células positivas para os anticorpos
CDla e Foxp3 e para colocacdo com azul de toluidina foram contadas pela técnica
conhecida como Hot Spot (59). Essa técnica consiste na escolha de 3 campos mais
significativos de todo o corte e na contagem de células, no aumento de 400X, destes
3 campos. O valor final se da pela média dessas 3 contagens e € expresso em numero

de células / 0,2mm?.

4.6 ANALISES DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados no software SPSS verséo 17.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, EUA). As variaveis quantitativas deste estudo ndo mostraram uma
distribuicdo normal, portanto o teste Kruskal-Wallis foi admitido para comparar os
valores da contagem de células marcadas por CD1a, FoxP3 e mastdcitos, tempo de
evolucdo e tamanho entre as lesdes. Utilizou-se ainda o Qui-quadrado de Pearson

para andlise das varidveis qualitativas (sexo, sintomatologia, infiltrado inflamatorio e
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espessura do epitélio) das lesdes. Um nivel de significancia de 5% foi adotado para

todos os testes.
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5 RESULTADOS

Um total de 73 lesdes foram estudadas, sendo 30 granulomas periapicais (GP),

29 cistos radiculares (C) e 14 cistos residuais (CR).

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As informacdes clinicas dos pacientes foram obtidas a partir das fichas de
solicitacdo de exames anatomopatologicos. Os cistos radiculares e residuais
apresentaram um maior numero de casos do sexo masculino, e o granuloma periapical
do sexo feminino, ndo se observou diferenca estatistica entre o tipo de lesao e o0 sexo
do paciente (p=0,717). A média de idade dos pacientes para cada lesdo foi de 46.64
(+14,161) (min:25;max:74) em C, 53.36 (+8,663) (min:40;max:69) em CR e 47.32
(+20,712) (min:10;max:90) em GP. Em relac&o a cor de pele, individuos leucodermas
foram mais prevalentes em C e GP, enquanto que em CR, individuos melanodermas
foram mais comuns (Tabela 5.1).

Analisando a hipo6tese diagndstica realizada pelo clinico foi possivel observar que
a maioria dos cirurgides dentistas souberam diagnosticar corretamente 78,6% dos C
e 66,7% dos CR. Por outro lado, apenas 30,8% dos GP foram diagnosticados
acertadamente (Tabela 5.1).

Houve dados nédo informados na ficha de solicitacdo do exame anatomo-
patolégico (*).

De acordo com a sintomatologia relatada pelos pacientes, 73.1% dos casos
assintomaticos eram de C, 77,3% eram de GP e 50,0% foram diagnosticados como
CR. Nos casos sintomaticos, 26,9% foram diagnosticados como C e 50,0% como CR.
No entanto ndao foram observadas diferengas estatisticamente significantes em

relacdo a sintomatologia da lesdo (p=0,273) (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1 — Distribuicao de sexo, cor de pele, diagnéstico clinico e sintomatologia no cisto radicular,
granuloma periapical e cisto residual

Variaveis Cisto Granuloma Cisto Residual
radicular periapical n(%)
n(%) n(%)
Sexo
Masculino 16(55.2) 12(46.2) 7(58.3)
Feminino 13(44.8) 14(53.8) 5(41.7)
Total 29(100.0) 26(100.0)* 12(100.0)*
Cor de pele
Leucoderma 22(81.5) 20(76.9) 4(44.4)
Melanoderma 4(14.8) 3(11.5) 5(55.6)
Feoderma 1(3.7) 3(11.5) -
Total 27*(100.0) 26*(100.0) 9*(100.0)
Diagnoéstico
clinico

Cisto radicular 22(78.6) 17(65.4) 3(25.0)
Granuloma 6(21.4) 8(30.8) -
periapical

Cisto periodontal - 1(3.8) 1(8.3)
lateral

Cisto residual - - 8(66.7)
Total 28(100.0) 26(100.0) 12(100.0)

Sintomatologia

Assintomatico 19(73.1) 17(77.3) 5(50.0)
Sintomatico 7(26.9) 5(22.7) 5(50.0)
Total 26(100.0)* 22(100.0)* 10(100.0)*
| TOTAL | 29(100.00 | 30(100.0) | 14(100.0) |

(*) Dados perdidos

Em relacdo ao tempo de evolucdo (meses) das lesbes periapicais cronicas, GR
apresentaram maior média (38.31+40,180) quando comparados aos C (15.0+7,746)
e CR (16.88+19,657). Entretanto, ndo se observou diferenca estatisticamente
significante (p=0,186) (Tabela 5.2). A anélise do tamanho da les&o (mm) revelou que
CR apresentaram média superior (28.10+19,802) em relacéo a C (16.45+11,879) e
GP (11.7+16,636). Notou-se diferenca estatisticamente significante em relagcao ao

tamanho da leséo (p=0,023) (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 — Tempo de evolucdo e tamanho da lesdo em cisto radicular, granuloma periapical e cisto
residual e comparacéo de médias entre os grupos de cada lesédo

Variaveis N Mean Rank P
Tempo de
evolucéo (meses)
C 13 15,88
GP 13 21,31 0,186
CR 8 13,94
TOTAL 34*
Tamanho da leséo
(mm)
C 22 28,89
GP 24 23,35 0,023*
CR 10 40,0
TOTAL 56*

Legenda: C — cisto radicular; GP — granuloma periapical, CR — cisto residual
(1) Kruskal-Wallis
(2) (*) Dados perdidos

5.2 AVALIACAO MORFOLOGICA

A andlise morfologica revelou que a presenca de infiltrado inflamatério grau | foi
mais comum em C e CR. Em C e GP o infiltrado inflamatério grau Il foi mais frequente
enquanto que em CR foi o infiltrado grau Il. Nao houve diferencas estatisticamente
significantes em relacdo ao infiltrado inflamatorio nas lesdes periapicais crénicas
analisadas (p=0,104) (Tabela 5.3).

A andlise morfoldégica da espessura epitelial revelou que cistos radiculares
apresentaram em sua maioria epitélio hipertréfico, enquanto cistos residuais possuiam
um maior percentual de epitélio atréfico. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes na analise morfolégica da espessura epitelial nos cistos
radiculares e residuais (p=0,065) (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 — Distribuicao das lesdes periapicais: rela¢éo de cisto radicular, granuloma periapical e cisto
residual com infiltrado inflamatério e espessura epitelial

Variaveis rag;itﬁar
n(%)

_ Grau | 4(44.4)
Infiltrado

_ 10 Grau Il 8(36.4)

inflamatorio Grau Il 17(43.6)

TOTAL 29(41.4)

Espessura Atrofico 10(52.6)

epitelial Hipertréfico 19(79.2)

TOTAL 29(67.4)

Granuloma
periapical
n(%)
1(11.1)
8(36.4)
18(46.2)
27(38.6)*

Cisto
residual  p®
n(%)
4(44.4)
6(27.3)
4(10.3)
14(20.0)

0,104

9(47.4)
0,065

5(20.8)

14(32.6)

Legendas: C — cisto radicular; GP — granuloma periapical; CR — cisto residual.
Q) Kruskal-Wallis

(2) p= significancia estatistica

(*) Dados perdidos

Figura 5.2 — Fotomicrografias coradas em H&E. Em A — cisto radicular grau | hipertréfico, B — cisto
radicular grau Il atréfico, C — granuloma periapical grau Ill, D — cisto residual atr6fico grau

Il (A — ampliagcdo de 25x; B, C e D — ampliacéo de 100x)
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5.3 AVALIACAO DA CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS CD1la*, FoxP3* E
MASTOCITOS

A andlise da expressao imuno-histoquimica do anticorpo anti-CDla mostrou que
0 nimero médio de células CD1a* em C foi de 8,16 células/0,2mm? (n=29), em GP foi
de 0,853 (n=30) e 6,471 (n=14) em CR. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
revelou que granulomas periapicais possuiam valores menores que os cistos (residual
e radicular). Este resultado apresentou significancia estatistica (p<0,001) (Tabela 5.4).

J& para o anticorpo anti-FoxP3, a analise da imunomarcacado revelou que o
nimero médio de células FoxP3* em C foi de 5,910 células/0,2mm? (n=29), em GP
4,117 (n=29) e 5,307 em CR (n=14). O numero médio de células FoxP3* em C foi
maior quando comparado com GP e CR. Essa diferengca entre as lesdes foi
considerada estatisticamente significante (p<0,05) (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Imunoexpressédo de CD1la, FoxP3 e mastdcitos em cisto radicular, granuloma periapical e
cisto residual e comparacgdo de médias entre os grupos de cada lesao

Variaveis N Mean Rank P
CD1a*
C 29 53.71
GP 30 17.0 <0,001*
CR 14 45.25
TOTAL 73
FoxP3*
C 29 42.81
GP 29 29.33 0,044*
CR 14 38.39
TOTAL 72
Mastocito
C 29 49.07
GP 29 31.09 <0,001*
CR 14 21.68
TOTAL 72

Legendas: C - cisto radicular; GP — granuloma periapical; CR — cisto residual.
Q) Kruskal-Wallis
(2) p= significancia estatistica

A analise da coloracédo por azul de toluidina revelou que o numero médio de
mastocitos corados foi de 12.68 células/0,2mm? (n=29) nos C, 7.310 (n=29) nos GP e

de 5.421 (n=14) nos CR. Observou-se significAncia estatistica (p < 0,001) para este
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parametro, sendo que os C apresentaram maior niumero meédio de mastdcitos (Tabela
5.4).

Figura 5.3 — Imunomarcagédo positiva para células CD1a* (setas pretas) em cisto radicular (A) e cisto
residual (B) (Ampliagéo de 400x)
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Figura 5.4 — Imunomarcacéo positiva para células FoxP3* (setas verdes) em cisto radicular (A) e
granuloma periapical (B) (Ampliacdo de 400x)
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Figura 5.5 — Coloracao com Azul de Toluidina para mastocitos (circulos vermelhos) em cisto radicular
(A) (Ampliacédo de 100x), cisto residual (B) e granuloma periapical (C e D) (Ampliacdo de
400x)

5.4 AVALIACAO DA CORRELACAO ENTRE INFILTRADO INFLAMATORIO E
ESPESSURA EPITELIAL E DO NUMERO DE CELULAS CD1la*, FoxP3* E
MASTOCITOS NAS LESOES PERIAPICAIS CRONICAS

A avaliagéo da correlacdo entre infiltrado inflamatorio e imunomarcacéo revelou
que houve diferenca estatisticamente significante na correlagcdo entre infiltrado
inflamatério e células CDla* em GP (p<0,001). De forma que a medida que a
gradacdo do infiltrado inflamatério aumentou, o numero células CDla+ diminuiu. Para
células FoxP3* e mastocitos ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes quando correlacionadas com a intensidade do infiltrado inflamatorio

presente (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5 — Correlacao entre infiltrado inflamatdério e imunomarcacao para células dendriticas, linfécitos
T reguladores e mastocitos nas lesdes periapicais cronicas analisadas

Cisto residual Cisto radicular Granuloma periapical
Inflamagdo N  Mean p® N  Mean p® N Mean p®
Rank Rank Rank
CDla
I 4 7.25 4 13.25 1 26.0
Il 6 883 0506 8 16.19 0.845 8 19.25 <0.001*
11 4 5.75 17 14.85 18 11.00
FoxP3
I 4 6.25 4 8.38 1 26.0
Il 6 758 0718 8 19.75 0.079 8 12.31 0.257
1] 4 8.63 17 14.32 18  14.08
Mastocito
I 4 7.13 4 9.63 1 22.0
Il 6 783 0963 8 1344 0243 8 11.06 0.311
Il 4 7.38 17 17.0 18 14.86

(1): Teste de Kruskal Walllis.
* Significancia estatistica

J& a avaliacdo da correlacdo entre espessura epitelial e imunomarcacdo das
células mostrou que a presenca de epitélio hipertréfico em C apresentou maior
densidade de células CD1a*. A diferenca foi estatisticamente significante (p<0,05).
Por outro lado, para as células FoxP3* e mastécitos ndo houve diferencas
estatisticamente significantes nos CR e C estudados (Tabela 5.6).

Tabela 5.6 — Correlacéo entre espessura epitelial e imunomarcacao para células dendriticas, linfécitos T
reguladores e mastocitos nos cistos residuais e radiculares

Cisto residual Cisto radicular

Inflamacéo N  Mean Rank pW n  Mean Rank pW

CDla

Atroéfico 9 8.06 10 9.9 .
Hipertrofico 5 6.50 0.499 19 17.68 0.018

FoxP3

Atroéfico 9 8.72 10 13.35
Hipertréfico 5 5.30 0138 49 15.87 0.446
Mastocito

Atroéfico 9 6.94 10 12.35
Hipertrofico 5 8.50 0502 4q 16.39 0.222

(1): Teste de Mann-Whitney. * Significancia estatistica






53

6 DISCUSSAO

As lesbes periapicais se desenvolvem a partir de uma infeccdo cronica
proveniente da polpa dentaria (60). Essas lesGes sdo caracterizadas histologicamente
por um tecido conjuntivo denso e de granulacao infiltrado por diferentes células
inflamatorias (61). Entre elas, células apresentadoras de antigenos (CLs), como as
células dendriticas, mastécitos e linfocitos T reguladores que desempenham papéis
fundamentais no desenvolvimento e resolucéo dessas lesdes (9).

A participacdo de mastocitos na patogénese das lesbes periapicais ndo esta
totalmente esclarecida e tem sido frequentemente relacionada a reacfes alérgicas de
hipersensibilidade (21). A membrana dessas células contém anticorpos IgE e o
citoplasma apresenta granulos metacromaticos contendo histamina, serotonina,
heparina e proteases (62). Esses mediadores liberados apés a degranulagdo de
mastécitos desempenham um papel importante na inflamacéo e reacdes alérgicas (6,
27).

Evidéncias indicam que as CLs apresentam importante funcdo nas reacoes
imunes mediadas por células, assim como na patogénese de lesdes periapicais (2,63).
Essas células sdo responsaveis por apresentar antigenos aos linfocitos T e sao
extremamente importantes na ativacao das respostas imunes T helper (Th) para as
células reguladoras Thl, Th2, Th17 ou Tregs (11,36,38,64).

Estudos investigando a presenca e funcao dos linfocitos T reguladores em lesbes
periapicais crbnicas sao escassos na literatura. Os linfocitos T reguladores séo
linfécitos T especializados no controle da resposta imunologica, atuando no
mecanismo de imunotolerancia inibindo a proliferacdo e atividade de linfécitos T
auxiliares e citotdxicos (65,66).

Dentro deste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a expressdo imuno-
histoquimica e o0 niumero de células FoxP3*, CDla* e mastdcitos nos granulomas
periapicais, cistos radiculares e cistos residuais e correlacionar este niumero com a
intensidade do infiltrado nestas lesdes e com a espessura epitelial de cistos
radiculares e residuais. Um total de 73 les@es foram estudadas, sendo 30 granulomas
periapicais, 29 cistos radiculares e 14 cistos residuais.

Os resultados mostraram algumas peculiaridades. De acordo com os dados

coletados dos prontuarios dos pacientes, houve diferencas estatisticamente
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significantes em relacdo ao tamanho da lesdo. Cistos residuais apresentaram-se
maiores quando comparados a cistos radiculares e granulomas periapicais (p<0,05).
Isso se deve a um viés de informacdo, pois os dados repassados pelo clinico podem
ndo ser veridicos. Além disso, muitos prontuarios apresentaram auséncia de
informacdes ou podem ter sido preenchidos de forma incorreta.

Muitos estudos utilizam o S-100 como marcador de células de Langerhans, mas
outros marcadores de superficie também podem ser usados. As CLs expressam altos
niveis de langerina, E-caderina e CD1a, marcadores especificos para essas células
gue nédo sao encontrados em outros tipos de células dendriticas (2,30,67,68).

No presente estudo, o numero médio de células CDl1la* em C foi de 8,16, em GP
foi de 0,853 e 6,471 em CR mostrando correlagdo significante entre imunomarcacéao
e o tipo da leséo (p<0,001). Santos et al. (2007) encontraram resultados semelhantes
relatando que 69.2% dos cistos radiculares analisados apresentaram células CDla".
Em contrapartida, apenas 11.1% dos granulomas periapicais apresentaram
imunomarcacao positiva para CDla. (2). No entanto, a imunomarcagdo n&o foi
significante nos casos de granulomas periapicais, 0 que contrasta com os resultados
reportados por Suzuki et al. (2001) (11). Esses resultados podem ser explicados
devido a auséncia de granulomas epitelizados no nosso estudo.

Foram encontradas células de Langerhans em todos os casos de cistos
radiculares, assim como no estudo de Suzuki et al. (2001) e Carrillo et al. (2010)
(11,29). Em contrapartida, Piattelli et al. (2002) e Santos et al. (2007) nao detectaram
essas células em todos os casos de C (2,69). Este menor nimero de células CDl1a*
pode estar relacionada a migracdo dessas células para linfonodos regionais apos sua
ativacdo pelo contato com antigenos (70) ou ainda por um processo de apoptose
celular apds a apresentacdo do antigeno as células T CD4* (2).

A correlacéo entre infiltrado inflamatério e imunomarcacéo para CDl1la mostrou
que em granulomas periapicais a medida em que a gradacao do infiltrado inflamatorio
aumentava, o numero células CD1a* diminuia (p<0,001). Esse resultado sugere que
células dendriticas imaturas desempenham um papel importante no controle do
processo inflamatério nos granulomas periapicais, jA que as mesmas estao
diretamente relacionadas ao processo de tolerancia imunolégica (28,71). Para Santos
et al. (2007), a intensidade do infiltrado inflamatorio ndo esta relacionado apenas ao
aumento da quantidade de antigeno na lesdo, mas também a uma resposta

exacerbada dos mecanismos de defesa do individuo (2).
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Suzuki et al. (2001) observaram uma correlacéo significativa entre a densidade
de células CD1a* e o potencial proliferativo do epitélio em cistos radiculares, residuais
e granulomas epitelizados. Essas células foram detectadas nos componentes
epiteliais e nas camadas subepiteliais do epitélio de revestimento; a maioria das
células estava localizada em porcdes intraepiteliais das lesdes. Esses resultados
sugerem que as CLs podem residir nos componentes epiteliais como linha frontal
contra antigenos do canal radicular (11,30). No presente estudo, a correlacao entre
espessura epitelial e a marcacdo imuno-histoguimica para CD1a* revelou que cistos
radiculares com epitélio hipertréfico apresentaram maior densidade celular. O
potencial proliferativo do epitélio nos CR foi muito menor do que o dos C, portanto,
sugere-se que seja devido a cronicidade da leséo e consequentemente a alteracdes
inflamatdrias mais leves (p<0,05). Segundo alguns autores, o estimulo inflamatério
provocado por fatores de crescimento e citocinas desencadeia a proliferacao epitelial
(2,11,34).

A analise do numero de linfocitos Treg (FoxP3*) mostrou um ndmero
significativamente maior dessas células em C em compara¢do com GP e CR (p<0,05).
Marcal et al. (2010) avaliaram o numero de células FoxP3* em C e GP e nao
encontraram diferencas significativas entre essas lesées (10). Por outro lado, Peixoto
et al. (2012) e Fukada et al. (2009) encontraram namero maior de células FoxP3* em
GP em comparac¢do com cistos radiculares. Os autores sugerem que as células Treg
desempenham uma funcao importante na modulagdo do microambiente inflamatoério
nas lesdes periapicais (36,44). Essas células atuam como células efetoras da doenca
apos receberem informacgdes das CLs estimuladas (11,72).

Os resultados deste trabalho evidenciam a relevancia das células T reg como um
fator importante no controle do microambiente inflamatério nos cistos radiculares. Ao
contrario de outras doencas, nas lesdes periapicais hd uma fonte antigénica
polimicrobiana continua do canal radicular no ambiente periapical que pode alterar a
resposta (36). Sugere-se entdo que o epitélio exerca um papel fundamental na
tolerancia imunolégica nos cistos radiculares ja que o mesmo parece expressar
algumas citocinas e, além disso, apresentam, distribuidos em suas camadas, células
dendriticas responsaveis pelo controle do processo inflamatério (11)

A expressdo de mastocitos foi avaliada utilizando a coloragdo com azul de
toluidina. Essa técnica mostrou ser bastante confiavel para identificar granulos de

mastocitos em lesdes periapicais (10,73,74). Uma limitacdo da coloracdo dos
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mastocitos com azul de toluidina é a baixa sensibilidade dessa técnica em detectar
células parcialmente degranuladas (21,74). Desse modo, 0 numero de mastocitos
pode ter sido subestimado no presente estudo.

A analise microscopica do nimero de mastocitos revelou que essas celulas
estavam presentes em maior densidade nos C do que em GP e CR (p<0,001). Esse
achado é consistente com aqueles relatados anteriormente, com a deteccéo baseada
em células positivas para triptase e coloragdo com azul de toluidina (20,21,74). Essas
observacdes sugerem que os mastécitos podem desempenhar um papel fundamental
na patogénese das lesbes periapicais crénicas, mais notavelmente nos cistos. A
presenca de mastécitos nos cistos radiculares pode estar associada a progresséo da
lesdo na producdo de proteoglicanos, resposta angiogénica, vasodilatacao, sintese
de colageno, reabsorcéo 0ssea, regulacdo da inflamacéo e aumento do liquido cistico
(20,73,74).

Trabalhos indicam que a secrecdo de histamina por mastdcitos pode contribuir
para a expansdo dos cistos periapicais, jA que as propriedades vasoativas da
histamina resultariam na liberacao de proteinas plasmaticas (20,75). Sob condi¢cbes
de falta de drenagem linfatica, as proteinas plasmaticas liberadas tenderiam a se
difundir no liquido luminal dos cistos periapicais, aumentando a pressdo osmoética e
gerando a expansado do cisto. A ativagdo ou supressao da resposta imune também
pode ocorrer. O recrutamento de mastécitos e consequentemente liberacdo de
prostaglandinas durante a degranulacdo pode ter um papel na reabsorcdo 0ssea,
promovendo assim o crescimento do cisto (20,76).

Além disso, mastocitos em lesdes inflamatorias periapicais crénicas podem atuar
como células apresentadoras de antigenos para os linfocitos T. A ativacdo de células
T levaria a estimulagdo de mastocitos, com consequente degranulagéo e liberacéo de
citocinas, como o TNF-a, com efeitos pré-inflamatorios e pro-secretores sobre essas

células e outros tipos de celulares (20).
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CONCLUSOES

Granulomas periapicais com infiltrado inflamatorio discreto a moderado
apresentam maior niumero médio de células CD1a*. Esse resultado sugere que
células dendriticas imaturas desempenham um papel importante no controle do
processo inflamatorio nos granulomas periapicais, jA que as mesmas estao
diretamente relacionadas ao processo de tolerancia imunoldgica;

Cistos radiculares apresentam maior numero meédio de linfécitos Treg (FoxP3™).
Esses resultados evidenciam a relevancia dessas células como um fator
importante no controle do microambiente inflamatorio nos cistos radiculares;
Mastocitos foram mais comumente encontrados em cistos radiculares,
indicando que essas células desempenham um papel fundamental em sua
patogénese. A maior presenca de mastocitos nos cistos radiculares pode estar

associada a progressao da lesao.
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rosto.

Recomendagdes:

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatorios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatorio final, utilizando-se da opcao "Enviar Notificacao" (descrita
no Manual "Submeter Notificacdo"”, disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www _saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alterac@o no projeto original deve ser apresentada "emenda" a este CEP, de forma objetiva e com
justificativas para nova apreciagao.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Nao foram observados ébices éticos.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 07/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 895822 pdf 16:52:19
Outros autorizacao_tomografo.pdf 07/06/2017 |Paulo Henrique Braz | Aceito

16:47:06__[da Silva
TCLE / Termos de |TCLE_periapicais_corrigido.docx 07/06/2017 |Paulo Henrique Braz | Aceito
Assentimento / 16:36:27 |da Silva
Justificativa de
Auséncia
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