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RESUMO

O cisto periodontal apical (CPA) forma-se como resultado de uma inflamacgao crénica
induzida por um processo infeccioso bacteriano, com a presenca de células
inflamatdrias e citocinas, as quais estao relacionadas com a formacéao e crescimento
cistico. Os linfocitos sao as células predominantes no infiltrado inflamatério de lesées
periapicais, e podem se diferenciar em células das respostas imunes Th1 e Th2. Assim
como os linfécitos, os macrofagos podem se diferenciar em subtipos celulares.
Macrofagos M1 e M2 desempenham um papel importante no direcionamento da
resposta imune, devido a sua capacidade de promover a diferenciacdo de linfécitos
em Th1 e Th2 respectivamente. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a presencga da resposta Th1 e macréfagos M1, por meio da expressao de IL-13, TNF-
a e IL-6, e a resposta Th2, pela presenga de macrofagos M2 por meio da expresséo
de CD163 na capsula cistica de 24 casos de CPAs. A avaliagcado dos biomarcadores
foi realizada através de reagdes imuno-histoquimicas, dividindo a espessura da
capsula em regides superficial e profunda. Observou-se uma maior expressao das
citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e macréfagos M2 na regiao superficial (p < 0,001).
Auséncia de correlagédo foi notada entre a intensidade da inflamagéo e CD163 na
regiao superficial (p = 0,082; r = 0,362) e profunda (p = 0,415; r = 0,174). Verificou-se,
ainda, correlagao positiva entre IL-1B e IL-6 e a intensidade da inflamagcdo em ambas
regides. A correlagdo das expressodes das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a mostrou-se
positiva em ambas regides. Em relagédo ao CD163, houve correlagéo positiva quando
correlacionado com o TNF-a (p = 0,007; r = 0,537) e a IL-6 (p = 0,018; r = 0,478) na
regido superficial. Nossos resultados demonstraram a presenca da resposta imune
Th1 e macréfagos M1 nos CPAs por meio da expressao das citocinas TNF-a, IL-18,
IL-6 e resposta imune Th2 por meio da presenga de macrofagos M2 nestas lesoes,

sendo estas células associadas as citocinas TNF-a e IL-6.

Palavras-chave: Cisto radicular. Inflamacgao. Citocinas. Macréfagos.



ABSTRACT

The radicular cyst (RC) results from chronic inflammation induced by a bacterial
infectious process and reveals the presence of inflammatory cells and cytokines, which
are related to the cystic formation and growth. The lymphocytes are the predominant
cells in the inflammatory infiltrate of periapical lesions. These cells can differentiate into
cell subtypes and produce two types of cellular immune responses: T-helper type 1
(Th1) and T-helper type 2 (Th2). In the same way as lymphocytes, the macrophages
can differentiate into cell subtypes. M1 and M2 macrophages play an important role in
the targeting of the immune response, due to their ability to promote the differentiation
of lymphocytes towards Th1 and Th2 pathways, respectively. The aim of the present
study was to evaluate the presence of Th1 response and macrophages M1, through
the expression of IL-1 B, TNF-a and IL-6, and Th2 response and the presence of
macrophages M2 through the expression of CD163 in cystic capsule of twenty-four
cases of RCs. The biomarkers were evaluated by immunohistochemical reactions,
dividing the capsule thickness into superficial and deep regions. A greater expression
of the cytokines IL-1j3, IL-6, TNF-a and M2 macrophages in the superfcial region (p <
0.001) was observed. Absence of correlation was noted among the intensity of
inflammation and CD163 in the superficial (p = 0.082, r = 0.362) and deep region (p =
0.415; r = 0.174). There was also a positive correlation among IL-1B and IL-6 and the
intensity of inflammation in both regions. The correlation of IL-13, IL-6 and TNF-a
cytokines expression was positive in both regions. In relation to CD163, there was a
positive correlation when correlated with TNF-a (p = 0.007, r = 0.537) and IL-6 (p =
0.018, r = 0.478) in the superficial region. Our results demonstrated the presence of
the Th1 immune response and M1 macrophages in CPAs through the expression of
TNF-a, IL-1B, IL-6 cytokines and Th2 immune response through the presence of M2
macrophages in these lesions. In addition, M2 cells were associated with TNF-a and
IL-6 cytokines.

Keywords: Radicular cyst. Inflammation. Cytokines. Macrophages.
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1 INTRODUGAO

Lesbes apicais inflamatdérias resultam da inter-relagdo de bactérias presentes
no interior dos canais radiculares, com a acao do sistema de defesa do hospedeiro, o
qual agira para eliminar estes agressores. Tais lesdes podem ser classificadas como
pericementite apical, abscesso dentoalveolar, granuloma apical e cisto periodontal
apical de acordo com suas caracteristicas clinicas e microscopicas (NAIR, 1997;
RICUCCI et al., 2006).

Os cistos periodontais apicais sao lesdes localizadas nos apices de dentes com
polpas necréticas e infectadas, sendo considerados lesbes originadas a partir de
granulomas apicais (WALKER et al., 2000). Quando os cistos periodontais apicais
permanecem apos a exodontia do dente envolvido passam a ser denominados cistos
residuais (MUGLALI et al., 2008).

O cisto periodontal apical apresenta-se como a lesao cistica mais frequente na
regido dos maxilares, sendo sua maior prevaléncia entre a 32 e 42 décadas de vida
(DEL CORSO et al.,, 2014; SAFI et al., 2008). Sao lesbes assintomaticas e de
crescimento lento, descobertas em exames de rotina. Radiograficamente séao
radiolucidos, pequenos, entretanto podem atingir tamanhos significativos
(AGGARWAL; LOGANI; SHAH, 2008). Possui como caracteristicas microscopicas a
presenga de uma capsula de tecido conjuntivo fibroso denso revestida por epitélio
pavimentoso estratificado e uma cavidade contendo liquido e restos celulares
(NEVILLE et al., 2016; RICUCCI et al., 2006).

Os tratamentos disponiveis para o cisto periodontal apical sdo o tratamento
endodéntico convencional ou a remogéo cirurgica da lesao, entretanto ndo existe um
consenso se apenas a terapéutica endodéntica é eficaz (BECCONSALL-RYAN;
TONG; LOVE, 2010; SAFI et al., 2008).

O cisto periodontal apical é resultado de uma inflamagao crénica induzida por
um processo infeccioso bacteriano, onde estao envolvidas células inflamatdrias e seus
produtos, como as citocinas. Este processo inflamatério esta relacionado com a sua
formacao e crescimento através da agdo de citocinas inflamatérias e fatores de
crescimento que sao liberados por células presentes na lesdao (PRSO et al., 2007;
RICUCCI et al., 2006; WALKER et al., 2000).
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Os antigenos bacterianos sao responsaveis por desencadear respostas
imunoldgicas inespecificas e especificas. Dentre as células envolvidas nestas
respostas, destacam-se polimorfonucleares, linfécitos e macréfagos (FRAGA et al.,
2013; LIAPATAS; NAKOU; RONTOGIANNI, 2003). Inicialmente sao produzidas
citocinas pro-inflamatorias por estas células na tentativa de conter o agressor. Dentre
estas citocinas destacam-se: interleucina 1 beta, interleucina 6 e fator de necrose
tumoral alfa (SILVA et al., 2005).

A interleucina 1 beta, a interleucina 6 e o fator de necrose tumoral alfa séo
considerados mediadores pré-inflamatérios sintetizados por macrofagos, dentre
outras células, que agem estimulando neutrdfilos, linfécitos e macrofagos no foco
inflamatorio (CARLI et al., 2016) e contribuindo para a remodelacao 6ssea (SILVA et
al., 2005).

A resposta imune especifica tem como participantes os linfocitos T “auxiliares”.
Essas células direcionarao o curso da resposta imunitaria pela secrecéo de citocinas,
as quais agem como fatores de crescimento e de diferenciacdo para os préprios
linfocitos T “auxiliares” e para outras células. Os linfocitos T “auxiliares” podem se
diferenciar em subtipos celulares, e assim produzir dois tipos de respostas imune
celular: Th1 e Th2. A resposta Th1 relaciona-se com a progresséo da lesao, enquanto
a resposta Th2 tem por objetivo o processo de cura (FRAGA et al., 2013; HENRIQUES
et al., 2011; HREN; IHAN, 2009).

Os macroéfagos sao células pertencentes ao sistema de defesa e agirdo como
fagécitos na resposta imune inespecifica, ou pela apresentagdo de antigenos aos
linfécitos T na resposta imune especifica. A ativagao dos macréfagos pode ocorrer no
foco inflamatorio pela acdo de toxinas bacterianas e por citocinas da resposta Th1,
sendo estes denominados “macréfagos de ativagao classica” ou macréfagos M1.
Outra forma de ativagdo dos macrofagos, nomeada de “ativagéo alternativa” ocorre
pela acdo de citocinas pertencentes a resposta Th2, estes macrofagos sao
denominados de macréfagos M2 e desempenham papeis importantes no processo de
reparo tecidual (CARLI et al., 2016; IVASHKIV, 2013).

Os cistos periodontais apicais sdo lesdes frequentemente encontradas na
pratica clinica. O entendimento sobre os mecanismos de defesa envolvidos na
patogenia desta lesdo pode contribuir para a escolha de uma melhor forma de
tratamento. Até o presente, ndo existem na literatura estudos identificando a presenca

de macréfagos M2 em cistos periodontais.
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Deste modo, o presente trabalho objetivou analisar a resposta imune celular
Th1 por meio da expressao de interleucina 1 beta, interleucina 6 e fator de necrose

tumoral alfa, e a resposta imune celular Th2 pela presenga de macréfagos M2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceito, classificacédo e terminologia do cisto periodontal apical

As lesdes apicais inflamatdrias podem ser classificadas em: pericementite
apical, abscesso dentoalveolar, granuloma apical e cisto periodontal apical (CPA), (DE
DEUS, 1992; NAIR, 1997; SHAFER; HINE; LEVY, 1987), sendo que apenas o CPA
apical sera abordado nesta revisao de literatura.

Lesbes apicais inflamatdrias sdo causadas principalmente pela presencga de
bactérias no interior dos canais radiculares e na regido apical dos dentes, o que
desencadeia uma resposta de defesa pelo hospedeiro na tentativa de elimina-las.
Entretanto, os mediadores inflamatérios e as células de defesa ndo sao capazes de
penetrar no sistema de canais radiculares e a combinacao da persisténcia do agressor
bacteriano com a resposta imune do hospedeiro leva ao desenvolvimento de lesbes
de patogenia inflamatéria (HARGREAVES; COHEN, 2011; LEONARDO; LEAL, 1998;
LOVE; FIRTH, 2009; TAKAHASHI, 1998).

As lesdes apicais inflamatorias podem ser classificadas por suas caracteristicas
clinicas, imaginolégicas e microscopicas, sendo que esta ultima permite a confirmacéao
do diagnéstico. Dentre este grupo de lesbes, destacam-se os granulomas apicais e os
cistos periodontais apicais (HUUMONEN; @RSTAVIK, 2002; LEONARDO; LEAL,;
SIMOES FILHO, 2005; LOVE; FIRTH, 2009; NEVILLE et al., 2016).

Os granulomas apicais sao constituidos de uma inflamacao crénica nos tecidos
perirradiculares (MARTIN; SPEIGHT, 2015) e sdo formados por uma massa localizada
de tecido de granulagdo contendo predominantemente macrofagos, linfocitos,
plasmdcitos e um fibrosamento periférico (CARRILLO GARCIA et al., 2007;
HARGREAVES; COHEN, 2011; SHAFER; HINE; LEVY, 1987).

Os cistos odontogénicos sao cavidades patoldgicas revestidas por epitélio
originado na odontogénese e sao classificados em cistos odontogénicos do
desenvolvimento e cistos odontogénicos inflamatérios de acordo com sua
etiopatogenia (KRAMER; PINDBORG; SHEAR, 1992; NAIR, 1997).
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Os cistos odontogénicos inflamatérios s&o lesbes intradsseas destrutivas
relativamente comuns, e dentre esses, destacam-se o CPA e o cisto residual, sendo
o CPA o de maior incidéncia entre os cistos odontogénicos (AVELAR et al., 2009;
OCHSENIUS et al., 2007; PROCKT et al., 2008).

O CPA também recebe a denominagao de cisto radicular, cisto periapical e cisto
perirradicular (SHAFER; HINE; LEVY, 1987; DE DEUS, 1992) e se forma nos apices
de dentes com polpas necréticas e infectadas, sendo considerado uma transformacéao
direta do granuloma apical, embora nem todo granuloma transforma-se em um cisto
durante o seu desenvolvimento (NAIR, 1998; NEVILLE et al.,, 2016; REGEZI;
SCIUBBA; JORDAN, 2008). O CPA que permanece apos a exodontia do dente
envolvido é denominado de residual (KRAMER; PINDBORG; SHEAR, 1992; MARTIN;
SPEIGHT, 2015) e o0 que ocorre lateralmente a raiz, de CPA variante lateral (NEVILLE
et al., 2016).

2.2 Etiopatogenia

A morte pulpar propicia as bactérias e seus antigenos, antes confinados no
interior do sistema de canais radiculares, o acesso ao tecido periapical causando uma
agressao e uma resposta imune do hospedeiro, caracterizada pela presenca de
células inflamatérias e seus produtos (NAIR, 1997; RODINI; LARA, 2001;
TAKAHASHI, 1998). Surge assim, no apice do dente desvitalizado um tecido de
granulagao com inflamacéao crénica denominado granuloma apical, que podera evoluir
para um CPA (KRAMER; PINDBORG; SHEAR, 1992; REGEZI; SCIUBBA; JORDAN,
2008).

Estabeleceu-se que a transformacgéo cistica do granuloma apical, ocorre por
estimulacao a proliferacdo dos restos epiteliais de Malassez presentes no ligamento
periodontal em resposta a inflamacéao, a partir do momento em que as bactérias e
seus produtos avangam para fora do sistema de canais radiculares e atingem os
tecidos periapicais (MARTIN; SPEIGHT, 2015; MEGHJI et al., 1996; NAIR, 1998;
NEVILLE et al.,, 2016). Os restos epiteliais de Malassez sdo ninhos de células
formados apds a desintegracdo da bainha epitelial de Hertwig durante a

odontogénese. Estas células permanecem em repouso no ligamento periodontal dos
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dentes, entretanto podem se proliferar na presengca de estimulos (LIN; HUANG;
ROSENBERG, 2007). A formagado cistica surge como resultado da proliferagao
epitelial, devido a influéncia de citocinas inflamatérias e fatores de crescimento que
sao liberados por varias células presentes na lesao apical, promovendo uma barreira
entre o agressor e 0 0sso adjacente (REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).

Teorias tém sido propostas na tentativa de explicar a formacdo do CPA.
Segundo alguns autores, a teoria da deficiéncia nutricional presume que, devido ao
crescimento de ilhotas de epitélio, as células epiteliais centrais se distanciam da sua
fonte de suprimento nutricional e sofrem degeneragdo e necrose por liquefagao.
Entdo, essas microcavidades coalesceriam para formar uma cavidade cistica
revestida por epitélio (HARGREAVES; COHEN, 2011; LEONARDO; LEAL, 1998;
NAIR, 1997).

Outra explicagao para a formacao cistica é a teoria do abscesso baseada no
fato de que, quando um abscesso é formado no tecido conjuntivo ou ocorre segmentos
de tecido conjuntivo necrosado, as células epiteliais proliferam e revestem as areas
de abscesso, devido a sua tendéncia de recobrir a superficie exposta de tecido
conjuntivo (HARGREAVES; COHEN, 2011; NAIR; SUNDQVIST; SJIOGREN, 2008).

A teoria da fusdo dos corddes epiteliais propde que os corddes epiteliais em
proliferagdo se unem ao redor de areas de tecido conjuntivo, formando ilhas de tecido
conjuntivo que se degeneram gradualmente devido a falta de suprimento sanguineo,
levando a formacao de uma cavidade cistica (LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007).
Entretanto, atualmente ndo existe nenhuma teoria que comprove a formagcao dos
CPAs (BERNARDI et al., 2015; LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007; NAIR;
SUNDQVIST; SJIOGREN, 2008).

Apo6s sua formacao, os CPAs apresentam capacidade de se expandir devido a
entrada de liquido no interior da cavidade cistica. A medida que o epitélio se descama
para o interior da cavidade, aumenta o conteudo proteico, tornando-o hipertdnico e
ocasionando a atragao de liquido para a cavidade na tentativa de equilibrar a pressao
osmotica e ocorrendo um crescimento lento do CPA (DE DEUS, 1992; MARTIN;
SPEIGHT, 2015). Kubota et al. (2004) observaram que a presséao intracistica se
relaciona negativamente com o tamanho do cisto, assim, esta pressao pode

apresentar um papel importante no crescimento cistico nos estagios iniciais.
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2.3 Aspectos clinicos e imaginolégicos do cisto periodontal apical

O CPA representa a lesao cistica mais comumente encontrada nos maxilares,
correspondendo a mais de 50% de todos os cistos odontogénicos (AVELAR et al.,
2009; DEL CORSO et al., 2014; TEKKESIN et al., 2012). Entre as lesbes periapicais
inflamatorias, os CPAs representam entre 23% a 29% das lesbes inflamatérias
(BECCONSALL-RYAN; TONG; LOVE, 2010; SCHULZ et al., 2009).

O CPA pode localizar-se no apice de qualquer dente desvitalizado, sendo a
maioria encontrada na maxila (REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008; TEKKESIN et al.,
2012; TORTORICI et al, 2008), com maior frequéncia na regido anterior, seguida pela
regiao posterior; na mandibula ocorre mais na regido posterior (BECCONSALL-RYAN;
TONG; LOVE, 2010; SHARIFIAN; KHALILI, 2012). O fato da regido anterior da maxila
ser mais frequentemente afetada pode ser explicado por razbes estéticas,
considerando-se que os pacientes tendem a preservar seus dentes anteriores, mesmo
quando o tratamento endoddntico nao foi adequado, estando assim, mais sujeitos a
desenvolver processos inflamatorios crénicos (OCHSENIUS et al., 2007). Na denticéo
decidua os CPAs sdo menos comuns, como observou Tkaczuk et al. (2015) em seu
estudo sobre lesdes cisticas em criangas, onde tais cistos representavam 10% das
lesdes cisticas diagnosticadas.

A prevaléncia do CPA é maior entre a 32 e 4% décadas de vida (ALCANTARA
et al., 2013; DEL CORSO et al., 2014; PROCKT et al., 2008; TEKKESIN et al., 2012).
Quanto a distribuigao entre os géneros, segundo Prockt et al. (2008) e Ochsenius et
al. (2007) o género feminino apresentou maior incidéncia, correspondendo
respectivamente 52,3% e 51,8%. Outros trabalhos mostraram o género masculino
sendo o de maior incidéncia, correspondendo respectivamente 53,5%, 56,8% e 55,2%
(SHARIFIAN; KHALILI, 2012; TEKKESIN et al., 2012; TORTORICI et al., 2008).

Os CPAs sao assintomaticos, a menos que exista uma exacerbacio
inflamatéria com agudizacdo e sao frequentemente descobertos nos exames
radiograficos de rotina. Apresentam crescimento lento causando reabsorgao 6ssea, e
apenas quando atingem grandes tamanhos ocasionam expansdes de corticais com
abaulamento e sensibilidade no local, podendo ocorrer mobilidade e deslocamento
dos dentes adjacentes (DE DEUS, 1992; NEVILLE et al, 2016).
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O padrdo radiografico do CPA apresenta-se semelhante ao do granuloma
apical, sendo dificil a diferenciacdo entre essas duas lesbes. Os CPAs e os
granulomas apicais podem apresentar-se como imagens radiolucidas periapicais
comumente pequenas, de formato ovalado ou arredondado, com limites definidos e
geralmente circundadas por um halo radiopaco. Observa-se também perda da lamina
dura ao longo da raiz adjacente e reabsorgdes radiculares podem ser notadas
(HUUMONEN; @RSTAVIK, 2002; REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008). Com o
crescimento da lesdo, a imagem radiolucida muitas vezes se torna achatada conforme
a lesdo se aproxima dos dentes adjacentes. E possivel que haja um crescimento
significativo e podem ser observadas lesdes ocupando todo um quadrante (NEVILLE
et al., 2016; REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).

Ainda que os CPAs atinjam com mais frequéncia tamanhos maiores do que os
granulomas apicais, nem o tamanho nem a forma da lesdo podem ser considerados
critérios para o diagndstico definitivo. Novas técnicas imaginolégicas como a
radiografia digital, a tomografia computadorizada, a ressonéncia magnética e a
ultrassonografia tém sido empregados na tentativa de aprimorar o diagndstico
diferencial entre essas lesées (AGGARWAL; LOGANI; SHAH, 2008; HUUMONEN;
JRSTAVIK, 2002).

O estudo desenvolvido por Aggarwal, Logani e Shah (2008) mostrou 12 casos
de lesbes periapicais diagnosticados pelo do uso da tomografia computadorizada e
do ultrassom. Tais métodos imaginolégicos foram utilizados no pré cirdrgico em
associacdo com as informacgdes clinicas para a diferenciagdo entre cistos e
granulomas. Obteve-se como resultado diagnosticos imaginoldgicos coincidentes com
os diagndsticos microscopicos das lesdes perirradiculares, sugerindo assim que estes
seriam métodos valiosos, adicionais e nao invasivos de diferenciacao destas lesdes
apicais.

Uma condi¢gdo necessaria para o diagndstico do cisto periodontal apical e do
granuloma é a auséncia de vitalidade pulpar do dente envolvido (MARTIN; SPEIGHT,
2015; NEVILLE et al., 2016; REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008). O diagndstico &
feito da combinagédo dos dados clinicos, radiograficos e da analise microscopica da
lesdo, sendo esta a mais importante para o estabelecimento do diagndstico (NAIR,
2004).
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2.4 Aspectos microscopicos

Quanto as caracteristicas microscopicas, o CPA caracteriza-se por uma
capsula de tecido conjuntivo fibroso denso revestida por epitélio e com uma cavidade
contendo liquido e restos celulares (NEVILLE et al, 2016; RICUCCI et al., 2006). Os
CPAs podem ser classificados como cistos verdadeiros, os quais possuem cavidade
cistica fechada completamente revestida por epitélio, e “cistos em bolsa” ou “cistos
em baia” nos quais as cavidades sao revestidas por epitélio e sdo abertas para os
canais radiculares (LOVE; FIRTH, 2009; NAIR, 1998; NAIR; SUNDQVIST; SIOGREN,
2008).

Os CPAs possuem revestimento de epitélio pavimentoso, estratificado, nao
queratinizado e de espessura variavel, e podem apresentar exocitose e espongiose
(KRAMER; PINDBORG; SHEAR, 1992; REGEZI; SCIUBBA; JORDAN, 2008).
Algumas vezes, células mucosas dispersas ou epitélio colunar pseudoestratificado
ciliado podem ser observados (RICUCCI et al., 2006). A capsula cistica é constituida
em tecido conjuntivo fibroso denso, com infiltrado inflamatério crénico com padréo
difuso ou focal em intensidades variadas, contendo linfécitos, neutréfilos, plasmaocitos
e macrofagos. A presenga de pequenos vasos sanguineos também €& observada na
capsula cistica, assim como calcificagbes distréficas, cristais de colesterol e células
gigantes multinucleadas. Na cavidade cistica sdo observados restos necraticos,
fluidos e hemacias (CARRILLO GARCIA et al., 2007; NAIR, 1998; NEVILLE et al.,
2016; SCHULZ et al., 2009).

Cury et al. (1998) classificaram os CPAs em dois tipos: hiperplasicos e
atroficos. Segundo os autores, o subtipo atréfico possui epitélio pavimentoso
estratificado com uma espessura fina e regular, composta de duas a dez camadas de
células epiteliais, com um moderado infiltrado inflamatério crénico na capsula cistica.
O subtipo hiperplasico corresponde aos cistos com revestimento de epitélio
pavimentoso estratificado, irregular e ondulado, de espessura aumentada, associado
a um intenso infiltrado inflamatoério crénico. Esta relacdo entre a espessura do
revestimento epitelial e do infiltrado inflamatoério presente na capsula cistica também
foi observada no estudo de Alcantara et al. (2013) onde a maioria das lesées avaliadas
apresentava epitélio atréfico e moderado infiltrado inflamatério crénico na capsula

cistica. Assim, para Lin et al. (2009), a proliferagao de células epiteliais no epitélio de
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revestimento cistico parece estar relacionada com a intensidade do infiltrado

inflamatorio.

2.5 Tratamento

As formas de tratamento existentes para o CPA sao a terapéutica endodéntica
e a terapéutica cirurgica, as quais visam a remog¢ao dos micro-organismos agressores
(LEONARDO; LEAL; SIMOES FILHO, 2005; NEVILLE et al., 2016). Existem
controvérsias se os CPAs podem ou nao regredir apos terapia endoddntica nao
cirurgica, devido ao fato dos CPAs nédo poderem ser diagnosticados clinicamente,
tendo o seu diagndstico estabelecido apenas apds bidpsia ou extragdo dos dentes
com a lesédo (LIN; HUANG, ROSENBERG, 2007; LIN et al., 2009; HARGREAVES,
COHEN, 2011; NAIR, 1998).

O processo de cura de lesdes periapicais apenas com o tratamento
endodéntico e sem cirurgia, seguiria 0s mesmos principios de cura de qualquer tecido
conjuntivo de outra parte do corpo. Apds a remogao dos agressores por métodos
quimicos e mecanicos e a selagem do canal, todos os componentes celulares
participantes do processo inflamatorio seriam eliminados. Assim, durante o processo
de cura, a maioria das células inflamatérias, das células endoteliais e dos fibroblastos
nao seriam mais necessarias e seriam eliminadas por apoptose ou morte programada,
a qual seria ativada por sinais extrinsecos (via receptores) ou intrinsecos (via
mitocondrial). A redugdo das células epiteliais de revestimento também ocorreria
devido a redugao de mediadores proé-inflamatérios e fatores de crescimento, desta
forma, as células epiteliais diferenciadas sofreriam morte programada, assim como
acontece com as células epiteliais de revestimento da mucosa oral. Devido a essas
mudangas a reabsorgdo 6ssea também seria cessada (HARGREAVES; COHEN,
2011; LIN; HUANG, ROSENBERG, 2007; LIN et al., 2009).

Loyola et al. (2005) analisaram a presenga de apoptose no epitélio de CPAs.
Foram estudados cistos com epitélios atréficos e hiperplasicos onde foi possivel
observar uma maior frequéncia de apoptose em CPAs com epitélio atréfico. Sugerindo
assim que a apoptose desempenha uma fung¢ao de controle das populagdes celulares
dos CPAs.
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Este processo de regresséo cistica apresenta maior aceitagdo quando se trata
de “cistos em bolsa”. Em relag&o aos “cistos verdadeiros”, um menor potencial de cura
apods o tratamento endoddntico ndo cirurgico € sugerido devido a dinamica tecidual
deste cisto apresentar-se autossustentavel, fazendo com que a lesdo ndo dependa da
presencga ou auséncia de infecgdo intracanal (NAIR, 1998; NAIR, 2004). Assim, se 0
epitélio cistico do “cisto em bolsa” pode regredir por apoptose apds o tratamento
endodéntico n&o cirurgico, o epitélio do cisto verdadeiro também & capaz de regredir
ap6s a mesma terapéutica, pois qualquer doenga causada por infecgdo deve ser
capaz de cicatrizar, se os irritantes causadores forem removidos (HARGREAVES,
COHEN, 2011; LIN et al., 2009). Contudo “cistos verdadeiros” e “cistos em bolsa” néo
podem ser considerados lesbes distintas, visto que ambos sao formados pela
proliferacao epitelial em lesbes apicais em resposta a infecgao (RICUCCI et al., 2006).

Sao fatores causadores da persisténcia de periapicopatias inflamatdrias:
persisténcia de infecgao intracanal, infeccao extracanal, cristais de colesterol, corpos
estranhos como guta percha, selantes endodoénticos ou amalgama na regiao
periapical (NAIR, 2006), sendo CPAs “verdadeiros” ou “em bolsa” (LIN et al., 2009).
Como os agressores presentes no “cisto verdadeiro” ndo podem ser eliminados
através do tratamento endoddntico ndo cirurgico, tal lesdo deve ser removida
cirurgicamente (NAIR, 2006). Um estudo microscopico de lesdes periapicais
persistentes observou que granulomas e cistos correspondiam a maioria das lesdes e
que em 28% das lesbes foram encontrados a presenca de materiais endodonticos,

mostrando a importancia de um preparo endoddntico adequado (LOVE; FIRTH, 2009).

2.6 Aspectos imunolégicos

Uma grande variedade de antigenos bacterianos pode estimular a resposta
imune do hospedeiro, que pode ser inespecifica, que ocorre logo apds a exposicao a
um micro-organismo infeccioso e especifica que se se desenvolve em sequéncia
sendo mais eficiente na eliminagao de infec¢gdes (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012;
MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). A maioria das células envolvidas neste
processo sao oriundas do sistema de defesa imune, entre elas polimorfonucleares
(PMN), linfécitos e macrofagos (JURISIC et al., 2008; NAIR, 2004; SCHULZ et al.,



23

2009). Em uma fase inicial estas células podem eliminar o agressor através de
fagocitose (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010) e da produgdo de mediadores
pré-inflamatérios numa tentativa de barrar a infecgdo (CAVALLA et al., 2014; RODINI;
LARA, 2001). A combinagao de antigenos bacterianos e a resposta do hospedeiro
originara lesdes reativas como abscessos dento alveolares, granulomas e CPAs com
a concomitante reabsorgdo 0ssea na regido apical do dente afetado (GRAUNAITE;
LODIENE; MACIULSKIENE, 2011; LIAPATAS; NAKOU; RONTOGIANNI, 2003).
Quando o agente agressor alcanga a regiao apical, o organismo tenta elimina-
lo através de respostas imunes inespecificas, pela acdo de fagdcitos como
macrofagos, células dendriticas, neutrofilos e células “natural killer” (NK). A inflamacgao
provoca o recrutamento dos PMNs da circulagdo sanguinea para o tecido onde
realizaram a fagocitose dos micro-organismos. Além das respostas imunes
inespecificas, existe o desenvolvimento de respostas imunoldgicas especificas
capazes de reagir a um grande numero de substancias microbianas e distinguir micro-
organismos, proporcionando uma atuagao mais eficaz contra micro-organismos que a
resposta imune inespecifica ndo foi capaz de eliminar. Esse tipo de resposta é
denominado de resposta imune especifica, onde estdo presentes células
apresentadoras de antigenos e linfécitos os quais vao agir na ativagado de células,
producao de citocinas e anticorpos (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012; NAIR, 2004).
Deste modo respostas imune inespecificas e especificas atuam em cooperagao para
intensificar os mecanismos protetores capazes de combater com maior eficacia micro-
organismos patogénicos (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012).
Os linfocitos T “auxiliares” (LTCD4+) s&o células do sistema imune especifico
e desempenham papeis centrais na fungao do sistema imunoldgico como: auxiliar as
células B na producdo de anticorpos, regulacdo da fungdo de macrofagos,
organizagédo e regulagcao das respostas contra uma grande variedade de micro-
organismos patogénicos, controlando a auto-imunidade e ajustando a magnitude e
persisténcia de respostas imunes (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). O LTCD4+ pode se
diferenciar em outros tipos de células T efetoras apds sua ativagao inicial pelo
antigeno. Deste modo podem produzir dois tipos de respostas imunes: a resposta pelo
subtipo 1 de linfécitos T “auxiliares” (Th1) e a resposta pelo subtipo 2 de linfoécitos T
“auxiliares” (Th2) (MURPHY; TRAVERS; WALPORT, 2010). A resposta Th1 tem sua
ativagao pela interleucina 12 (IL-12), interferon gama (IFN-y) e sua resposta mediada

através da acao da interleucina 2 (IL-2), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IFN-
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v. A resposta imune Th2 é ativada pela interleucina 4 (IL-4) e tem sua resposta
mediada pela acdo da IL-4, interleucina 5 (IL-5), interleucina 10 (IL-10) e interleucina
13 (IL-13) (PARSLOW et al., 2004; ZHU; YAMANE; PAUL, 2010).

A presenca do subtipo Th1 de resposta imune celular acredita-se estar
relacionada com a reabsorgédo 0ssea e a progressao de lesées, enquanto a resposta
pelo subtipo 2 de linfécitos T “auxiliares” (Th2) estaria relacionada com o processo de
cura e na restrigdo da resposta imune (COLIC et al., 2010; CAVALLA et al., 2014;
NAIR, 2004). A IL-12 relaciona-se com a diferenciagdo de LTCD4+ em células Th1 e
age com o IFN-y inibindo a diferenciacéo de tais células para o subtipo Th2. O TNF-a
ativa leucdcitos e linfocitos T (LT) e linfécitos B (LB) e contribui na ativacdo de
macrofagos, assim como o IFN-y (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2011).

Colic et al. (2006) observaram o predominio da resposta imune Th1 em lesbes
apicais baseados na producéo ex vivo de IFN-y e IL-4 por mondcitos. Outro estudo
utilizando da citometria de fluxo para a analise das respostas imunes mostrou uma
producdo maior de IL-4 em CPAs quando comparadas com os granulomas apicais,
demonstrando assim o predominio da resposta Th2 nestas lesdes cisticas (HREN;
IHAN, 2009).

Outra célula importante no combate as infecgées bacterianas € o macréfago,
que age na defesa, além de se relacionar com o desenvolvimento, manutencéo e
resolucado da resposta inflamatéria (BRACKS et al., 2014; DEY; ALLEN; HANKEY-
GIBLIN, 2015; VARIN; GORDON, 2009). Os macrofagos assumem o papel de
fagoécitos, matando e fagocitando bactérias, produzindo mediadores pro-inflamatorios
como IL-1 (interleucina 1), IL-6 (interleucina 6) e TNF-a e ativando as respostas
imunes inespecifica e especifica, nas quais tem como funcdo a apresentagdo de
antigenos para LTCD4+, contribuindo para resposta imune especifica (ABBAS;
LICHTMAN; PILAI, 2012; METZGER, 2000; RODINI; LARA, 2001). Os macréfagos
sdo encontrados em maiores quantidades em areas de inflamagao cronica
(METZGER, 2000; RODINI; LARA, 2001) e podem ser classificados como macréfagos
com ativagao “classica” (M1) e macrofagos com ativagao “alternativa” (M2).

Os macrofagos sao atraidos para o local da infeccao pelas endotoxinas e DNA
bacteriano, sendo ativados para o fenétipo M1 por estes e por mediadores produzidos
na resposta Th1 como o IFN-y (MANTOVANI et al., 2004; CAVALLA et al, 2014;
METZGER, 2000). Os macréfagos M1 ativados tém seu potencial microbicida
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aumentado e produzirdo mediadores proé-inflamatérios como as IL-1, IL-6 e 0 TNF-a
(DEY; ALLEN; HANKEY-GIBLIN, 2015; RODINI; LARA, 2001), contudo aumenta-se
concomitantemente o risco de danos teciduais (IVASHKIV, 2013; MURRAY; WYNN,
2011). Este tipo de ativagdo de macréfagos € conhecido como “classica’
(MANTOVANI et al., 2004; NAIR, 2004).

A ativacédo dos macrofagos também pode ocorrer por um modo “alternativo”. A
ativacao para o subtipo M2 se deve a acao de citocinas da resposta Th2 como a IL-4
e a interleucina 13 (IL-13) (IVASHKIV, 2013; MANTOVANI et al., 2004). Estes
macrofagos M2 agirdo restringindo e resolvendo a inflamacédo apds infecgdes,
eliminando detritos, inibindo a producdo de mediadores pro-inflamatorios,
promovendo angiogénese e reparo tecidual (DEY; ALLEN; HANKEY-GIBLIN, 2015;
IVASHKIV, 2013; JETTEN et al. 2014; MANTOVANI et al., 2004). Entre suas fungbes
destacam-se a estimulagao da producao de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10,
inibicdo da expressdo de citocinas proé-inflamatérias, producdo de fatores de
crescimento, os quais vao estimular células epiteliais e fibroblastos, aumento da
expressao de inibidores de enzimas de degradagao extracelular e estimulacéo da
sintese de colageno pelos fibroblastos (MURRAY; WYNN, 2011; VARIN; GORDON,
2009). Assim o reconhecimento da polarizagdo de macréfagos em M1 e M2 tem um
papel importante na inflamagao crénica, tendo influéncia no seu curso (CARLI et al.,
2016). A regularizagdo desta polarizagdao poderia ser usada em abordagens
terapéuticas destas inflamagdes (DEY; ALLEN; HANKEY-GIBLIN, 2015; METZGER,
2000).

Macrofagos expressam variados receptores, entre os quais encontram-se o
receptor CD163. O CD163 é uma glicoproteina transmembrana pertencente a familia
de receptores de captura ricos em cisteina. Sua expressao ocorre exclusivamente em
monadcitos e macréfagos, sendo que as citocinas IL-6 e IL-10 sdo capazes de induzir
sua expressao, enquanto que sua inibicdo pode ser induzida pelo IFN-y e TNF-a
(FABRIEK; DIUKSTRA; VAN DEN BERG, 2005; M@LLER, 2012). Elevados niveis de
CD163 sao expressados por macréfagos teciduais e em sua maioria em macrofagos
M2, o que pode apresentar importante relagdo com o processo de cura, estimulacao
da angiogénese e remocgao de residuos (FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN BERG,
2005; MOESTRUP; M@LLER, 2004; M@LLER, 2012). Esse receptor esta presente
em mondcitos e em macrofagos localizados no bacgo, linfonodos, timo, rins, figado,
cérebro (FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN BERG, 2005). Niveis elevados de CD163
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também sdo observados em processos patoldgicos como: bacteremias e doencgas
hepaticas sendo esses niveis relacionados com prognosticos desfavoraveis
(MJLLER, 2012).

As citocinas podem ser classificadas como um grupo diversificado de
glicoproteinas e peptideos de sinalizagdo intracelular e que podem alterar o
comportamento ou as propriedades da prépria célula ou de outras células (MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010; PARSLOW et al., 2004). Dentre as diversas citocinas
serao escolhidas como objeto de estudo nesta revisao de literatura as citocinas IL-1,
IL-6 e TNF-a.

As citocinas pro-inflamatérias IL-1, IL-6 e TNF-a desempenham um importante
papel no curso da defesa em infecgbes, sendo a IL-1 uma das principais citocinas
relacionadas com a inflamagao periapical. Dentre as células capazes de produzi-la,
destacam-se osteoclastos, células epiteliais, macréfagos e outras células
apresentadoras de antigenos (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012). A IL-1 tem como
acdes a inducdo do aumento da adesdo de leucdcitos as paredes endoteliais, a
produgao de enzimas proteoliticas por osteoclastos, aumentando a reabsorgao 6ssea
e a colagenase, a estimulagao de linfécitos T e B a produzir receptores de IL-2 e IFN-
vy e expressao de imunoglobulinas respectivamente. Com relagdo a macrofagos e
mondocitos a IL-1 tem fungdo na atracao e ativacdo dessas células para o estado
citotoxico (PARSLOW et al., 2004). A IL-1 é encontrada em duas isoformas distintas:
IL-1a (interleucina 1 alfa), IL-18 (interleucina 1 beta), sendo a IL-1B a forma
predominantemente encontrada nas lesbes periapicais inflamatérias (GRAUNAITE;
LODIENE; MACIULSKIENE, 2011).

A IL-6 tem como fonte os macrofagos, sendo produzida também por LB, PMNSs,
células endoteliais, fibroblastos e LT da resposta Th2. Age aumentando a agao
citotoxica de neutrdfilos, estimula a diferenciacdo de LB e aumenta a reabsorcao
6ssea. E importante na resposta imune sendo considerada ao mesmo tempo uma
citocina pro e anti-inflamatéria (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012; AZUMA, et al.,
2014; BRACKS et al., 2014; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2011).

O TNF-a é encontrado em focos inflamatérios, sendo macrofagos e os linfocitos
Th1 células capazes de produzi-lo (ABBAS; LICHTMAN; PILAI, 2012; MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010). Entre as fungbes do TNF-a esta a ativagdo de
macroéfagos, LT e LB (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2011; PRSO et al.,

2007), assim como o aumento da colagenase e reabsorgédo 0ssea pelos osteoclastos
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e a indugao a producédo de prostaglandinas, IL-1 e IL-6 em mondcitos e macrofagos
(PARSLOW et al., 2004).

O crescimento cistico anteriormente explicado pela teoria da pressdo osmatica
(NAIR, 1997), mostra-se atualmente mais complexo, sendo necessario a
consideragdo de aspectos celulares e moleculares, assim como dos processos
bioquimicos envolvidos na reabsorcdo Ossea (BERNARDI et al. 2015;
HARGREAVES; COHEN, 2011; MEGHJI et al.,1996).

Bando et al. (1993) verificaram, por meio de analises imuno-histoquimicas de
amostras de CPAs, que houve forte marcacéao positiva para IL-13 e IL-6 no epitélio de
revestimento cistico. Vasos sanguineos proximos ao epitélio foram marcados para IL-
1B, enquanto a marcacgao para IL-6 foi distribuida em células endoteliais por todo o
cisto. Apenas 16% dos CPAs avaliados mostraram marcagao positiva para TNF-q,
sendo estas restritas aos macrofagos. Esses achados, segundo os autores,
proporcionam mecanismo para o crescimento continuo e atividade osteoclastica da
lesdo. A inibicdo da sintese ou atividade das citocinas poderia, portanto, ser de
beneficio terapéutico e evitar a necessidade de cirurgia.

Lin et al. (1996) observaram a expressao de receptores de fator de crescimento
epitelial em CPAs, demostrando que a expressao de tais receptores apresentava
correlagdo positiva com a intensidade do infiltrado inflamatdrio, sugerindo que tais
citocinas possuiriam papel na estimulacdo da proliferacao epitelial (LIN; HUANG;
ROSENBERG, 2007; MEGHJI et al.,1996) e na atividade de remodelagao 6ssea no
CPA, visto que IL-1, IL-6 e TNF-a s&o potentes moduladores do remodelamento
0sseo. Deste modo, o remodelamento 6sseo se faz presente pela destruicdo 6ssea
local para que ocorra o crescimento dos CPAs (BERNARDI et al., 2015; GRAUNAITE;
LODIENE; MACIULSKIENE, 2011; JAKOVLJEVIC et al., 2015).

Prso et al. (2007) avaliaram a presenga de TNF-a e IL-6 em lesdes periapicais
com sintomatologia dolorosa leve ou ausente, lesées com sintomatologia moderada a
intensa e com grupo controle constituido de tecido apical ndo inflamado. Concluiram
que os niveis de TNF-a e IL-6 foram maiores em lesbes com sintomatologia moderada
a intensa, assim estas lesdes representariam o estado ativo das lesdes periapicais.

Outro estudo comparou a presencga IL-1B, TNF-a e IL-6 em granulomas apicais
e CPAs baseando-se na sintomatologia dolorosa relacionada a tais lesdes.
Observaram que niveis elevados de IL-18 e IL-6 foram encontrados em lesdes apicais

sintomaticas e que CPAs apresentavam niveis maiores de IL-13, TNF-a e |L-6 quando
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comparados com os granulomas apicais. Assim, lesdes sintomaticas representariam
um estagio imunologico ativo da doenga e que a relagdo positiva dessas citocinas
poderia ocasionar reabsor¢des extensas na regidao 6ssea apical (JAKOVLJEVIC et al.,
2015).

A expressao de citocinas relacionadas com a resposta Th1 também foi
observada em lesbes apicais persistentes apdos o tratamento endodéntico. Através de
reacao em cadeia da polimerase, foram observados niveis elevados de TNF-a e IFN-
vy quando comparados com o grupo controle constituido de dentes vitais tratados
endodonticamente por indicagao protética, sugerindo que estas citocinas estabelecem
um perfil pro-inflamatério para tais lesbes e que podem estar envolvidas na
manutengao da resposta imune (HENRIQUES et al., 2011).

Os niveis de IL-6 foram mais altos em cultura de fibroblastos de CPAs quando
comparados ao tecido de mucosa gengival saudavel, assim fibroblastos presentes na
capsula de CPAs poderiam conduzir uma maior sintese de IL-6 ao longo do tempo em
inflamacdes crbnicas e também desempenhar um papel importante no processo de
expansao cistica (KUSUMI et al., 2004).

O liquido cistico de CPAs e de cistos residuais também foram estudados por
meio de analises genéticas e observaram que os CPA possuiam concentragdes mais
altas de IL-1a e TNF-a que os cistos residuais e que as concentracdes entre os dois
cistos apresentam uma correlagao positiva. Assim a presenca das citocinas no fluido
cistico pode ser explicada pela inflamagado local e processos imunologicos que
ocorrem na capsula fibrosa dos cistos. Deste modo inflamag¢des mais intensas e a
consequente maior concentracdo destas citocinas nos CPAs proporcionaria a estas
lesdes um maior potencial de crescimento (MUGLALI et al., 2008).

Os cistos periodontais apicais sado lesdes frequentemente encontradas na
pratica clinica odontolégica e ndo ha estudos na literatura, até o momento,
identificando a presenga de macréfagos M2 em cistos periodontais apicais e sua
correlagdo com a resposta imune celular Th2. Deste modo, justifica-se o presente
trabalho que analisara a resposta imune celular Th1 através da expressao de IL-1(,
IL-6 e TNF-a e a resposta imune celular Th2 através da presenca de macrofagos M2.
O entendimento sobre os mecanismos de defesa envolvidos na patogenia do CPA
pode contribuir para a escolha de uma melhor forma de tratamento e ainda abrir novos

caminhos para o descobrimento de novas terapéuticas.
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3 PROPOSIGAO

Constitui-se proposicao do presente estudo analisar as respostas imunes Th1
e Th2 nos cistos periodontais apicais diagnosticados no Laboratério de
Anatomopatologia Bucal da Unifal-MG no periodo de 2000 a 2010, com base,
respectivamente, na expressao imuno-histoquimica das citocinas IL-1B3, IL-6 e TNF-a
e dos macrofagos M2 pela expressdo de CD163, com relacdo ao seu papel na

patogenia destes cistos.
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4 MATERIAL E METODOS

Capitulo referente a metodologia do trabalho.

4.1 Questodes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) (parecer n°
1.291.161) (ANEXO A).

4.2 Casuistica e selecao da amostra

As amostras deste estudo foram obtidas dos Arquivos do Laboratério de
Anatomopatologia Bucal da UNIFAL-MG e incluiram os casos com diagnostico
definitivo de cisto periodontal apical originados da Clinica de Estomatologia da
UNIFAL-MG no periodo de 2000 a 2010 e que preencheram os seguintes critérios de
diagndstico: lesdo cistica localizada na regido apical de dentes desvitalizados e
contendo cavidade revestida por epitélio pavimentoso estratificado nao queratinizado,
com capsula constituida de tecido conjuntivo fibroso denso com presenga de infiltrado
inflamatoério mononuclear. Os dados clinicos dos pacientes e das lesdes foram obtidos
das fichas de pedido de exame anatomopatolégico que foram enviadas juntamente
com o material biopsiado ao laboratdrio.

Foram usados como critérios de inclusao: amostras de lesbes com histérico de
tratamento endodéntico prévio obtidas por biopsia excisional, removidas pelo mesmo
cirurgido-dentista e que possuiam material suficiente para diagnéstico e analise
microscopica. Os casos excluidos do estudo foram os obtidos por biopsias incisionais
e/ou com material insuficiente ou inadequado para as analises propostas; ou que
foram removidos por outro cirurgido. Foram selecionados por meio desses critérios 24
casos de CPA.
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4.3 Analise microscopica

A analise microscoépica foi realizada separadamente por dois examinadores (0
pesquisador responsavel pelo trabalho e o professor patologista responsavel pelo
laboratério), sem o conhecimento prévio dos dados clinicos dos pacientes, utilizando-
se um microscopio optico binocular (AxioLab A1 Plus- Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
Para a captura dos campos foi utilizado o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss,
Jena, Alemanha) (FIGURA 1).
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Figura 1 - llustracdo da captura dos campos utilizando o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha).
Fonte: Do autor.
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4.4 Coloragdo em hematoxilina e eosina

Foram confeccionados cortes microscépicos de 5 micrdmetros (um) de
espessura obtidos a partir das amostras biopsiadas e incluidas em blocos de parafina
e arquivadas no Laboratério de Anatomopatologia Bucal da UNIFAL-MG. Estes cortes
foram corados pela técnica da hematoxilina e eosina (HE), seguindo-se os
procedimentos histotécnicos de rotina do referido laboratério, e montados em laminas

de vidro.

4.5 Reagao imuno-histoquimica

As reacgdes imuno-histoquimicas foram realizadas manualmente conforme
descrito por Norton, Jordan e Yeomans (1994), seguindo o protocolo do laboratério de
patologia do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo - SP).

Foram utilizados para as rea¢des imuno-histoquimicas cortes microscopicos de
3 Mm de espessura montados em l|aminas de vidro silanizadas. Apds a
desparafinizacdo e a reidratacdo, as amostras foram submetidas a reativagao
antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios antigénicos mascarados pela
fixagdo e incluséo do tecido em formol e parafina. Para este fim, as laminas foram
imersas em tampao citrato 0,01 M, pH 6,0 durante 35 minutos, em banho-maria
ajustado para 95-98°C e, logo apds, mantidas durante 20 minutos a temperatura
ambiente, fora do banho-maria, e lavadas em agua destilada. Em seguida, o bloqueio
da peroxidase enddgena dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar reagdes
inespecificas. Para tanto, as laminas foram imersas em solugcdo de perdxido de
hidrogénio a 1,5% e metanol absoluto (v/v) durante 20 minutos, com posterior lavagem
em agua destilada e tampao fosfato-salino (PBS). A imunodetecgao das proteinas de
interesse foi realizada utilizando os anticorpos anti-humanos para CD163, IL1-83, IL6
e TNF-a (TABELA 1). A solu¢do contendo cada anticorpo foi adicionada sobre os
cortes teciduais, individualmente, e as laminas foram mantidas em cémara umida
durante 12 a 16 horas, a uma temperatura de 2—8°C. A seguir, as laminas foram

lavadas em PBS e os cortes histolégicos, incubados com o anticorpo secundario
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biotinilado anti-lgG (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA), seguindo a
especificidade adequada aos anticorpos primarios, em camara umida durante 50
minutos a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em PBS e a deteccéo foi
realizada utilizando o sistema da streptavidina-biotina-peroxidase (Dako Cytomation).
Apos 30 minutos de incubacdo em camara umida dos cortes com a solugdo de
streptavidina-biotina-peroxidase a temperatura ambiente, as laminas foram lavadas
com PBS e a deteccao foi completada utilizando-se uma solugao cromdgena contendo
0,03% de 3,3 -diaminobenzidina (3,3",4,4 -tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) e 0,3%
de peroxido de hidrogénio. Posteriormente foi realizada contra-coloragdo dos cortes
histolégicos em solu¢do de hematoxilina de Harris, desidratagdo das mesmas atraves
de imersdes em concentragdes crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol
absoluto), diafanizagdo em xilol e montagem em meio de montagem permanente.
Como controle positivo utilizou-se amostras de tecidos de tonsila e para o controle
negativo realizou-se a incubagdo das amostras de CPA somente com a solugéo

diluente (abolicdo do anticorpo primario).

Tabela 1 — Anticorpos utilizados.

Anticorpo Clone Diluicao Fornecedor
IL-1B Policlonal 1:400 Abcam cat#ab2105,
Cambridge, MA, USA
IL-6 Monoclonal 1:800 Abcam cat#ab9324,
Cambridge, MA, USA
TNF-a Policlonal 1:3000 Abcam cat#ab66579,
Cambridge, MA, USA
CD163 10D6 1:500 Vector Labs cat#VP-C374,

Burlingame, CA, USA

Fonte: Do autor.
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4.6 Analise microscopica: laminas coradas em hematoxilina e eosina

As laminas coradas em HE quanto ao infiltrado inflamatério foram analisadas
segundo Tsai et al. (2004) em microscépico de luz com objetiva de 20X. Para esta
classificagao foi utilizada a seguinte escala:

1 - menos de 1/3 do campo composto por células inflamatérias;

2 - entre 1/3 e 2/3 do campo composto por células inflamatérias e;

3 - acima de 2/3 do campo composto por células inflamatérias.

O valor para cada espécime foi estabelecido pela soma obtida do infiltrado
inflamatoério de 5 campos consecutivos de areas com capsula cistica preservada.
Considerou-se como inflamagao discreta, valores entre 1 a 5; inflamagcdo moderada
entre 6 a 10 e inflamacdo intensa entre 11 a 15. Para a captura dos campos foi
utilizado o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Todas as
laminas foram analisadas por dois observadores independentes, citados
anteriormente. Os casos discordantes foram revistos em conjunto e os resultados

obtidos por consenso.

4.7 Analise microscopica: laminas submetidas a reagao imuno-histoquimica

As laminas submetidas a reacdo imuno-histoquimica foram analisadas
segundo Bracks et al. (2014) para a contagem de macréfagos marcados com o
anticorpo antiCD163. Para isso foi realizada a selecao de 10 campos aleatérios em
cada regido, capturados com aumento de 400X, em areas com capsula cistica
preservada, utilizando o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
A capsula foi dividida em regido superficial e profunda. A contagem dos macrofagos
foi classificada, por campo, em:

0 - auséncia de macrofagos;

1 - leve, de 1 a 5 macrofagos,

2 - moderada, de 6 a 10 macroéfagos €;

3 - intenso, mais de 10 macrofagos.
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Para cada caso incluido no estudo foi obtida a soma dos campos na regiao
superficial e na regido profunda. Os casos discordantes foram revistos em conjunto e
os resultados obtidos por consenso.

As laminas submetidas a reagao imuno-histoquimica com os anticorpos anti-IL-
18, anti-IL-6 e anti-TNF-a para a analise das citocinas IL-13, IL-6 e TNF-a
respectivamente, foram analisadas segundo Sa et al. (2016). Para isto foi realizada a
selecdo de 10 campos aleatérios da capsula cistica, a qual foi dividida em regides
superficial e profunda, capturados com aumento de 400X, em areas que
apresentavam a capsula cistica preservada, utilizando o software AxioVision Rel 4.8.2
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Para esta classificagéo foi utilizada a seguinte escala:

0 ou nenhuma marcacao - <10% de células marcadas;

1 ou fraco - 11% a 25%;

2 ou moderado - 26% a 75% e;

3 ou forte - >76%.

Para cada caso incluido no estudo foi obtida a soma dos campos na regiao
superficial e na regido profunda. Todas as laminas foram analisadas por dois
observadores independentes, citados anteriormente. Os casos discordantes revistos

em conjunto e os resultados obtidos por consenso.

4.8 Analise estatistica

Os registros das informag¢des microscopicas das lesdes foram armazenados em
um banco de dados, elaborado em planilha eletrénica do Microsoft Excel. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico para
microcomputador SPSS for Windows, versao 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

As estatisticas descritivas foram obtidas para as variaveis de interesse. As
variaveis foram testadas com Teste de Wilcoxon Emparelhado para as comparacoes
intragrupos, e o coeficiente de correlagdo de Spearman para as correlagdes entre 0s
grupos a 5% de significancia (p<0,05).
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5 RESULTADOS

A analise dos aspectos microscopicos nas laminas coradas pela HE revelou
que a inflamagao presente na capsula cistica foi classificada como discreta em 3 casos
(12,5%), moderada em 9 casos (37,5%) e intensa em 12 casos (50%).

As expressdes imuno-histoquimicas dos marcadores TNF-a, IL-13, IL-6 e
CD163 estao descritas na Tabela 2. Em relagao ao TNF-a os valores médios na regiao
superficial foi de 10,3 e 3,9 na regido profunda. Observou-se uma variagao de 0 a 24
na regidao superficial e de 0 a 14 na regido profunda, sendo estes valores
estatisticamente significativos. Valores semelhantes foram encontrados em relagéo a
IL-18, onde houve uma variagao de 0 a 25 na regiao superficial e de 0 a 17 na regiao
profunda, com valores médios de marcacao de 12,7 e de 6,1, respectivamente nas
regides superficial e profunda, sendo estes valores estatisticamente significativos.
Dentre as citocinas, a IL-6 foi a que apresentou um valor médio de marcagao mais
elevado, cujo os valores foram de 15 na regiao superficial e 8,2 na regido profunda e
estes valores foram estatisticamente significativos.

Com relagdo a contagem de macrofagos os valores médios de marcagédo do
CD163 para regiao superficial foi de 25,2, com uma variagdo de 6 a 30, e de 18 na
regidao profunda, com uma variagdo de 5 a 28, valores estes estatisticamente

significativos.
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Tabela 2 - Distribuicdo das marcagdes dos anticorpos TNF-a, IL-1B, IL-6 e CD163 nas diferentes

regides.
Regides
Variavel Categoria / Medidas | Superficial Profunda P
TNF-a n 24 24 <0,001
Variagdo (min-max) 0-24 0-14
Mediana 8,5 2,5
Média 10,3 3,9
Desvio Padrao 7,8 4.1
IL-1B n 24 24 <0,001
Variagao (min-max) 0-25 0-17
Mediana 12,5 4,5
Média 12,7 6,1
Desvio Padrao 7,2 5,8
IL-6 n 24 24 <0,001
Variagdo (min-max) 0-26 0-16
Mediana 15 10
Média 15 8,2
Desvio Padrao 7.1 5,9
CD163 n 24 24 <0,001
Variagao (min-max) 6 —30 5-28
Mediana 29,5 18,5
Média 25,2 18
Desvio Padrao 6,7 6,4

Fonte: Do autor.
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Analisando-se a expressdo do marcador TNF-a nas regides superficiais e
profundas das capsulas cisticas, verificou-se que na regido superficial a maioria dos
casos apresentava escores abaixo de 10 e, nas profundas, os valores dos escores
foram menores que 5. Quando se correlacionou a expressdo do marcador TNF-a na
regido superficial com a intensidade da inflamagédo, obteve-se uma tendéncia de
correlagéo entre as variaveis (r = 0,397 e p = 0,054) (GRAFICO 1). Na regido profunda,
houve uma correlagdo positiva entre as variaveis (r = 0,656) estatisticamente
significativa (p < 0,001) (GRAFICO 2). As Figuras 2 e 3 ilustram os padrées de

marcagao do TNF-a nas diferentes regides.
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Grafico 1 - Comparagao entre a expressdo do marcador TNF-a e a
intensidade da inflamagéo na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 2 - Comparagao entre a expressdo do marcador TNF-a e a
intensidade da inflamagéo na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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Figura 2 - Expressao imuno-histoquimica do anticorpo TNF-a na regido superficial da

capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-TNF-a 400x).
Fonte: Do autor.
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Figura 3 - Expresséo imuno-histoquimica do anticorpo TNF-a na regiao profunda da
capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-TNF-a 400x).
Fonte: Do autor.
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Quando se comparou a expressao do marcador IL-1B nas capsulas dos CPAs,
a maioria dos casos apresentou escores acima de 10 na regido superficial enquanto
que, na regiao profunda, houve um predominio de casos com escores menores que
10. Correlacionando-se a intensidade de marcagao deste anticorpo com a inflamacéo,
em ambas as regides encontrou-se uma correlagdo positiva, estatisticamente
significativa, entre as variaveis. Os valores foram de r = 0,708 (p < 0,001) na regido
superficial (GRAFICO 3) e de r = 0,698 (p < 0,001) na profunda (GRAFICO 4). Nas

Figuras 4 e 5 estao ilustrados os diferentes padrdes de marcacao da IL-1pB.
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Grafico 3 - Comparagao entre a expressao do marcador IL-1B e a
intensidade da inflamacgao na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 4 - Comparagao entre a expressao do marcador IL-1B e a
intensidade da inflamagé&o na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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Figura 4 - Expressao imuno-histoquimica do anticorpo IL-1B na regido superficial da
capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-IL-1 400x).
Fonte: Do autor.

Figura 5 - Expressao imuno-histoquimica do anticorpo IL-18 na regido profunda da
capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-IL-13 400x).
Fonte: Do autor.



42

Nos Graficos 5 e 6 e nas Figuras 6 e 7 estdo expressos os padrboes de
marcacgao da IL-6 nas capsulas cisticas. Na regido superficial, houve um predominio
de casos que possuiam escores acima de 10. Por outro lado, na regido profunda, na
maioria dos casos 0s escores nao ultrapassavam 15. Quando se correlacionou a
intensidade de marcagao do anticorpo com a inflamacgao, tanto na regido superficial
quanto na profunda houve correlagédo positiva estatisticamente significativa entre as
variaveis (r = 0,582 e p = 0,002, na regiao superficial; e r = 0,483 e p = 0,016, na

profunda).
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Grafico 5 - Comparacgao entre a expressao do marcador IL-6 e a
intensidade da inflamagéao na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 6 - Comparagao entre a expressao do marcador IL-6 e a
intensidade da inflamag&o na regido profunda.
Fonte: Do autor.



Figura 6 - Expresséo imuno-histoquimica do anticorpo IL-6 na regido superficial da
capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-IL-6 400x).
Fonte: Do autor.

Figura 7 - Expressao imuno-histoquimica do anticorpo IL-6 na regidao profunda da
capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-IL-6 400x).
Fonte: Do autor.
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Em relagdo a marcacdo do CD163, ndo houve correlagao estatisticamente
significativa entre a expressao deste anticorpo e a inflamagéo presentes nas regides
superficial e profunda das capsulas dos CPAs estudados. Os valores de r foram de
0,362 (p = 0,082), na regido superficial (GRAFICO 7), e de 0,174 (p = 0,415) na
profunda (GRAFICO 8). Ressalta-se que o CD163 apresentou uma marcagao
caracterizada por escores elevados, em ambas as regides, independente da
intensidade da inflamagao presente. As marcagbes nas diferentes regides estao

ilustradas nas Figuras 8 e 9.
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Grafico 7 - Comparagao entre a expressdo do marcador CD163 e a
intensidade da inflamagao na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 8 - Comparacgao entre a expressao do marcador CD163 e a
intensidade da inflamagéo na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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Figura 8 - Expressao imuno-histoquimica do anticorpo CD163 na regido
superficial da capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica —
antiCD163 400x).

Fonte: Do autor.

Figura 9 - Expresséo imuno-histoquimica do anticorpo CD163 na regido profunda da
capsula do cisto periodontal apical (Imuno-histoquimica — anti-CD163 400x).
Fonte: Do autor.
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Quando se comparou a expressao do marcador IL-13 com o marcador CD163
nas regides superficial e profunda, ndo houve correlagéo estatisticamente significativa
entre estas variaveis, conforme descrito nos Graficos 9 e 10. Na regido superficial o
valor de r foi de 0,248 (p = 0,242) e, na profunda, de 0,311 (p = 0,140). Ha que se
destacar que na regido superficial, um grande numero de casos apresentou uma
marcacao com escores bastante elevados de CD163, independente da intensidade

de marcacao da IL-18.
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Grafico 9 - Comparacgao entre a expressdo dos marcadores IL-13 e
CD163 na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Em relacdo as marcacdes dos anticorpos IL-6 e CD163, uma correlagéo
positiva estatisticamente significativa foi observada na regido superficial (r = 0,478 e
p = 0,018) (GRAFICO 11). Na regido profunda ndo houve correlacdo entre as
marcacdes dos anticorpos (r = 0,362 e p = 0,082) (GRAFICO 12).
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Grafico 11 - Comparagéao entre a expressado dos marcadores IL-6 e
CD163 na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 12 - Comparagao entre a expressao dos marcadores IL-6 e
CD163 na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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Na comparacao da expressao do marcador TNF-a com o marcador CD163,
correlagdo positiva estatisticamente significativa também foi observada apenas na
regido superficial (r = 0,537 e p = 0,007). Foi possivel observar que a maioria dos
casos apresentou valores de TNF-a entre 5 e 25 na regido superficial (GRAFICO 13)
enquanto que, na regido profunda, a maioria dos casos apresentou valores abaixo de
7,5 para o mesmo marcador (GRAFICO 14).
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Grafico 13 - Comparagao entre a expressao dos marcadores TNF-a e
CD163 na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 14 - Comparagao entre a expressao dos marcadores TNF-a e
CD163 na regiao profunda.
Fonte: Do autor.
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Quando se analisou a marcagao do anticorpo IL-13, observou-se a correlagao
positiva estatisticamente significativa deste marcador com a marcagao do anticorpo
IL-6 na regido superficial (r = 0,593, p = 0,002) (GRAFICO 15) e na regido profunda
(r=0,705, p < 0,001) (GRAFICO 16).
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Grafico 15 - Comparagao entre a expressao dos marcadores IL-1B e
IL-6 na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 16 - Comparagao entre a expressao dos marcadores IL-1@3 e
IL-6 na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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A marcacdo do anticorpo IL-1B3, quando comparada com a expressdo do
marcador TNF-a na regido superficial, mostrou uma correlacdo positiva
estatisticamente significativa (r = 0,506, p = 0,012) (GRAFICO 17). Esta correlagéo
positiva estatisticamente significativa também foi obtida na regido profunda dos CPAs
para os mesmos anticorpos (r = 0,677, p < 0,001) (GRAFICO 18). Verificou-se ainda
que a maioria dos escores obtidos para os anticorpos TNF-a e IL-13 se encontravam

entre 5 e 25 na regido superficial e entre 0 e 10 na regido profunda.
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Grafico 17 - Comparagao entre a expressao dos marcadores IL-1B e
TNF-a na regiao superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 18 - Comparagao entre a expressao dos marcadores IL-13 e
TNF-a na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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Correlacionando-se a intensidade de marcagdo do anticorpo TFN-a com a
intensidade de marcacdo do anticorpo IL-6, obteve-se em ambas as regides uma
correlagao positiva, estatisticamente significativa, entre as variaveis. Os valores foram
de r = 0,440 (p = 0,032) na regi&o superficial (GRAFICO 19) e r = 0,565 (p = 0,004) na
profunda (GRAFICO 20). Foi possivel analisar que a maioria dos casos na regido
superficial apresentou valores para o marcador IL-6 entre 5 e 25, enquanto a

marcacgao desse mesmo marcador apresentou valores 0 e 15 na regiao profunda.
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Grafico 19 - Comparagao entre a expressao dos marcadores TNF-a e
IL-6 na regido superficial.
Fonte: Do autor.
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Grafico 20 - Comparagao entre a expressao dos marcadores TNF-a e
IL-6 na regido profunda.
Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

O CPA apresenta-se como uma lesao bastante frequente na pratica clinica,
sendo considerada uma lesao inflamatdria, infecciosa e destrutiva, apresentando-se
intradssea (CAVALLA et al., 2014; NEVILLE et al., 2016). E uma les&o que resulta da
acao direta dos micro-organismos e da resposta imunolégica do hospedeiro a
estimulos antigénicos (CAVALLA et al, 2014; GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2011; LIN et al., 2009). Os CPAs sao classificados como cistos
odontogénicos inflamatdrios que possuem revestimento epitelial e uma capsula cistica
com a presenca de células de defesa, bem como a producdo de mediadores
inflamatoérios como as citocinas (BERNARDI et al., 2015; WALKER et al., 2000).
Contudo pouco ainda se sabe sobre o papel dessas citocinas no processo de
desenvolvimento, manutengao e regressao destas lesdes (COLIC et al., 2009).

As células inflamatdrias presentes na capsula cistica do CPA sao em sua
maioria macréfagos e linfocitos, caracterizando assim um processo inflamatério
cronico (COLIC et al., 2009; LIAPATAS; NAKOU; RONTOGIANNI, 2003). Durante
esse processo, estas células produzirdo mediadores inflamatdrios e citocinas que
estdo envolvidas na patogénese dos cistos odontogénicos inflamatérios (LIN; HUANG,
ROSENBERG, 2007). As citocinas exercem suas fungbes por meio da ligagao
especifica a receptores celulares, assim, o equilibrio entre citocinas pro-inflamatarias,
anti-inflamatdrias e receptores pode determinar a natureza da resposta celular e, num
contexto mais amplo, influenciar na intensidade e duragao da resposta inflamatéria e
na evolucéo clinica da doenca (CAVALLA et al., 2014; GAZIVODA et al., 2009).

Macrofagos sao células importantes na resposta de protecdo e também no
desenvolvimento e perpetuacdo de reagdes inflamatérias (BRACKS et al., 2014;
MARTON; KISS, 2014; RODINI; LARA, 2001). Estas células podem se diferenciar em
subtipos celulares de acordo com o balango de citocinas das respostas Th1 e Th2
secretadas pelas células imunes e inflamatérias (MURAILLE; LEO; MOSSER, 2014),
que podem contribuir para a progressao ou cura da lesdo (COLIC et al., 2009).
Macrofagos M1 apresentam atividade microbicida, fagocitando e produzindo
mediadores proé-inflamatérios como as citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6 e podem
promover ou amplificar a polarizagcao de linfocitos TCD4+ para o subtipo Th1, os quais

também influenciarao, pela liberacdo de IFN-y, na polarizagédo de macréfagos para o
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subtipo M1 (CAVALLA et al.,, 2014; METZGER, 2000). Macrofagos M2 tém sua
ativacao induzida por citocinas produzidas por linfécitos TCD4+ do subtipo Th2 como
a IL-4 e IL-13 (DEY; ALLEN; HANKEY-GIBLIN, 2015; IVASHKIV, 2013; MURAILLE;
LEO; MOSSER, 2014). Dentre suas fun¢gdes destacam-se a produgao de mediadores
anti-inflamatdrios e a restauracdo da homeostase tecidual pela produgdo de fatores
de crescimento que estimulam a proliferacdo de células epiteliais e fibroblastos e
inibem enzimas de degradagao de matriz extra-celular (MOSSER, 2003; MURRAY;
WYNN, 2011).

Classicamente, macréfagos M1 estdo relacionados com a iniciagdo e
sustentacao do processo inflamatoério, devido ao seu papel na defesa frente ao agente
agressor, enquanto macrofagos M2 sao relacionados com a resolugao do processo
inflamatdrio e reparo tecidual (MURAILLE; LEO; MOSSER, 2014). Macrofagos M1 e
M2 desempenham um papel importante no direcionamento da resposta imune, devido
a sua capacidade de promover a diferenciacao de linfocitos em Th1 e Th2. Deste
modo a identificacdo dos subtipos de macrofagos presentes se faz importante para
um melhor entendimento do processo patologico, assim como auxilio para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento (CARLI et al.,, 2016; DEY;
ALLEN; HANKEY-GIBLIN, 2015; MURAILLE; LEO; MOSSER, 2014).

Devido a inexisténcia de marcadores especificos para macréfagos M1
(HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011), optou-se, neste trabalho, por avalia-los
através da presenca das citocinas TNF-qa, IL-1p e IL-6 por eles produzidas (DEY;
ALLEN; HANKEY-GIBLIN, 2015), e, assim analisar a manifestacao da resposta imune
Th1. Para a observacao da manifestacdo da resposta imune Th2 em CPAs, utilizou-
se pela primeira vez como ferramenta de analise a presenga de macrofagos M2
através da marcagéo do anticorpo CD163. Estas células recentemente descobertas,
apresentam altos niveis do receptor transmembrana CD163, sendo esse um
importante diferenciador entre macrofagos M1 e M2 (FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN
BERG, 2005; HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011; M@LLER, 2012).

Em nosso estudo analisamos a presenca de macréfagos M2 através da
marcagao com o anticorpo CD163 nas regides superficial e profunda da capsula
cistica de CPAs. Observamos diferengas de marcagdes estatisticamente significativas
entre regides superficial e profunda, com a regido superficial apresentando valores
superiores. Este fato pode ser explicado devido a maior densidade de infiltrado

inflamatorio encontrado em regido superficial (BRACKS et al., 2014), entretanto é
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importante salientar que valores expressivos também foram obtidos na regido
profunda da capsula cistica, demostrando a presenga marcante dos macréfagos M2
nos CPAs.

Buscando um maior entendimento sobre os macrofagos M2, realizamos a
analise da correlacao da presenca destas células com a presenca das citocinas TNF-
a, IL-1B e IL-6. Observou-se correlagao positiva entre a expressao de macrofagos M2
e de citocinas TNF-a e IL-6 na regiao superficial da capsula cistica. Macrofagos M2
sdo comumente caracterizados pela baixa produgédo de citocinas pro-infamatorias
como TNF-q, IL-1 e IL-6, contudo macréfagos expostos a imuno-complexos e produtos
microbianos sao considerados excecdes devido ao fato destas células preservarem a
producao de elevados niveis de citocinas pro-infamatdrias, concomitantemente com
niveis elevados de IL-10 e baixos niveis de IL-12. Apesar da elevada produgao de
citocinas inflamatorias por estas células, elas sdo capazes de realizar a protecao
contra produtos microbianos e ainda promover a diferenciacdo de linfocitos Th2 e
producao humoral de anticorpos (MANTOVANI et al., 2004; MOSSER, 2003).

O papel de macrofagos na fase de remodelamento em feridas de ratos é
observado pelo aumento da expressao de CD163, assim como potenciais beneficios
como a regulagdo da proliferagdo de queratindcitos, mioblastos e fibroblastos sao
observados através da presenga das citocinas IL-6 e TNF-a (NOVAK; KOH, 2013).
Com o objetivo de se analisar a relagao do receptor CD163 com a producédo de
citocinas em infecgbes bacterianas, Fabriek et al. (2009) demostraram que o
reconhecimento de bactérias pelo CD163 contribui para a producado de TNF-a, IL-13
e IL-6 por macréfagos. Estas descobertas identificam CD163 como um receptor de
macrofago para bactérias e sugerem que, durante a infecgcao bacteriana, CD163 em
macréfagos residentes nos tecidos atuam como indutores da resposta inflamatdria
local para a eliminacéo da infeccdo (FABRIEK et al., 2009).

A auséncia de correlacédo entre macréfagos M2 e a citocina IL-1pB observada
em nosso estudo, pode ser explicada devido a acdo das citocinas IL-4 e IL-13,
responsaveis pela diferenciagdo de macrofagos para o subtipo M2 (MURAILLE; LEO;
MOSSER, 2014), induzirem a produgdo em macréfagos M2 de receptores
antagonistas a citocina IL-1, causando assim a inibicdo desta citocina (MANTOVANI
et al., 2004; MOSSER, 2003).

As citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 sdo classicamente consideradas citocinas pro-

inflamatdrias e estao relacionadas com a proliferacao epitelial nos CPAs, assim como
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no processo de reabsorgédo o6ssea (LIN; HUANG, ROSENBERG, 2007; PRSO et al.,
2007). Em nosso estudo, observamos a presenga das citocinas TNF-aq, IL-1(3, IL-6 na
capsula cistica de CPAs. Obteve-se como resultado valores estatisticamente
significativos entre regides superficial e profunda da capsula, sendo que maiores
concentragbes dessas citocinas foram observadas na regido superficial. Este fato
pode ser explicado devido a presencga de bactérias no interior dos canais radiculares
e no lumen cistico o que ocasiona a infiltragdo de células inflamatdrias no epitélio
cistico e capsula como resposta ao agressor (LIN et al., 2009; RICUCCI et al., 2006).
Assim, a presenca de células inflamatorias e suas citocinas em consequéncia da
presenca de bactérias e seus produtos no lumen cistico, podem ser responsaveis pela
persisténcia do CPA apds terapéutica endodéntica (LIN et al.,, 2009). Resultados
semelhantes foram observados por Henriques et al. (2011) que, ao analisar lesées
persistentes apods terapia endodoéntica, verificaram um predominio de citocinas pro-
inflamatdrias, com niveis elevados de TNF-a, o que demostra um perfil imunoldgico
ativo destas lesdes (JAKOVLJEVIC et al., 2015).

A presenca de infiltrado inflamatério em variadas intensidades pode ser
observada na capsula cistica dos CPAs. Este infiltrado inflamatério é constituido por
células imunocompetentes como células NK, macroéfagos, linfocitos entre outras, que
agirao através de mediadores, como as citocinas, na tentativa de controlar a infec¢ao
(COLIC et al., 2009). Estas citocinas ocasionarao vasodilatagcdo e quimiotaxia de
células inflamatérias como polimorfonucleares e mononucleares que produzirdo
mediadores para destruicdo de micro-organismos e dos tecidos de sustentagdo dos
dentes, além de atrair células do sistema imune inespecifico e especifico para o local,
caracteristicamente associadas a migracao de células inflamatérias (CEKICI et al.,
2014). Deste modo, a intensidade da inflamagéo esta diretamente relacionada com a
presenga de citocinas (JURISIC et al., 2008; MARTON; KISS, 2014). Este fato foi
observado em nosso estudo quando correlacionou-se a intensidade do infiltrado
inflamatoério com a expressao das citocinas. Em relagédo ao TNF-a, observou-se uma
tendéncia de correlagcado na regido superficial da capsula e a presenca de correlagao
positiva na regido profunda. Jurisic et al. (2008) constataram a existéncia de
correlacdo entre as células inflamatdrias e a concentracdo de TNF-a, sendo a
presenca desta citocina relacionada a macrofagos presentes na capsula. Esta mesma
correlacao foi observada em nosso estudo quando correlacionadas a expressao das

citocinas IL-6 e IL-18 com a intensidade da inflamagao nas diferentes regides.
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Quando correlacionadas as expressdes das citocinas TNF-a, IL-1[3, IL-6 entre
si, observou-se correlagédo positiva estatisticamente significativa em ambas regides
superficial e profunda da capsula cistica. Correlagbes entre estas citocinas foram
observadas em estudos anteriores de lesdes apicais (GAZIVODA et al., 2009;
JAKOVLJEVIC et al., 2015; MARTINHO et al., 2012), sugerindo que as citocinas TNF-
a e IL-1B desempenham papeis na iniciacdo e estimulagdo da resposta inflamatéria
em lesdes apicais e ainda estimulando a producéo de outros mediadores como a IL-6
(AZUMA et al., 2014; MARTINHO et al.,, 2012). A IL-6 apresenta como fonte
macréfagos e linfocitos Th2, sendo considerada uma citocina pré e anti-inflamatoria,
devido a sua producdo durante o processo inflamatorio e posterior inibicdo da
secregao de TNF-a e IL-1 (AZUMA et al., 2014; GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2011). O TNF-a possui inumeras fungdes, entre as quais, a
capacidade de estimular a produgédo de IL-1B e IL-6 (CEKICI et al., 2014). Em
conjunto, estas citocinas apresentam a capacidade de estimulagao da proliferacao de
células epiteliais (LIN et al., 1996; LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007; MEGHJI et
al.,1996), e sdo consideradas mediadores no remodelamento 6sseo (CEKICI et al.,
2014; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2011), estando estas caracteristicas
relacionadas com o processo de crescimento cistico (HREN; IHAN, 2009; MARTON;
KISS, 2014).

TNF-a, IL-1B e IL-6 agem na diferenciacdo de osteoclastos e estimulam sua
atividade e assim a reabsorcao 6ssea (GRAVES: OATES; GARLET, 2011; KWAN
TAT et al., 2004; MARTON; KISS, 2014). TNF-a e IL-1B, desempenham importante
papel na reabsorgdo O0ssea em lesdes inflamatorias (KWAN TAT et al.,, 2004),
estimulando a expresséao e ativagao de enzimas de degradacao de matriz extracelular
(GRAVES: OATES; GARLET, 2011). A IL-6, como as outras citocinas, estimula a
atividade de osteoclastos, entretanto ratos deficientes de IL-6 mostraram aumento da
reabsorcao Ossea apos infecgcao pulpar, demostrando assim um papel de protecao
(BALTO; SASAKI; STASHENKO, 2001).

Linfocitos séo as células predominantes nos infiltrados inflamatérios de lesbes
periapicais (LIAPATAS; NAKOU; RONTOGIANNI, 2003WALKER et al., 2000),
sugerindo que a resposta imunoldgica presente em tais lesbes se mostra ativa
(WALKER et al., 2000). A presenga significativa das respostas imunes Th1 e Th2 em
lesdes periapicais indica a importancia da acado simultanea dos dois tipos de resposta
na patogénese da doenca (MARTON; KISS, 2014). Acredita-se que a resposta imune
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Th1 mediada pelo IFN-y e pelas citocinas TNF-q, IL-183, IL-6 estejam envolvidas na
progressao das lesdes e destruicdo 0ssea, enquanto a resposta Th2 mediada pela
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 seja responsavel pelo processo de cura e restricdo da
resposta imune e inflamatéria (COLIC et al., 2009; MARTON:; KISS, 2014). Entretanto,
a resposta imune Th2 pode estar relacionada a falha no controle da infecgao visto que
sua presenca pode inibir a reposta Th1, que tem como funcdo a eliminacdo de
organismos agressores. Assim, a persisténcia da lesdo pode ser atribuida a
predominéncia de um subtipo especifico de resposta imune, resultando na
incapacidade de controlar a infec¢gao ou contribuindo para a persisténcia do processo
inflamatorio (WALKER et al.,, 2000). O reconhecimento de que a polarizagado de
macrofagos M1 e M2 apresenta um papel importante na progressao de processos
inflamatorios crénicos e que abordagens terapéuticas envolvendo a regularizagao
desta polarizagdo s&o pontos importantes a serem considerados (DEY; ALLEN;
HANKEY-GIBLIN, 2015).

Concluimos que a resposta imune Th1 e macrofagos M1 se fazem presentes
nos CPAs através da expressdo das citocinas TNF-a, IL-1B8, IL-6, e que a
demonstracdo, pela primeira vez, da existéncia de macréfagos M2 em CPAs
caracteriza a presenca da resposta imune Th2 nestas lesdes. Macrofagos M2 foram
associados a TNF-a e IL-6, sugerindo uma nova e importante ferramenta para futuros

estudos sobre processos imunoldgicos relacionados aos CPAs.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode-se constatar que os CPAs se caracterizam

microscopicamente pela:

f)

expressado das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 nas regides superficial e
profunda da capsula cistica e sua correlagcao positiva com a intensidade do

infiltrado inflamatodrio;

marcante presenca de macrofagos M2 em ambas regides da capsula
cistica;
correlagao positiva entre macrofagos M2 e as citocinas TNF-a e IL-6;

correlagao positiva entre as citocinas TNF-q, IL-1B e IL-6 em ambas regides
da capsula cistica;

presenca da resposta imune Th1 e macrofagos M1 nos CPAs através da
expressao das citocinas TNF-a, IL-1(3 e IL-6;

presencga da resposta imune Th2 através da demonstragéo, pela primeira

vez, da existéncia de macréfagos M2 em CPAs.

E assim, inferir a participacdo das respostas Th1 e Th2 pela presenca das

células M1 e M2 e citocinas TNF-q, IL-1B e IL-6 na patogenia dos CPAs.
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ser adotada no lratamento destas lesdes. ™

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Metodologia clara, bem definida & capaz de stender os objetivos da pesquisa. Este projeto foi previamenle
aprovado pelo CEP e, neste momento, o pesqguisador solicita somente gue seja descarlado o marcador IL-

10 & acrescentado o CD163 (marcador de macrdfagos M2).
Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
Termos da Emenda:

Projeto modificado: OK

Falha de rosto modificada: OK

Formuldrio de informagdes bascas do projelo: OK
Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Nio ha pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O colegiado do CEP acata o parecer do relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagio

formacbes Bascas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_501157| 18/09/2015 Aceio

do Proelo Elpd 10:04.05

Projeto Delahado /| Projeto_Modifcado.docx T8/09/2015 |Jodio Adolo Costa | Aceto

Brachura 02:54:19 |Hanemann

Folha de Roslo Folba_de_rosto_sssinada odl 18092015 |Jodio Adoiio Costa | Aceito
02:53:40 |Hanemann

Outros DSCO72530.0PG 10/08/2012 Acesto
14:41:38

Situagdo do Parecer:

Apravado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nio

Enderego.  Rua Catewl Monkiro da Siva, 700

Barro. carero CEP: 37.130000
UF: MG Musicipio. ALFENAS
Tekfors: (35)3293-1318 Fax: (350299-1318 E-mail:  comine.etica Runilad-mg. ot tv
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Assinado por:
Celso Ferrarezi Junior
(Coordenador)



