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RESUMO:

Objetivo: Citocinas e óxido nítrico estão envolvidas na patogênese das lesões apicais. O 

propósito deste estudo foi avaliar a presença de óxido nítrico e citocinas (TNF-a, lFN-y, 

TGF-p e IL-4) em cistos e granulomas periapicais, e determinar a relação entre estas 

moléculas e os sinais clínicos e radiográfícos de cada paciente.

Materiais e métodos: Foram analisadas um total de 47 lesões periapicais (30 granulomas 

apicais e 17 cistos radículares). Óxido nítrico e citocinas foram dosados pelos métodos de 

GRIESS e ELISA (enzitne linked immmunosorbenl assay) respectivamente.

Resultados: TNF-a foi detectado em 10% dos granulomas periapicais (valores não 

detectáveis à 25 pg/g) e 41,2% dos tecidos de cistos radiculares (valores não detectáveis à 

25 pg/g), IFN-yfoi detectado em 70% das amostras de tecido cístico (valores não 

detectáveis à 50 pg/g), e em 10% dos granulomas (valores não detectáveis à 15 pg/g). Para 

óxido nítrico encontramos 29% de amostras teciduais císticas positivas (valores não 

detectáveis à 40 pg/g) e em granulomas 20% (valores não detectáveis à 40 pg/g). IL-4 foi 

detectada em 24% das amostras teciduais de cistos (valores não detectáveis à 25 pg/g.) e 

nenhuma de granulomas. TGF-0 foi detectado em todas amostras teciduais de cistos (1250 

pg/g à 2500 pg/g) e granulomas (2000 pg/g à 7500 pg/g). Quanto à sintomatologia 

analisada, observamos níveis estatisticamente significantes de IFN-y e IL-4 em pacientes 

que apresentavam dor espontânea e/ou palpação, e IFN-r, TNF-a e IL-4 em pacientes que 

apresentavam aumento de volume. Quanto às lesões que apresentavam imagens 

radiográfíca difusa, observamos níveis significantes de óxido nitrico.

Conclusões: Óxido nitrico e citocinas (TNF-a, IFN-y, TGF-P e IL-4) estão envolvidos na 

patogenia das lesões periapicais. Dessa forma, estariam auxiliando no processo

, nkcnrp-m óssea bem como, nos sinais clínicos e radiográfícos inflamatorio e de reabsorçao os ,

característicos destas lesões.

. óxido nítrico, lesões periapicais, cisto radicular, granuloma Palavras chaves: citocinas, oaiuv

periapical.
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ABSTRACT:

Objectives: Citokines and nitric oxide have been involved in development of periapical 

lesions. The aim of this study was eveluated the leveis of nitric oxide and citokynes (TNF- 

a, IFN-y, TGF-0 and IL-4) in humam radicular cysts and granulomas and determine 

possible associations between it and the clinicai and radiographis signs related by this 

pacientes.
Materials and methods: Forth seven (47) cronic periapical lesions were analysed in this 

study (17 radicular cysts and 30 periapical granulomas). Nitric oxide and citokynes leveis 

were evaluated by GR1ESS and ELISA (enzime linked immmunosorbent assay) 

respectivily.
Results: Citokynes and nitric oxide were detectaded in all of granulomas and radicular 

cysts tissue samples. TNF-a was detected in 10% of the periapical granulomas (no 

detectable to 25 pg/g) and 41,2% of the radicular cysts samples (no detectable to 25 pg/g), 

For IFN-y 70% of the radicular tissue cysts (no detectable to 50 pg/g), and 10% of the 

granulomas (no detectable to 15 pg/g) were positive. We found 29% of the cistic samples 

(no detectable to 40 pg/g) and 20% of the granulomas (no detectable to 40 pg/g) positive 

for NO. IL-4 was reative in 24% of the radicular cysts tissue but (no detectable to 25 pg/g.) 

no IL-4 was detected in any samples of the granulomas. On the other hand, TGF-p was 

positive in all samples of cysts (1250 pg/g to 2500 pg/g de tecido) and granulomas (2000 

pg/g to 7500 pg/g). No correlation could be found between cystic tissue and fluid samples 

for citokynes and no leveis. A statistical significant correlation was foud association 

between IFN-y and IL-4 leveis and tenderness and TNF-a, IFN-y and IL-4 and swelling of 

the lesions. The lesions with difuse radiographic limites were statiscally associated with 

nitric oxide.
Conclusions: Nitric oxide and citokynes (TNF-a, IFN-y, TGF-P and IL-4) were involved 

in pathology of periapical lesions. It may be participing of the inflammatory process and 

, . .1 ,.e the bone resorption and syntoms that are characteristicgrowth this lesions, as well as, 01 

features of that lesions.

Key words: citokynes, nitric oxide, periapical lesions, radicular cysts, periapical 

granulomas.



L INTRODUÇÃO:

O cisto radicular (KRAMER et al., 1991) é uma lesão odontogênica inflamatória

periapical, caracterizada pela presença de uma cavidade patológica revestida por epitélio 

pavimentoso estratifícado, e tecido conjuntivo, contendo no seu interior, material líquido 

ou semi-sólido. Granulomas periapicais são lesões radiculares comuns que são

caracterizadas histopatologicamente como uma massa delimitada de resposta inflamatória 

crônica no tecido conectivo periapical (YANAG1SAWA, 1980). Os maiores estímulos para 

o desenvolvimento do cisto radicular têm sido as endotoxinas bacterianas decorrentes da

infecção da polpa necrótica e os antígenos gerados pela degradação do tecido pulpar que

suscitam uma resposta inflamatória, formando, inicialmente, um granuloma apical. O

processo inflamatório gerado estimularia a proliferação dos remanescentes epiteliais de

Malassez, resultantes da morfogênese da raiz, levando à formação do cisto radicular. Os

rntonizam os canais radiculares são frequentemente, mas não microorganismos que colonizam

, . + rnm npaativos e anaeróbios obrigatórios. No crescimento do cistoexclusivamente, gram -negauvu»

radicular, vários fatores têm sido implicados, entre os quais: atividade proliferativa 



epitelial, desenvolvimento de uma pressão hidrostática na cavidade e a reabsorção óssea é 

uma das consequências danosas do seu desenvolvimento, podendo ser responsável por 

fraturas patológicas, parestesia e perda de elementos dentários (SILVA, 1995).

Pouco se conhece dos fatores envolvidos neste processo. Contudo, no ambiente da 

inflamação periapical, são sintetizadas diferentes citocinas que, de um lado, atuam 

mediando o processo inflamatório e, de outro, podem estar associadas ao processo de 

reabsorção óssea local. Assim, sua presença pode estar intimamente associada à destruição 

do tecido ósseo circunvizinho, tendo papel crítico no crescimento da lesão cística 

(TAKEICHI etal., 1996).

Linfócitos CD4+, CD8+, CD3o+, macrófagos, plasmócitos, mastócitos e eosinófilos 

(YANAGISAWA, 1980; SMITH et al., 1987; TERONEN et al., 1996, CURY et al., 1998) 

+ hi 1 H 3 IL-6 IL-8 IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a, TGF-0 e GM- e diferentes citocinas (IL-l, JL-J, u, il. o, ■ , ” ’ h

CSF) tem sido encontradas em quantidades variadas, cujo significado na modulação do 

processo inflamatório e na reabsorção óssea necessita melhor avaliação (KOPP & 

SCHWARTING, 1989, STASHENKO, 1990; EVANS & RALSTON, 1996, TAKEICHI et 

al., 1996; KABASH1MA et al., 1998; CURY et a!., 1998; L1N et a!., 2000; GERVÁSIO et 

al., 2002). Isto, em parte, repousa na análise conjunta de dados provenientes de estudos 

experimentais (em animais), to v.lro e de lesões periapicais em humanos (CURY et al., 

1998, KAWASHIMA & STASHENKO, 1999; SUZUKI et al., 1999; WALKER et al., 

2000; GERVÁSIO et al., 2002).

Componentes da parede celular bacteriana, em particular lipopolissacarídeos de 

, rpnapm com monócitos/macrófagos, fibroblastos e outras célulasbactérias gram negativas, reagem com

. . . , _ a nrodUCão de citocinas pró inflamatórias, como: IL-1 a, IL-10,do sistema imune, e levam a proa ç



TNF-oc, IL-6, e IL-8 e também citocinas anti inflamatórias como TGF-P, IL-4 e IL-10 

(DANIN et al., 2000).

Embora diferentes estudos em lesões periapicais humanas associem a presença 

destas citocinas à mediação do crescimento e reabsorção óssea na lesão periapical em 

humanos, há uma aparente ausência de estudos que investiguem sua correlação neste 

modelo. Por outro lado, poucos estudos investigaram seu signifcado na sintomatologia das 

lesões periapicais (MATSUO et al., 1992; LIM et al., 1994). Os objetivos deste trabalho 

foram identificar e quantificar a presença de IFN-y, TNFa, IL-4, TGF-p e óxido nítrico, 

relacionando suas identificações com sinais clínicos e radiográfícos em pacientes com 

lesões periapicais humanas.



2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA:

As lesões inflamatórias periapicais crônicas são representadas principalmente por 

granulomas e cistos periapicais, que se originam a partir de continuas estimulações 

antigênicas provindas do canal radicular. São caracterizadas histologicamente pela 

presença de tecido de granulação com infiltrados de células inflamatórias mononucleares, 

como monócitos/macrófagos, linfócitos, plasmócitos, mastócitos e granulócitos (NILSEN 

ei al., 1984). A formação destas lesões está associada com perda óssea ao redor do ápice 

radicular, resultando em áreas radiolúcidas que podem ser observadas radiograficamente.

. í™;™ são resultados de uma resposta inflamatória local mediada por
Os granulomas periapicais sao rrauua 

infiltrado de células inflamatórias e uma variedade de fatores, incluindo citocinas e oxido 

nitrico (KABASHIMA et al., 1998). Os cistos radiculares são uma das lesões mais comuns 

dos maxilares (KRAMER et al.. 1991). São de origem odontogênica e inflamatória,

• ■ oi ripntária São caracterizados pela presença de uma cavidadesituados na região penapical dentaria, sao

contendo no seu interior, material líquido ou semi-sólido. 
patológica revestida por epiteno,

i rktiea é constituída por uma cápsula, formada por tecido 
Estruturalmente, a lesão cisuc



conjuntivo fibroso denso, permeado por infiltrado inflamatório, em geral mononuclear, e 

revestida interiormente, por epitelio pavimentoso estratificado, nao Queratinizado, com 

graus variáveis de organização (BROWNE, 1992). Os maiores estímulos para o 

desenvolvimento do cisto radicular têm sido as endotoxinas bacterianas decorrentes da 

infecção da polpa necrótica e dos antígenos gerados pela degradação do tecido pulpar que 

suscitam uma resposta inflamatória. Embora apresente comportamento benigno, seu 

crescimento leva à destruição e comprometimento da integridade óssea local. Não raro, o 

cisto radicular permanece no tecido ósseo após a remoção do dente afetado, sendo referido 

então, como cisto residual (SHEAR, 1983).

Diferentes hipóteses sobre a patogênese do cisto radicular têm sido consideradas 

na literatura (SHEAR, 1983; TORAB1NEJAD, 1983; HÔENIG el al., 1991; BROWNE, 

1992). A mais frequentemente citada admite que inicialmente, havería proliferação dos 

remanescentes epiteliais de Malassez resultantes da morfogênese radicular, presentes junto 

à abertura do forame periapical, fonnando um aglomerado celular sólido (granuloma 

apical). Num segundo momento, em função da necrose das células centrais, dar-se-ta a 

formação da cavidade cística. Resíduos celulares, decorrentes da necrose central, seriam 

responsáveis pelo desenvolvimento de uma pressão osmótica diferenciada entre o meio 

externo e a cavidade cística, favorecendo a entrada de liquido para seu interior. 

Lipopolissacarídeo, produtos metabólicos, proteínas do soro (albumina e globulinas), 

glicosamínoglicanas, proteoglicanas, glicoproteinas, colágeno e enztmas proteoliticas 

presentes na cápsula e "filtradas" pata o lúmen cístico contribuiríam para a manutenção 

desta diferença de pressão. A ausência de drenagem linfática no interior da cavidade 

favorecería o desenvolvtmento de uma pressão hidrostática no interior da mesma, forçando 

as paredes da lesão cística contra o tecido ósseo circunjacente, induzindo a osteólise. O 
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processo de reabsorção óssea é uma das conseqüências danosas do seu crescimento, 

podendo ser responsável por fraturas patológicas, parestesia e perda de elementos dentários 

(SHEAR, 1983; SHAFER et al., 1985; SMITH et al., 1988; BROWNE, 1992).

No processo de formação e crescimento da lesão cística, a resposta inflamatória 

parece ser fundamental (STASHENKO, 1990). Mediadores químicos e da resposta imune, 

ai liberados, exerceríam não só um efeito blastogènico sobre o tecido epitelial, como 

também atuariam na interface óssea, favorecendo fenômenos reparadores e de reabsorção 

óssea (TORABINEJAD, 1983; STASHENKO, 1990; BROWNE, 1992).

Em linhas gerais, os processos inflamatórios periapicais assumem características 

semelhantes àqueles desenvolvidos em outros locais do organismo. Os fenômenos 

irritativos, que inicialmente têm lugar no tecido periapical, estão associados à liberação de 

substâncias antigênicas teciduais e bacterianas (lipopolissacarídeos, ácido lipoteicóico, 

peptídeoglicanos), originada no eurso da necrose e infeção pulpar (SHAFER et al., 1985; 

TORABINEJAD, 1986; BROWNE, 1992; SELTZER & FARBER, 1994; SUNDQVIST, 

1994; KURIHARA et al-, 1995; MEGHJI et al., 1996).

A interação dos antígenos com os mecanismos de defesa do hospedeiro resultam 

na liberação de mediadores celulares e plasmáticos, que induzem e modulam diferentes 

fenômenos do processo mflamatóno na sua fase aguda, a saber: vasodilatação e aumento

, , / histamina, peptideos fibrinoliticos, cininas, C3a, C5a,da permeabilidade (neuropeptideos,

enzimas lisossomais, prostaglandinas E, leucotríenos, C4, D4, E4, óxido nítrico), 

quimiotaxia para células inflamatórias (fibrinopeptídeos, leucotríenos, C5a), bem como

• d ’ r crônica onde os fenômenos imunológicos participam de forma aqueles relacionados a fase crônica, onuc

... „,.nha reaice a participação de diferentes tipos de citocinas no significativa. Neste sentido, ganha reaicc p

• ~ ^hilar na mediação de fenômenos imunológicos celulares eprocesso de inter-ativaçao ceiuia



humorais. Algumas delas com ação lítica direta ou indireta sobre os tecidos locais 

(TORABINEJAD et o/., 1985; TORABINEJAD & KETTERING, 1985; HÕEN1G et al., 

1991; LERNER, 1994; TORABINEJAD, 1994; RUBIN & FARBER, 1999).

A principal característica da resposta inflamatória na lesão cística é o seu caráter 

crônico. Este padrão de resposta é basicamente determinado pela persistência do agente 

agressor no ambiente periapical, em função de sua continua liberação a partir do conduto 

radicular. Utilizando anticorpos monoclonais, Nilsen el al (1984), identificaram a presença 

de linfócitos T, B, células natural kiiler (NK), plasmócitos e macrófagos. Os autores 

encontraram uma relação de 2:1 entre os linfócitos CD4 auxiliares e CD» citotóxicos. 

Através de técnica imunohistoquímica, Matsuo el al (1992), demonstraram em tecidos de 

granulomas e cistos periapicais humanos, a presença de 50% das células do infiltrado 

mononuclear apresentando imunoglobulinas de menbrana (85% de IgG, 15% de IgA e 2% 

de IgM), 40% de células T (2/3 de CD? ou auxiliar. 1/3 de CD/ ou célula T 

de monócitos ou macrófagos. Outros trabalhos têm citotóxica/supressora) e W/o a

rr D nnmn células predominantes em lesões periapicais humanas identificado linfócitos T e B como cetutas pi

(TORABINEJAD & KETTERING, 1985; GAO el al.. 1988; KABASHIMA el a!., 1998) 

desempenhando importante papel na resposta imune especifica celulare humoral.

~ bnfóeitos T auxiliares e células B tem sido relatado em lesões Maior proporção de iintocnos

fitados em relação às lesões de dentes tratados periapicais de dentes nao

. 1998) A presença destas células falaria a favor daendodonticamente (ALAVI el

«ninaícos associados à progressão da lesão, ocorrência de fenômenos imunologicos asso

wc Silva (1995), encontrou uma predominância deEstudando cistos radtculares, bilva ( >,

, ■ n„m,rório na maioria das lesões císticas, da ordem de 36,9%. plasmócitos no infiltrado inflamatorio na

140/ linfócitos T 13%, macrófagos 10,2% e linfócitos BNeutrófilos corresponderam a 1 »»
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7,2%. Foram também observadas células de Langerhans na proporção de 2%. Os 

resultados indicaram a participação tanto da resposta imune celular quanto da humoral na 

patogênese das lesões cíclicas. Segundo Cury et al (1998), o estágio de desenvolvimento 

cístico - atividade biológica ativa ou em latência - pode ser importante na determinação do 

tipo de resposta que poderia estar ocorrendo, porém não existem parâmetros clínicos que 

possam expressar a atividade biológica das lesões radiculares.

A maioria dos estudos envolvendo a marcação de linfócitos em lesões periapicais 

humanas, têm observado uma grande quantidade de células T no infiltrado inflamatório. 

Estes estudos, têm demonstrado a importância de células T CD? e T CD/ no 

desenvolvimento inicial bem como, na perpetuação das lesões pariaptcais (AKAMINE et 

al., 1994; STASHENKO et a!., 1994). Em relação à linhagem de células T envolvidas nas 

lesões periapicais, Nilsen et «Z (1984), usando microscopia de imunofluerescência indireta, 

'1 loc T nuxiliares (células T CD4+) foram mais abundantes do que 
encontraram que células 1-auxiliares

■ < • r, T CD«+) Walker et al (2000), encontraram maiorcélulas T supressoras/citotoxicas (células )■

„ , T rn + e células T CD8+ em granulomas periapicais quando 
quantidade de células T CD4 e ceiuias

• r ,0,1,’rnHres aue se mostrou estatisticamente significativa, 
comparados com cistos radicu , M

t ’ P r arn P00D demonstraram, por imunohistoquímica, significativa
Entretanto, Rodini & Lara

rn + em cistos radiculares quando comparados com 
predominância de células 1 EiJs

. ■ • Fstes autores sugerem que células T CDS+ gerariam um fenômeno
granulomas periapicais. Estes aui

. 4 aí. da lesão Nesta fase, a cavidade cística é formada por
supressor durante a fase tardia da lesão.

i^ão carece estabilizar com significantes períodos de 
mediadores químicos e a lesão pare

* cistos radiculares quanto em granulomas periapicais, a 
quiescência. Desta forma, tanto

J , T rn * espalhadas pela lesão indicaria a prevenção de uma excessiva 
presença de células T CD» espa 

resposta imune evitando a perda dental.
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A presença de macrófagos nas lesões periapicais é extremamente importante para 

o desenvolvimento e perpetuação das reações inflamatórias. Todavia, sua freqüência em

granulomas periap.cais e em cistos radiculares tem variado. Os macrófagos teriant papéis 

importantes tanto na fagocitose quanto na formação de mediadores essenciais na ativação 

de respostas imunes celular e humoral. Por análise imunohistoquimica, Rodini & Lara 

(2001), identificaram uma grande proporção de macrófagos em cistos (28,6%) e em 

granulomas apicais (36,2%). Entretanto, Kopp & Schwarting (1989), relataram que células 

CD4+, células CD8+ e macrófagos foram encontradas em quantidades significativamente 

maiores em cistos radiculares do que em granulomas. Os autores discutem que os 

macrófagos seriam a primeira Unha de defesa local, sendo responsáveis pela fagocitose e 

produção de prostaglandinas E, óxido nítico, enzimas e cttocinas em resposta à bactérias do 

canal mdicular infectado. Citocinas como IL-1 (Interleucina-1) e TNF-a (Fator de Necrose

estimular reabsorção óssea e inibir a reparação óssea, 
Tumoral-a) são conhecidas por estimuiai íca v

~ 4 ueõn tSTASHENKO 1990; EVANS & RALSTON,contribuindo para a expansão de lesão (SlAbHENKV,

envolvidos em alguns sinais clínicas e sintomas 
1996). Além disso, macrófagos estariam envoiv

■ nnmn inchaco (edema) e sensibilidade à percussão ecaracterísticos de lesões periapicais como incnaço t 

palpação (MATSUO et al., 1992).

Menor proporção de mastócitos têm sido encontrados tanto em cistos como em

granulomas apicais (PULVER et al.,
1978; YANAGISAWA, 1980; STERN et al., 1981; 

KONTIAMEN et al., 1986; SMlfH et al. 1987). Os mastócitos contém numerosos

grânulos citoplasmáticos que são 

mediadores vasoativos (fator de

liberados após sua ativação. Estes grânulos contêm 

ativação de plaquetas, mediadores quimiostáticos e

algumas citocinas pró-inflamatórias
como IL-3, IL-6 e TNF-a e anti-inflamatórias como

1L-4) (WONDER-FILIPOWICZ et al..
1989). Grande número de mastócitos degranulados



na área de expansão cística (borda da lesão cistica com a parede óssea) tem sido observado, 

indicando intensa atividade destas células nesta região (TERONEN cr al., 1996).

Como tbi brevemente revisto, tanto o granuloma como o cisto radicular, são 

caracterizados por uma resposta inflamatória rica em mediadores e células que medeiam 

fenômenos imunológicos. Tem sido sugerido que estes fatores patrocinam o processo de 

reabsorção óssea, durante o crescimento das lesões (STASHENKO, 1990; HÕENIG ei al., 

1991; WANG & STASHENKO, 1993; FORMIGLI et al., 1995, ZECCHI-ORLANDINI et

al., 1996).

CITOCINAS, OXIDO NÍTR1CO £ iMUNO-MODULAÇÂO NA PATOGEN1A DAS DOENÇAS

PERIAPICAIS.

Outros

Estas proteínas solúveis atuam em vários tipos celulares (pleiotropismo), com múltiplos e 

diferentes efeitos, por vezes redundantes. Em geral, são sintetizadas em resposta à

, , n • ^nnfiaênicos atuando localmente, de modo autócrino ou parácrino.
estímulos mflamatonos e antigemcos,

por meio de ligação a receptores
de alta afinidade existentes nas células-alvo. Podem atuar

como fatores de crescimento,
como elo de ligação entre a imunidade específica e a

imunidade natural ou como reguladoras da magnitude da natureza das respostas imunes por

A partir de estudos

camundongo, Mosmann et al

das citocinas produzidas por clones de células T CD4+ em

de células T que foram
produzia IL-2, IFN-y (Interferon-y) e linfotoxina foi

de citocinas. A subpopulação que

como Th2. Posteriormente um
terceiro grupo foi identificado, o Th0, com capacidade de
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produzir citocinas de ambos os tipos e considerado como provável precursor das 

subpopulações Th, e Th2 (FIRESTEIN et al., 1989; MOSMANN & MOORE, 1991; 

VELLA & PEARCE, 1992). Sabe-se também que citocinas de células Th, e Th2 podem 

regular-se mutuamente, sendo exemplo disto o IFN-y, produzido por células Th,, que inibe 

a proliferação de células Th2 e produção de 1L-10, enquanto que citocinas produzidas por

células Th? inibem a síntese
de citocinas por células Th, (GAJEWSKI & FITCH 1988;

FIORENTINO et al, 1991; MOSMANN & MOORE, 1991). No entanto, Letterio &

„ , _ nutro subgrupo de linfócitos T denominado Th3, o qualRoberts (1998), conceituaram um outro suoyup

. • tnmoral 6) e parece estar envolvido em mecanismosproduz TGF-0 (Fator de crescimento tumorai p; e pa

. rrniiY et al (1997), afirmaram existir uma subpopulação de 
imunossupressores, enquanto Grou t

, • tt m p TGF-B mas não IL-4, que foi denominada Trlcélulas CD? capazes de produzir 1L-10 e 1OF p, mas 

(“T regulatory 1”).
+ n, tpm sido relacionada com a resposta imune mediada por células, 

A resposta lh, tem siuv tv

. rn rem um envolvimento direto com a produção de IgE, mediando a 
enquanto a resposta lh2 tem um

■ n rpsnosta pela ativação de mastócitos e eosinófílos como se 
inflamação e caracterizando a re p P

ctn imune aos parasitas e a alguns fungos (MOSMANN et al,, 
observa na asma, na resposta im

t 1009- RARNER et al., 1998).
1986; ROBINSON et al., 1992, BAKín

• nímis componentes da parede celular de bactérias, 
Nas lesões penapicais, v e

r pnrídeos de bactérias gram negativa, 
particularmente lipopolissaca

p, uuctns e outras células do sistema imune, levando a produção 
monócitos/macrófagos, fíbrob

tt irv TT -1B TNF-oc, IL-6 e IL-8 e também citocinas 
de citocinas pró-inflamatórias, como IL-la, il p,

TCF 6 1L-4 e 1L-10 (DANIN et a!., 2000).
anti-inflamatórias como 1 Gr P>

p B com mesmo peso molecular, porém, somente 26% 
A IL-1 possui as formas a e p

, -a homólogos (MARCH et al„ 1985). A 1L-1 é estimuladora 
de sequências de aminoacidos

reagem com
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das células T e B atuando como mediadora de múltiplos efeitos biológicos da resposta 

imune de fase aguda como a febre, o aumento de neutrófilos circulantes, sintese de 

proteínas de fase aguda, catabolismo muscular, proliferação de fibroblastos, estimulação da 

produção de colagenase pelos fibroblastos e células sinoviais e produção de prostaglandina 

por alguns tipos celulares como fibroblastos e osteoclastos.

Os osteoclastos são células envolvidas no processo de reabsorção óssea (LOUT1T, 

1982; BARTON & MAYER, 1989), derivados de precursores hematopoiéticos. 

Submetidos à influência de estímulos apropriados os precursores se diferenciam em células 

multinucleadas que expressam a enzima "fosfatase ácida resistente ao tartarato" (TRAP, 

, 1 t ,) pctndnq têm mostrado a importância dos osteoblastostartrate-resistanl acidphasphatase). Estudos tem mosí

n rtrinoinal fonte de agentes moduladores do na ativação de osteoclastos, sendo a pnnctpal tonte u g

, ncdm- PGs IL-1, TGF-0, e fatores estimulantes comportamento ostoclástico, produztndo asstm. rus, tn

/'«ri 1VAES 1988). Fosfatase alcalina é um marcador de colônias - CSF (GM-GSF, M-CSF) ÍVALo, tvo ,

... M Fstudos têm demonstrado que TRAP e fosfatase alcalina estão 
enzimatico de osteoblastos. Estuao

• • Avnprimentais de ratos, onde os autores por métodos
presentes em lesões penapicais exp

im moddo experimental de reabsorção/remodelação óssea, 
histoquímicos propuseram um

■ aumento de preosteoclastos e a ativação destes em 
onde na fase inicial da lesão haver

t . lq<5tos (fase de reabsorção). Em seguida, havería uma fase 
osteoclastos, mediado por osteob

foc-P He formação óssea, onde os osteoblastos agiríam na 
de reversão seguida por uma fa

remodelação da lesão (ANAN e/ a/.. 199 )

. fator de ativação de osteoclastos (OAF) foi
O principal componente do fator

. idêntico á monocina 1L-1P (STASHENKO, 1990) e à ela está 
caracterizado como sendo identi

• .4 total da atividade de reabsorção óssea. A ação de IL-1 a, 
sendo atribuída 60% ou mais do

orações sinérgias entre elas são responsáveis pelo 
TNF a, linfotoxinas (TNFP) e as mteraçoes
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restante da atividade do OAF (DEWHIRST et al., 1985). TNFa e linfotoxinas são

primariamente mediadores citotóxicos produzidos por macrófagos e linfócitos, 

respectivamente. TNF-a é uma citocina pró-inflamatória, com papel fundamental no 

acúmulo e maturação de macrófagos (SILVA-TEIXEIRA et al., 1998). Macrófagos 

ativados secretam IL-1 e TNF-a que são capazes de estimular fíbroblastos.

Tem sido observado, in vilro e in vivo, que IL-la, IL-ip e TNF-a promovem 

reabsorção óssea (BERTOLINI et al., 1986). Estes mediadores estimulam a síntese de 

prostaglandinas e a produção de proteases por fíbroblastos e osteoblastos. Estas citocinas 

seriam de grande importância na destruição óssea de doenças como periodontites e artrites 

reumatóides (MILLER & GRISHAM, 1995). Estudos têm mostrado que a citocina ILl-a 

seria de grande importância na destruição óssea da doença periodontal por estar em maior 

concentração no fluido gengival de pacientes analisados que apresentavam periodontite

avançada (STASHENKO et al., 1991).

Estudando a presença de citocinas nos processos periapicais, Takeichi et al 

(1996), pesquisaram IL-1, IL-6 e TNF-a no fluido periapical obtido via canal radicular. 

Utilizando a técnica imunoenzimática, os autores observaram altas concentrações de IL-la, 

IL-Ip e IL-6, mas não de TNF-a. Polimorfonucleares (PMNs) do fluido, isolados por 

gradiente de Ficoll-Hypaque, analisados através de reação de polimerase em cadeia (PCR), 

Mostraram positivídade para as expressões de RNAm para IL-la, IL-ip e TNF-a, mas não 

para IL-6.
, r,. Mistos de tecido gengival humano sadio com conteúdo de

Ao estimular fíbroblasto
al (1998), observaram por ensaio imunoenzimático, que esse 

os fíbroblastos à produção de IL-6 e IL-8. Foi também 
conteúdo foi capaz de estimula

. ~ situ”, a expressão de IL-1 a, IL-ip, IL-6, IL-8 e TNF-a
observado, por hibridizaçao ir

cistos radiculares, Honma et
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em macrófagos e em queratinócitos da parede epitelial do cisto radicular. Os autores 

consideraram que 1L-I podería estar relacionada com a indução da proliferação de 

queratinócitos e fibroblastos, ativação de células T e células B e com a sua própria indução.

A presença de 1L-I a, ÍL-Ip e 1L-6 foram observadas, no tecido epitelial de 12 

lesões cfsticas (BANDO et al.. 1993). Neste mesmo estudo, observou-se que células 

endoteliais vasculares próximas ao epitélio cístico também expressaram IL-la e IL-6 (6 e 8 

amostras, respectívamente). No entanto, somente duas espécimens foram positivas para 

WFa e IL-8 em macrófagos, adjacentes à camada de células epiteliais. Esses achados 

confirmam a presença de duas citocinas importantes na modulação da reabsorção óssea: 

IL-1 e IL-6. Os autores sugeriram que a inibição da síntese ou da atividade dessas citocinas

Poderá ter efeito benéfico na terapia destas lesões.

Estudando expressões gênicas de citocinas responsáveis pela reabsorção óssea em 

lesões periapicais em ratos, Wang & Stashenco (1993), observaram que os níveis de 

RNAm de IL-la e TNF-a apresentaram-se bastante aumentados durante os experimentos 

enquanto que o nível de IL-lfí foi o mais baixo detectado. Os genes de IL-la e TNF-a 

também foram alíamente expressos no período relacionado com o crescimento destas 

lesões.
IFN-y produzido por células NK, célulasT CD/ e subclasses Th; de células T 

CD4+ (PAUL, 1998), tem sido observado, in viíro, ser um importante modulador de 

reabsorção óssea osteoclástica (KABASHIMA et al., 1998). Entretanto, os mecanismos 

responsáveis por esta modulação não estão claramente definidos (HOFFMANN et al., 

1987). Acredita-se, que Cathepsina K seja uma das maiores proteases responsáveis pela 

reabsorção óssea, pois encontra-se em abundância em osteoclastos (LI et al., 1995). 

Estudos têm demonstrado que IFN-y inibiría genes de osteoclastos, como da Cathepsina K.
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Com a finalidade de testar esta hipótese, Kamolmatyakul et al (2001), investigaram o

efeito de IFN-y na expressão de Cathepsina K em osteoclastos. Com os resultados, 

concluiram que IFN-y inibiría a reabsorção óssea em parte, por modular a formação 

osteoclástica. Entretanto, o estágio preciso no qual esta citocina agiria não foi identificado.

A remodelação óssea é caracterizada por um contínuo processo de formação óssea 

mediado por osteoblastos e reabsorção óssea mediada por osteoclastos. Em condições 

patológicas de remodelação óssea, incluindo doenças como: osteosporose, osteoartrite, 

doenças periodontais e artrite reumatóide, citocinas inflamatórias e mediadores locais são 

responsáveis pelo aumento da reabsorção osteoclástica. Recentemente tem sido relatado 

que citocinas pró-inflamatórias como TNF-oc, IL-l-ot e IFN-y funcionariam como 

moduladores da remodelação óssea in vitro e in vivo estando diretamente relacionados com 

° processo de reabsorção óssea por regular a atividade de osteoclastos e ostoblastos

(HUGLES, 1995; CHAE et al., 1997).

IFN-y combinado com TNF-oc e IL-1 super induz iNOS celular (CANNON et al., 

1998; TACHIBANA et al., 2000). O óxido nítrico (NO), ou monóxido de nitrogênio 

permaneceu durante muitas décadas conhecido apenas como um gas poluente nocivo, 

sendo alvo de interesse apenas de químicos e ambientalistas (FUKUTO, 1995), até a sua 

descoberta como uma molécula gerada de forma endógena por células de mamíferos 

(PALMER et al., 1988). Desde então, este importante mediador biológico tem recebido 

grande atenção por parte de pesquisadores no sentido do conhecimento de suas implicações 

na físiopatologia de diversas doenças e da sua relevância como mensageiro intra e 

intercelular liberado durante vários eventos, inclusive imunológicos (MONCADA et al., 

1991).
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O NO é um radical livre ubíquo, produzido por uma grande variedade de células 

através das ações sintetizadoras de uma família de enzimas coletivamente denominadas de 

óxido nítrico sintases (NOS) (HIBBS et al., 1987). Essas enzimas deaminam a L-arginina 

para liberar NO, havendo co-produção de L-citrulina (KRONCKE et al., 1998). Tem-se 

descrito três isoformas de NOS que são codificadas por genes separados e que requerem 

induções distintas. Uma é a forma encontrada nas células neuronais (nNOS, NOS-1) a 

segunda nas células endoteliais (eNOS, NOS-3), sendo que estas duas formas produzem 

constitutivamente baixas quantidades de NO que agem em processos fisiológicos incluindo 

a neurotransmissão e a vasodilatação (PALMER et al., 1988; MONCADA et al., 1991), A 

terceira isoforma é a NOS induzível (iNOS, NOS-2), que pode ser encontrada em quase 

todos os tipos celulares após estimulação (FORSTERMANN et al., 1995). Os principais 

estimuladores das NOS que levam a uma produção acentuada de NO são as citocinas pró- 

ínflamatórias como o IFN-y, TNF-a e a IL-10 e/ou produtos microbianos (LPS) (XIE et 

aí-> 1992; TAKEICH1 et al., 1998).

O NO é uma das menores moléculas mensageiras bíossíntetizadas por células de 

Mamíferos biologicamente ativas, com peso molecular de 30 Da (KIECHLE & 

^ALINSKI, 1996). É um gás com número ímpar de elétrons, reage com átomos e outros 

ra<iicais livres, possui propriedades lipofílicas, sendo praticamente apoiar, o que lhe 

confere especial capacidade de difusão pelas membranas (MILLER & GRISHAM, 1995) 

Sendo uma molécula instável (vida média de 3-10 segundos), o NO reage rapidamente com 

0 oxigênio formando NO2 (dióxido de nitrogênio) originando em seguida NO2' (nitrito) e 

NOs' (nitrato). Além disso, combina-se com a hemoglobina, sabidamente um consumidor 

natural de NO, para formar metahemoglobina (KEILIN & HARTRE, 1937). Numerosos 

estudos têm mostrado que o NO é um importante modulador em vários processos



patológicos: infecciosos, autoimunes e carcinogênese, por exemplo (KHAN et al., 1997). A 

antpla expressão de iNOS que ocorre em inflamações e infecções tem sido bem 

caracterizada e aceita como um componente vital da resposta adaptativa do hospedeiro aos 

estímulos nocivos (LIEW & COX, 1991). No entanto, há evidências de que a indução de 

■NOS, em algumas condições fisiopatológicas, seja parte de uma ativação imune 

descontrolada e deletéria, já que a inibição da NOS pode exercer efeitos protetores nessas 

condições. O papel da formação aumentada de NO tem sido investigado e discutido na 

insuficiência circulatória associada ao choque endotóxico e séptico (THIEMERMANN, 

1994), na artrite reumatóide, osteoartrite, doença periodontal (IALENTI el al., 1992) e 

recentemente na hipertensão portal (GADANO el al., 1999). Sabe-se também que o seu

1 zx rtrnresso natológico envolvido e o tecido afetadopapel pode variar de acordo com o processo pawiog

(HIRATA e/aZ.,2001).

. ~ n MO parece exercer um efeito bifásico: emNo processo de reabsorçao ossea, o NO pare

. ■, zvctpnhlástica’ em baixas concentrações, estimula altas concentrações, age sobre a attvtdade osteoblasttca,

TNF ci IL-l-a e IFN-y (RAULSTON et al., 1995; reabsorçao óssea induzida por TNF-a,

.pa /7/ al 1998). Esses resultados indicam que NOKABASHIMA et al., 1998; TAKE1CHI et al., )

,. a. formação e reabsorçao óssea como um mediador central regularia o metabolismo de formaça

. «rx MO iuntamente com o IFN-y e o TNF-a parecem induzido por citocinas. Neste contexto, NO, juntam

p3o do processo inflamatório e da reabsorçao óssea nas atuar de forma importante na mediaçao oo p

txaa t /,/ 1998- TAKEICFII et al., 1998; SUZUKI et al., lesões periapicais (KABASHIMA et al., IW.

2002).

MOS em lesões periapicais humanas, Takeichi et al 
Estudando a produção de i

, tArnica de imunohistoquimica e ímunofluerescência (1999), analisaram lesões císticas pela técnica

.xrne fhi siunificativamente expressa em células 
indireta. Os autores, observaram due



epiteliais, endoteliais e fibroblastos. Este estudo também revelou a presença de células

mononucleares que apresentaram co-imunomarcação para IFN-y e INOS. Leucócitos e 

macrófagos que se encontravam vizinhos aos vasos sangüineos, mostraram-se positivos 

para iNOS, mas aqueles que se encontravam distantes apresentaram pouca ou nenhuma 

reatividade a esta enzima. Por apresentar um período de vida curto, NO não se difunde para

locais distantes, desta forma, acredita-se que seja sintetizado localmente para que possa ser 

envolvido na patologia e bioquímica das lesões periapicais. Sendo assim, acredita-se que 

sua ação nas patologias periapicais esteja associada à sua produção local. Concluem os 

autores, que lesões periapicais associadas à infecção bacteriana, podem ser reguladas e 

delicadamente balanceadas pela atividade biológica do NO.

foram observadas por

Células T CD4 positivas para IFN-y e macrófagos/monócitos positivos para iNOS 

Kabashima et al (1998), no infiltrado inflamatório de lesões 

Periapicais. Segundo os autores, células produtoras de IFN-y e iNOS teriam um papel 

crítico na ativação de macrófagos através da indução de NO modulando o grau de 

inflamação dessas lesões. A produção de iNOS podería ser precisamente controlada de 

forma autócrina e paróquina em células produtoras de IFN-y nos cistos radiculares 

humanos e teriam ainda um papel central na modulação da resposta imunológica das lesões 

Periapicais. Sendo assim, inibidores de NO poderíam ser usados via canal radicular como 

tratamento farmacológico para a eliminação dessas lesões (TAKEICHI et al., 1998).

Outra cítocína importante na inflamação periapical é TGF-p Possui três isoformas 

Peritas em mamíferos: TGF-Pi, TGF-P, e TGF-p3 (MIYASAKA & HIRATA, 1997). São 

Proteínas homodiméricas sintetizadas em forma latente e ativada por clivagem proteolítiea 

(OURSLER 1994) TGF-p é produzida por células T estimuladas por antígenos, 

macrófagos ativados por LPS e alguns outros tipos celulares como eosinófilos e 
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fibroblastos. As células T que produzem TGF-0 produzem também IL-10 e IL-4 que como

O TGF-p, possuem atividade imunossupressora. Essa população de células T regulatórias 

que produzem estas citocinas são denominadas Th3 e pouco se sabe sobre elas (ABBAS et

al., 2000). Por ser um polipeptídeo multifuncional, TGF-p pode ser liberado pela matriz 

óssea no processo de remodelação. A maioria dos estudos demonstram que esta citocina 

inibe a formação e diferenciação osteoclástica por diminuir a produção de superóxidos e 

inibir o acúmulo de TRAP nestas células. TGF-p tem efeitos poderosos em osteoblastos

Por induzir sua diferenciação e aumentar a formação óssea mineralizada levando à 

estimulação osteoblástica e formação de novo osso (BERTOLINI et al., 1986). TGF-p 

aumenta a replicação celular e produção de matriz óssea in vitro, e estimula a formação 

óssea in vivo. Estudos recentes, têm demonstrado o efeito bifásico de TGF-p no 

desenvolvimento de osteoclastos: baixas concentrações desta citocina estimulam; e em 

altas concentrações, proporcionaria a inibição (CENTRELLA et al., 1991). Podemos 

observar que esta citocina é mediadora de diversos efeitos inflamatórios nas respostas 

hospedeiras como- estimulação de proliferação fíbroblástica, síntese de fibras de tecido 

conjuntivo, e angiogenese local (DERYNCK, 1994). Tendo ainda papel crucial na 

regulação do tonus vascular, inibindo vasodilatadores potentes e estimulando a produção 

de vasoconstrictores, sendo um dos maiores mediadores na cicatrização de feridas nos 

tecidos bucais (MIYAZONE á HELDIN, 1992; YANG et al., 1996) Camundongos 

deficientes de genes que codificam TGF-P demonstraram deficiência em promover 

remodelação de feridas orais (LETTERIO & ROBERTS, 1998) e desenvolvimento dental 

(WlSEeZo/., 1998).
•r algumas doenças osteolíticas infíamatórias como

TGF-0, tem sido identificada em b

doença periodontal (WAHL el al., 1990, SKALERIC el 
osteoartrite, artrite reumatoide e v
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al., 1997). Entretanto, pouco se sabe do papel de TGF-p, na patogênese destas lesões (LIN 

« «/., 2000). Discutindo o papel das citocinas na patogênese de lesões periapicais, 

Stashenko et al (1991), salientaram que TGF-P poderia ter importante papel no 

recrutamento e estimulação de osteoblastos para o processo de formação óssea reparativa 

em lesões periapicais.

Por meio de técnica de hibridização in situ e imunohistoquímica, Tyler et al 

(.1999), observaram TGF- p em todos os casos estudados de lesões periapicais humanas (9 

granulomas e 9 cistos). Tanto em cistos quanto em granulomas foram observados 

infiltrados de eosinófilos, conjugados com outros tipos celulares como fíbroblastos, 

ünfócitos e monócitos. Através deste estudo, concluiu-se que esta citocina pode estar 

associada com a regulação da inflamação e deposição/remodelação de matriz extracelular 

favorecendo uma redução na reabsorção óssea no periápice.

A presença de TNF-a e TGF-p em patologias periapicais humanas por meio de 

técnica imunoenzimática foi avaliada por Danin et al (2000). Observaram uma grande 

Porcentagem de lesões com altas concentrações de TGF-p (21 de 25 lesões). No entanto, a 

presença de TNF-a foi detectado em somente duas amostras. Os autores observaram TNF- 

« em baixas concentrações, e discutem a possibilidade desta citocina estar presente em 

outras amostras, as quais o ELISA não pode detectar, devido à sensibilidade do teste. 

Chamam também atenção para o fato de que altas concentrações de TGF-p foram 

detectadas em lesões com diâmetros maiores, explicado possivelmente pela presença de 

raaior número de células produtoras de TGF-p.

—imental de lesões periapicais induzidas em ratos foi 

al (2000). Nestas lesões, observaram

inicial (aguda) e tardia (crônica) das lesões

O desenvolvimento expen
macrófagos e células

analisada por Lín et 

expressando TGF-p b na fase



óssea quanto na

Interessantemente, observaram que na fase aguda, caracterizada pela reabsorção óssea, 

macrófagos apresentavam-se positivos para TGF-|3i, enquanto que, osteoblastos não 

apresentavam reatívidade para esta citocina. Entretanto, na fase tardia somente 

osteoblastos apresentaram-se positivos para TGF-P j. Os autores concluíram que os 

macrófagos estariam envolvidos no processo inicial e de desenvolvimento das lesões, e que 

TGF-p u produzido por macrófagos e osteoblastos, teriam papel duplo tanto na reabsorção 

formação óssea reparativa em lesões periapicais experimentais.

IL-4 é uma citocina produzida principalmente por células Th2, mastócitos e 

óasofilos. Possuem várias ações biológicas como a estimulação de células B promovendo 

um “switching” de classe para IgE, estimular o desenvolvimento de células T CD4+ a se 

diferenciarem em células Th? e inibição de ativação de macrófagos (ABBAS et al., 2000). 

Tem sido estudado que IL-4 e IFN-y exerceríam efeitos inibitórios na reabsorção óssea por 

gerar efeitos negativos em osteoclastos (GOWEN & MUNDY, 1986; WATANABLE et 

< 1990). IL-4 estimula a expressão de fosfatase alcalina e colágeno tipo I, além de 

estimular a síntese de osteocalcina, proteína da matriz óssea, em osteoblastos, levando à 

mineralização (UENO et al., 1992; RIANCHO et al., 1993).

IL-4 tem sido encontrada em lesões periapicais e seus efeitos antiinflamatórios são 

descritos como essenciais na modulação do processo de remodelação óssea no periápíce

(TORABINEJAD, 1994).
~ diversas citocinas em cistos radiculares e granulomas 

Estudando a expressão de diversas

, ronnm observaram que a citocina IL-4 aparecia em maiores 
periapicais, Walker et al (2000),

annulomas devido a maior quantidade de células T 
quantidades em cistos do que em g

í ^rihnin o oaoel de citocinas como IL-4 e IL-10 como
presentes naquelas lesões. O autor atribuiu o pap

■ ^rnmomoduladoras da atividade da doença, 
mibidoras da inflamação, agindo c



Assim observamos que, a modulação da resposta inflamatória periapical e a 

remodelação óssea decorrente são processos complexos regulados por hormônios 

sistêmicos e fatores locais. A síntese, ativação e os efeitos dos fatores locais têm uma ação 

direta no metabolismo celular e modificam a replicação e funções de diferenciação de 

osteoclastos e osteoblastos (FAVUS, 1996).
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5. OBJETIVOS:

• Identificar e quantificar, comparativamente, a presença das citocinas IFN-y, TNF- 

a, IL-4 e TGF-p no líquido e tecido de cistos radiculares e em granulomas apicais 

humanos comparados com tecidos controles.

• Identificar e quantificar metabólitos de NO em líquido e tecidos de cistos radiculares e 

tecidos de granulomas apicais humanos comparados com tecidos controles.

• Identificar associações entre sintomas e sinais clínicos e radiográficos associados às 

lesões e a presença de 1FN-Y, TNF-a, IL-4, TGF-P e NO.



4. MA TERIAIS E MÉTODOS

A determinação e quantificação da presença de citocinas no tecido (granulomas e 

cistos radículares) e líquido (cistos radículares) das lesões periapicais foram realizadas 

através da técnica imunoenzimática (ELISA- Enzime-linked immunosorbent assay). Para 

tanto, estarão descritos nas linhas seguintes, o número e tipo de amostras utilizadas, 

critérios de coleta e seleção das mesmas, os reagentes necessários para a realização da 

tccnica, bem como, sua sequência.

Todos procedimentos desde a coleta das amostras ate a obtenção dos resultados do 

ensaio imunoenzimático, foram realizados de acordo com as medidas de biossegurança em 

iaboratórios (CHAVES-BORGES & MINEO, 1997).

O projeto de pesquisa foi desenvolvido sob prévia análise e aprovação pelo 

Comitê Institucional de Ética em Pesquisa [CIEP 053/2001 (Anexo I)J.



4.1- Casuística

Foram utilizadas 17 amostras de cistos radiculares e 30 amostras de granulomas

Periapicais, extraídas cirurgicamente, das quais foram aproveitados fragmentos teciduais 

frescos e o conteúdo líquido dos cistos radiculares.

Os pacientes foram selecionados de acordo com os seguintes critérios; 1) ter uma 

ou mais lesões ósseas periapicais, diagnosticadas a partir de exame clínico em que se 

constatava necrose da polpa dental ou tratamento endodôntico e imagem radiolúcida 

Periapical, sugerindo lesão periapical inflamatória (lesão periapical verdadeira); 2) 

aPresentar-se em boas condições de saúde, sem estar fazendo uso de antibioticoterapia e 

autiinflamatórios por, no mínimo, 6 meses; 3) consentir em participar da pesquisa através 

da assinatura do “Termo de Consentimento” (Anexo II).

Os pacientes foram atendidos e submetidos a cirurgias parendodonticas ou 

'stectomias no Hospital Odontológico da Universidade Federal de Uberlândia (FOUFU), 

Uberlândia, MG, na Policlínica Odontológica da Universidade de Uberaba (UNIUBE), 

Uberaba, MG, e clínicas particulares de Itumbiara (GO), Uberaba (MG) e Uberlândia

(MG).

a , ~ .iróraiea as amostras foram selecionadas segundo o diagnósticoApos a remoção cirúrgica, as a

específico de cisto radicular e granuloma periapical, por meio de exame anátomo- 

Patológico, realizado no Laboratório de Patologia da Universidade Federal de Uberlândia, 

segundo os critérios estabelecidos pela OMS (KRAMER et al., 1991).

O grupo controle negativo foi constituído por 10 pacientes com indicação 

C]'rúrgica apropriada para extração de terceiros molares hígidos inclusos, dos quais foram 



obtidos tecidos pulpares em que a inflamação seria um evento improvável 

(BARKHOLDAR el al., 1999; GERVÁSIO et al., 2002).

4.2- Informações clínicas

Foram coletadas informações clínicas referentes à idade e sexo dos pacientes, 

tratamento endodôntico prévio, localização das lesões, sintomatologia (dor espontânea ou à 

palpação), presença de aumento de volume e eritema. Tomadas radiográfícas periapicais 

foram realizadas para avaliar a dimensão das lesões (maior diâmetro) e seus limites 

(defínidos-imagem radiolúcida com borda delimitada, ou difusos- imagem radiolucida sem 

borda delimitada), além de presença de tratamento endodôntico prévio. (Anexo III)

4.3- Coleta das Amostras

A coleta das amostras foi realizada no período de Junho de 2001 à Junho de 2002. 

Foram coletados fragmentos teciduais “frescos de granulomas e cistos radiculares. Das 

tesões císticas, foram extraídos amostras de líquido cístico por meio de punção aspirativa. 

Os procedimentos de coleta das amostras podem ser sumarizados como segue, 

h Punção aspirativa, utilizando-se uma seringa descartável de 5ml com agulha 

hipodérmica 25x6 ou 25x7 (Beclon Dickinson, USA), retirando-se, em uma só punção, o 

maior volume de líquido cístico possível. As amostras nas quais houve presença de sangue 

°u secreção purulenta (ou outro constituinte contaminante), foram submetidas à 

centrifugação refrigerada, a 2000g por 10 minutos, imediatamente apos a coleta, para 

°btenção de sobrenadante límpido.



Transferência imediata do líquido aspirado ou sobrenadante para um tubo de 

congelamento (freezing vial, Nunc, USA) e armazenamento a -70°C , até o momento da

realização dos ensaios imunoenzimáticos.

3. Remoção de um ou mais fragmentos de tecido cistico e de granulomas, que foram 

devidamente picolados e acond.cionados em tubos do tipo eppendorf{Biolog, Brasil) e 

armazenados a -70°C , até o momento da realização dos testes.

4. Fixação do restante da lesão em formol tamponado a 10% por 24 horas. Estes 

fragmentos foram posterionnente incluídos em parafina para obtenção de seoções 

hístológicas de aproximadamente 5gm de espessura e, então, coradas peta técnica de 

hematoxilina e eos.na (H/E) para confirmação htstológica dos diagnósticos clinico- 

radiográficos das lesões.

Para obtenção das polpas dos dentes inclusos extraídos cirurgicamente, os dentes

n límiiHn e imediatamente fragmentados por traçãoforam congelados a -196°C em nitrogênio liquido e imeot

.. c «Hlmres foram colhidos com cureta odontológica, e mecânica interradicular. Os tecidos pulpares roram

, As alíquotas foram congeladas a -70°C e foram em seguida aliquotados em

• Tndns as amostras (tecido e líquido cistico, processadas no momento do ensaio. Todas as

1 > foram devidamente etiquetadas e identificadas para melhorgranulomas e tecidos controles) fora

controle dos dados obtidos.

4.4- Processamento das amostras teciduais

A identificação e quantificação das citocinas e NO foram realizadas a partir de sua

extração tecidual com a obtenção de um homogeneizado líquido apropriado para a

utilização da técnica imunoenzimática. A metodologia empregada seguiu parâmetros



Previamente descritos (HÔENIG et al., 1991; STASHENKO et al., 1991; MEGHJI, el al., 

1996; ENRIQUEZ & RIGGS, 1998; GEMMELL & SEYMOUR, 1998; GERVÁSIO et al., 

2002), atentando para a padronização das condições ideais de trabalho. Após o 

descongelamento das amostras, os tecidos já previamente picotados com auxílio de um 

bisturi foram aliquotados em tubos tipo eppendorf de 1,8 ml, em quatidades previamente 

Pesadas em uma balança eletrônica de alta precisão (BFB Models ~ Eoeco, USA).

Para cada amostra aliquotada foram realizados os seguintes procedimentos:

* Um tampão de extração que contendo 50 ml de PBS, 5mg de detergente Zwittergent 

(Calbiochem, USA) e 10 mg de coquetel de inibidores de proteases (Complete, Boehringer 

Mamnhein, Germany) foi adicionado às amostras de tecido previamente picotadas e 

Pesadas.

* O tecido juntamente com o tampão foram colocados em tubos tipo eppendorf de 

1>8 ml cada e macerados mecanicamente com auxílio de pestilos plásticos (Sigma Mota 

Cordless, Sta Louwis, USA) por 3 minutos em banho de gelo;

As amostras foram incubadas por 60 minutos em banho de gelo sob agitação constante 

{Panem - SP Brasil);

• Centrifugação das amostras a 2000g por 10 minutos a 4°C;

♦ Coleta do sobemadante e armazenamento em tubos tipo eppendorf em freezer de 

temperatura -7I)'C até o momento da realização dos ensaios imunoenzimáticos. Ao 

adicionar-se o tampão de extração às amostras, observou-se sempre a proporção de 1:10, 

ou seja, | ml da solução de extração para 0,1 g de tecido analisado.

Além das amostras de tecido de cistos e de granulomas, foram testadas, 

Paralelamente, outras amostras de granulomas, denominadas de granulomas controles, 

Processados da mesma forma anteriormente descrita. Foram acrescentadas concentrações 



conhecidas de rhTNF-a, rhlFN-y, rhTGF-p e rhIL-4 considerando estes como controles 

positivos para verificar se a metodologia de extração das citocinas não induziría perda 

protéica.

O processamento dos tecidos pulpares utilizados como controle negativo foi 

sonilar ao das amostras anteriormente descritas.

4.5- Processamento de líquido cístico

As amostras de líquido cístico, não diluídas, foram analisadas sem nenhum 

Processamento prévio, salvo a centrifugação, quando necessana, devido a presença de 

exudato (purulento ou sangue).

4-6- Ensaio imnnnenzinrático (ELISA) padrão para detecção das citocinas IFN-y, 

TNF-o, IL-4 e TGF-p

, • 1 o límiírln cístieos bem como de granulomas e tecidosAs amostras de tecido e liquido cisncos

controles foram analisadas para detecção das citocinas IFN-r, TNF-o, TGF-P e 1L-4 por

meio de ensaio imunoenzímátíco (ELISA) tipo sandwid

As citocinas presentes nos sobrenadantes e líquido cístico foram dosadas 

«dizando.se placas com 96 poços de fundo chato (NUNC - Ma^orp, Rochester, NY, 

USA). As placas foram sensibilizadas com 50ul de anticorpo primário monoclona! [IFN-y-

Mabtech, Suécia (Ipg/ml), TNF-a - PharMingem, San Diego, CA, USA (Wml), !L-4 -

Mabtech, Suécia (Wml), TGF-Pi - R&D Systems, Mmneapoíis, MM, USA (0,2Hg/ml)] 

tampão de sensíbiltzação (pH-9,4), “overnight" à 4» C. Posteríormente foram lavadas 
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com PBS/Tween a 0,05% em lavadora automática, bloqueadas com 200pl de PBS/BSA 

2% (4 horas/temperatura ambiente) e lavadas novamente com PBS/Tween 0,05%. As 

amostras dos sobrenadantes teciduais e líquido cístico, diluídas 1:1 em PBS/BSA 1%, 

foram adicionadas às placas e, paralelamente, realizada a curva padrão com diluição dupla 

seriada da respectiva citocina recombinante. [IFN-y (lOOOpg/ml), TNF-a (1000 pg/ml), 1L- 

4 (1000 pg/ml), TGF-pi (2000pg/ml - 31,5 pg/ml)]. As amostras juntamente com a curva 

padrão foram incubadas “overnight” a 4 C. Os poços foram então lavadas com PBS/Tween 

20 à 0,05 % e distribuiu-se posteriormente 100p.l/poço de anticorpo secundário monoclonal 

[IFN-y - Mabtech, Suécia (0,5mg/ml), TNF-a - PharMingem, San Diego, CA, USA 

(lmg/ml), IL-4 - Mabtech, Suécia (lmg/ml), TGF-pi biotinilado, Mabtech, Suécia 

(0,2pg/ml)] permanecendo por duas horas à temperatura ambiente e lavando-se 

subseqüentemente, com solução de PBS/Tween á 0,05%. Após esta etapa, pipetou-se 100 

pl/poço de fosfatase alcalina conjugada àestreptavidina (0,5pl/ml em solução de PBS/BSA 

1%), permanecendo por duas horas à temperatura ambiente. Posteriormente as placas 

foram lavadas com solução de PBS/Tween à 0,05%, adicionando-se, em seguida, 

lOOpl/poço do substrato indutor de atividade enzimática (pNpp - p-nitrophenyl fosfato - 

Sigma Chemical Co, San Diego, CA, USA). A absorbância foi medida a 405 nm (Riorad 

2550 Reader EIA., USA). A sensibilidade dos testes foram de 5 pg/ml para IFN-y e 10 

pg/ml para TNF-a, IL-4 e TGF-Pi.

As amostras foram dosadas em duplicata. Para a detecção de TGF-Pi ativo e 

latente foi necessário que acidificássemos e posteriormente neutralizássemos o 

sobrenadante das amostras, de acordo com as instruções do fabricante (/? & D Sylems, 

Minneapolis, MN, USA) . Dessa forma, seguimos o seguinte protocolo de acidificação e 

neutralização dos sobrenadantes:
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• Adição de 1,5 gl/poço de HC13 M em 100 pl de sobrenadante;

• Deixar 15 minutos à temperatura ambiente;

• Adição de 6 pl/poço de tampão de neutralização composto por 15 pl de NaOH - 6 N e 

1M de HEPES (V/V).

Após estes procedimentos, seguimos, normalmente, o protocolo de detecção de 

TGF-f3j como anteriormente descrito.

4.7- Dosagem de nitrito/nitrato pela reaçao de GRIESS

A concentração de nitrito/nitrato foi determinada pela reação de Griess, (GREEN 

et al., 1982), após redução enzimática de nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase em 

solução de redução. Para tal reação foram utilizadas placas de 96 poços de fundo chato 

(Nune-Ma^orp, Rochester, NY, USA) onde foram depositados 50pl de cada amostra em 

, , - 1 „;wn ms amostras de sobrenadantes e líquido cístico foram feitasduplicata. A redução do nitrato nas amosudb u

.kcpnüpnfe detecção do nitrito com 50pl de reagente de Griess a 37°C, “overnight”, com a subsequente oeiecçav

z . ■ , vnlumes iguais de sulfanilamida a 1 % em H3PO4 a 2,5% e 0,1 %(preparado pela mistura de volumes iguais u

um íncubado-se à temperatura ambiente por dez minutos. A de naftiletilenodiamida em H2O),

absorbância foi medida a 540nm usando um leitor automático de microp.acas 2550

reader USA). As concentrações de nitrito foram calculadas por extrapolação para uma 

curva padrão de NaNOt e os dados expressos em pmo.es de nitrito e nitrato.

, 1 n deteccão de nitrito nas amostras de tecido cistico, foi Para que fosse possível a detecção

zx nr Al a 10% com posterior centrifugação a 2000g por acrescentada ácido tricloro-ace ic

. ^rprinitado protéico e realização da reação de Griess como5 minutos para remoção do p P

'•'"'"-nsihADE FFDERAL BE UBERLANOIA
BuiLlBTECA
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mencionada anteriormente. Esse procedimento foi realizado da mesma forma para as 

amostras controle.

4.8- Expressão dos resultados

Os níveis de reatividade das citocinas foram expressos como uma relação entre a 

concentração protéica e o peso do fragmento estudado. Cada 0,1 grama de tecido foi 

convertido em lml de sobrenadante; os valores de absorbância assim obtidos foram 

convertidos em pg/ml, representando uma concentração relacionada a cada 0,1 g de tecido. 

Nos presentes resultados, convertemos a unidade de medida pg/ml (picograma por 

mililitro) das citocinas analisadas em pg/g (picograma por grama) onde analisamos as 

concentrações destes mediadores presentes nos tecidos das lesões císticas e granulomas. Os 

resultados referentes ao líquido cístico permaneceram em pg/ml.

4.9- Análise estatística

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados pelo aplicativo Statview. Após 

análise de normalidade, foram utilizados testes não paramétricos (Mann-Whitney e 

Kruskal-Wallis) e análises de correlação (Spearman, para variáveis contínuas e Qui 

quadrado (x2), para variáveis nominais). O nível de significância estabelecido foi para 

p < 0,05.
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5. RESULTADOS:
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As principais características clínico-radiográfícas dos casos analisados neste 

estudo estão distribuídos na Tabela 1.

Tabela 1

granulomas periapicais

Distribuição dos aspectos clínico-radiográfícos de 17 cistos radiculares e 30 

incluídos neste estudo.

Granuloma Cisto radicular Total
apical

Sexo
Masculino
Feminino

Idade média
Localização

Mandíbula
Maxila

Edema
Eritema
Tratamento endodôntico
Dor à palpação e/ou espontânea* 
Dimensão da 
(variação/média)
Limites radiográfícos

Difusos
Definidos___

15
15

38,8 anos

9
8

35,5 anos

24
23

36,9 anos

11 2 13
19 15 34
0 13 13
1 1 2
0 14 14
1 13 14

0,2-1,0 cm/ 0,5 1,5-8,0 cm/3,5
cm cm

5 4 9
25 13 38

.In™ detectamos sete amostras teciduais positivas para TNF-a 
Nos cistos radiculares, aeieuuu

x ia r\ 7 73%) de líquido cístico positivas para esta citocina, 
(7/17, 41,2%) e quatro amostras (4/1 )

cnmrnte três amostras positivas (3/30, 10%). IFN-y foi 
nos granulomas, encontramos so

/n/17 70%) de tecidos císticos, no líquido cístico foram 
detectado em doze amostras (1 »

zo/i7 47%) nositivas e nos granulomas somente três também 
amostras (8/1 /, f

. irt%l Ao analisarmos a positividade de oxido nítrico em
foram positivas (3/30, iv/oj.

betamos poucas amostras positivas para este mediador 
granulomas e cistos radiculares,

xntrqmos cinco amostras (5/17, 29%) teciduais císticas 
inflamatório. Entretanto, encontramos

observadas oito
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positivas para NO, e no liquido, constatamos somente duas amostras (2/17, 12%) positivas; 

em granulomas apicais foi detectado em seis amostras (6/30, 20%) analisadas, 

Interessantemente, a citocina IL-4 foi detectada em quatro amostras (4/17, 24%) teciduais 

de cistos radículares e três (3/17, 18%) de liquido cistico. Entretanto, não foi detectada em 

nenhuma amostra de granulomas apicais. Em relação à detecção da citocina TGF-0, todas 

amostras teciduais de cistos e granulomas e de líquido cistico mostraram-se positivas para 

esta citocina (Figura 1).

Tecido cistico
H Líquido cistico 
□ Tecido granuloma

Figura 1. Porcentagem de casos reativos para NO e 
citocinas em tecido e líquido de cistos radículares e 
granulomas periapicais humanos.
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Nos tecidos císticos, 6 casos foram reativas concomitantemente para TNF-a e 

IFN-y. Deste grupo, ou seja, dos 6 casos coincidentes para TNF-a e IFN-y, apenas dois 

foram reativos para NO. Das 17 lesões císticas analisadas para IL-4, nenhuma foi positiva 

para TNF-a e IFN-y (Tabela 2). Em relação aos granulomas apicais, as três amostras 

positivas para IFN-y foram positivas para TNF-a e NO. Observamos que um menor 

número de amostras de granulomas obtiveram reatividade para IFN-y e TNF-a (3/30), 

quando comparadas com as lesões cisticas (6/17).

Tabela 2 Distribuição das amostras de tecido e líquido 
císdco, reativas e não reativas para as citocinas TNF-a, 
IFN-y , TGF-p, lb-4 e óxido nitrico.

Amostras

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

TNF-a
Tec.

O 
O
•
•
O
o
•

•
o 
o 
o 
o
• 
o
o

líq.

O 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o
•
• 
o 
o 
o
• 
o 
o
•

IFN-^
Líq.

•
O
O
•
O

Tec.

O
o

o 
o 
o
• 
o
• 
o 
o
•

TGF-p
Tec. líq-

NO
Líq.

O
O
•
O 
o 
o 
o 
o 
o
•
o
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A citocina IFN-y foi encontrada em níveis aumentados nos cistos radiculares

quando comparados com granulomas apicais (p<0,05). Os valores das concentrações 

encontradas em granulomas apicais variaram dc 0 à 15 pg/g, enquanto que para os cistos, 

estas concentrações permaneceram entre 0 e 50 pg/g (mediana igual à 10 pg/g). Entretanto, 

para a citocina TNF-a não obtivemos diferenças estatisticamente significantes quando 

comparamos os níveis teciduais entre cistos e granulomas periapicais. Para TNF-a as

concentrações em granulomas variaram de 0 à 25 pg/g e em cistos de 0 à 25 pg/g (Figura

2).

40

301 H cistos
H granulomas
H controle

íd de tecido cistico e granulomas apicais foram hgura 2. Protewas ^^nllf,cação de TNF-« e IFN-y no tecido de 

analisados por E1B p< com tecidos císticos. A linha horizontal
granulomas apica.s comp de pcrccnll| de 25% a 75% e a hnha
representa a mediana, faam agupa(Jos de acordo cüm „p0 de
vertical de 10/» a (vermelho) e cisto radicular (azul). Diferença
lesão em granuloma ‘^5 (KruskaKWaHis).
estatisticamente signiíicantc P ,
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Observamos diferenças

comparamos os níveis de II'N-y e|Tl

significantes (P«W quando 

ácidos cisticos com os níveis desta citocina no líquido
estatisticamente

cístico (valores variando de 0 à 80
pg/ml) (Figura 3).

k

tí Z

LL- 
z 
I*

fniF- (X e IFN- Y no

•M”— a nie^di;nha vertical 5 (Mann-
norizontai represen Q a ll9firante * F‘
percentil de 25%.a nte signl
Diferença estatistic
Whitney)

-1
e 

horizontal

Figura 
tecido

,,c níveis
Comparação entre 
Hquido de ‘‘^diana- a ■

s]ênificante
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Quando comparamos os níveis teciduais de oxido nítrico em cistos (variação de 0 

à 40 Pg/g) e em granulomas (0 à 40 pg/g), percebemos diferenças estatisticamente 

s,8niíicantes (p>0,05). No liquido cístico foram determinados somente duas amostras

p°sitivas para NO, com valores de 26 e 35 pg/ml.

n , u , • n 4 nos cistos radiculares variaram de 0 à 25 pg/g.
Os valores detectaveis para IL-4 nos

4 zKo.iUiw desta forma obtivemos umaSa citocina foi positiva somente em cistos radicu

dífnr . - , 051 ouando comparados com granulomas
rença estatisticamente signifícante (p- >

aPic*is (Figura 4).

. , c dns concentrações da citocina TGF-p, entre
Ao comparamos os níveis teciduai

tíiF-B apresentou-se em maiores ^“lomas e cistos apicais, observamos que TCP P “P

1 nara esta citocina variaram de 2000 
c°ncentrações em granulomas (p<0,05). Os va o

,■ o de 5500 pg/g. Para os cistos 
Pê/g à 7500 pg/g em granulomas apicais com me í

le 1750 pg/g à 2500 pg/g de tecido, com 
'culares, estas concentrações variaram

l71ed'ana igual à 1750 pg/g (Figura 5).
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, . de tecido cístico e 
Figura 4. Proteínas extrai-pisados por EIE para a 
granulomas apicais foram granulomas apicais
quantificação de «L'4 A linha hor.zonta
comparados com tecld<?S ,.L a distribuição de pcrccn i 
representa a mediana, a a rtica| de 10% a <>• 
de 25% a 75% e a ""^.^órdo com o tipo de lesão 
pacientes foram n^^^elho) e cisto radicu ar 
em granuloma apical ( significante
Diferença estatisticamente
(Kruskal-Wallis).
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* *
SK cistos

O granulomas
O controle

TGF-p

Figura 5. Proteínas extraídas de tecido 
cístico e granulomas apicais foram 
analisados por EIE para a quantificação de 
I GF-/3 no tecido de granulomas apicais 

comparados com tecidos cístícos. A linha 
horizontal representa a mediana, a barra a 
distribuição de percentil de 25% a 75% e a 
linha vertical de 10% a 90%.Os pacientes 
Foram agupados de acordo com o tipo de 
lesão em granuloma apical (vermelho) e 
cisto radicular (azul). Diferença 
estatisticamente significante * p<0,05
(Kruskal-Wallis).
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maior concentração desta
. „hservamos uma maior

TOF'P’ arados com <•*> cistico A

CO1I1P ais à 4000 pg/ml e

500 pg/ml (^ura6)-

Em relação ao 

citocina nos tecidos císticos quand 

desta citocina no 

mediana ig«al à
concentração máxima 

mínima de 250 pg/ml com

450(T

4000"

350QT

( 

j

i

1500T

1000-

3000T

W) 2500-

2000-

5001

0

■s de TGF-P f^resenía 

raçâo ent^ os nive.^ horizontal P g g )inha 
Gráfico 6. Comp‘rJs humanos, _ntü de 25 /o . ificante * P< 
de Cistos rad,cul tribuição de P isticamente ■ g 
mediana, a barra a dtstr pjferença estai
vertical de 10% a 9 0
0,05 (Mann-Whitney)



radiográfícos

de tratamento

dos pacientes, dor à palpação 
clínicos e raoiuyi““''

Foram avaliados os sinais tratamento endodôntico, limites e

e/ou espontânea, aumento de v ’ , -s de reatividade mais
- -Lesões que apresentaram

dimensão das imagens radiográhcas. a de sintomatologia
. significativamente a presenç

elevados de IFN-y e IL-4 associara
tânea (p<0,05) (Figura 7)

dolorosa à palpação e/ou espon
t va signifcativamente

Presença de aumento de volume es <

TNF-a e IFN-y (p<0,05) (FiSura

Foi também observado que a 

associada à presença de IL-4,

Com dor
Sem dor

160

, ,ins de acordo 
entes foram a?Up PaCientes Mue 

Figura 7. Os P^jntomatolo/a- espOntânea 
com o tipo do palpaça0 ntavam 
apresentavam ° ue não ap diana, a bar^ao/
(vermelho) e a^e Apresenta a a 75%

?? 'X A- 

estatisticamente
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JMi 
eüo 
a.

Q Com edema

H Sem edema

TNF-a IFN^y NO 1L-4

F igura 8. Os pacientes foram agrupados de acordo com o 
tipo de sintomatologia, pacientes que apresentavam 
inchaço (vermelho) e aqueles que não apresentavam 
(azul); A linha horizontal representa a mediana, a barra a 
signifícante distribuição de percentil de 25% a 75% e a 
linha vertical de 10% a 90%. Diferença estatisticamente * 
p<0,05 (Mann Whitney).

Analisando os achados radiográficos de cada paciente, observamos associações

. ._ nttra 1FN-V e IL-4 em pacientes que apresentavam tratamentoestatisticamente sigmficantes para ir in r 

endodôntico prévio (Figura 9). Por outro lado, apenas a presença de óxido nítrico pôde ser 

estatisticamente associada à linha de reabsorção óssea difusa ao redor das lesões apicais

figura 10).
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H Com tratamento endodôntico

TNF-a IFN7 NO IL-4

Figura 9. Os pacientes foram agrupados de acordo com 
os achados radiográficosj pacientes que apiesentavam 
tratamento endodôntico (vermelho) e aqueles que não 
apresentavam (azul). A linha horizontal representa a 
mediana, a barra a distribuição de percentil de 25/ó a 
75% e a linha vertical de 10% a 90%. Diferença 
estatisticamente significante * p<0,05 (Mann
Whitney).
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■ Definida

Q Difusa

Fiaura 10 Os pacientes foram agrupados de acordo
8 /achados radiográficos; pacientes que 

com os achados | difusa (vermelho)
apresentavam ’inl?a áfíca definida (azul). A

e aqueles com' a barra a
linha honzonta P & ?5% e a bnha
veXal dae°i0%^90%. Diferença estatisticamente 

significante*P<0,05(Mann Whitney).

i
c 
I'
V✓

íl r 
t

. TrFBtambém foi analisada q^nto às sinto.natolog.as (dor epontãnea
A citocina lür-p whidu

a volume) e radiografias (tratamento endodòntico e imagem 
e/ou à palpação e aumento de v

' de detecção foram em escalas mais elevadas 
radiográfíca), no entanto, como seus n

• cens resultados não foram colocados nos gráficos
que as demais moléculas analisadas, .

de realisarmos a análise estatística para TGF-0, não 
anteriores. Sendo assim, apesar
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observamos resultados estatisticamente significantes para a mesma em relação aos itens 

analisados, dessa forma, seus gráficos não foram apresentados.

A correlação entre dor espontânea e/ou à palpação e aspectos histológicos da lesão 

(granulomas e cistos radiulares) foi realizado pelo teste de qui quadrado (?), bem como, a 

correlação entre edema e aspectos histológicos da lesão e tratamento endodôntico e 

aspectos histológicos da lesão. Houve dor espontânea e/ou palpação em 13 casos de 

pacientes com lesão cística e I caso de paciente com granuloma apical. A ausência de dor

foi observada em 33 casos sendo 4 cistos e 29 granulomas. Em relação à presença de 

edema, foram observados 13 casos e ausência em 4 pacientes com lesão cística e 30 com 

granulomas, um total de 34 casos. Observamos 14 casos de pacientes que apresentavam 

tratamento endodôntico com lesão cística e a ausência de tratamento endodôntico foi 

observada em 33 casos, sendo 3 cistos e 30 granulomas (Tabela 3).
4Jz
f
r ■ 
f:

Tabela 3 - Correlação entre dor espontânea 

endodôntico e aspectos histológicos da lesão p

e/ou palpação, edema e tratamento 

análise de correlação de Qui quadrado



6.DISCUSSÃ0:

O presente trabalho objetivou a detecção das citocinas TNF-a, IFN-y, TGF-0, IL- 

4 e NO, através de ensaio imunoenzimático (ELISA) e reação de GRIESS, 

respectivamente, em lesões periapicais humanas (30 granulomas e 17 cistos). Neste 

„Mt.v<imente a presença destas citocinas em granulomas 
trabalho, buscamos avaliar, comparativamente, P

•rUntífícnr nossíveis correlações entre sua presença e as e cistos radiculares, bem como identificar poss

.n-áfíeas nresentes em cada lesão. Para isto, foram necessários 
características clínicas e radiograticas p

■ formulário previamente elaborado.
a coleta de dados clínicos, através de um tomruta p

I ET K A e da reação de GRIESS neste trabalho, foi feita A opção pela utilização de ELISA edar ç

•u r i He estudarmos qualitativa e quantitativamente as citocinas e 
considerando a possibilidade de est

• nresentes nas células, dispersas pelos tecidos, e no 
NO, que, admitidamente, estariam p

destes mediadores foi possível por meio da conversão dos 
liquido cístico. A quantificação d

~ or meio de uma curva padrão desenvolvida a 
valores de absorbância em concentraça

• i,ecjdas de citocinas recombinantes (PAUL, 1998).
Partir de diluições pré-conhecidas oe
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Como a técnica de ELISA e da reação de GRIESS são realizadas em placas com 

amostras em estado líquido, houve, inicialmente, a necessidade de promover a extração das 

citocinas pesquisadas dos tecidos colhidos. Neste sentido, uma preocupação presente 

durante o desenvolvimento da pesquisa foi a de evitar possíveis perdas proléicas durante a 

manipulação das amostras teciduais dos cistos e granulomas. Teoricamente, a obtenção do 

sobrenadante com os antigenos das amostras (citoemas) seria alcançada através da 

manipulação dos fragmentos, objetivando a dissociação tcctdual c a ruptura celular.

Gervásio (2000), pesquisando a presença das citocinas GM-CSF, IL-3, IL-6 e 

. 1- 1 o n.tmnnns através da técnica ELISA, utilizou um protocolo deIFN-y em cistos radiculares humanos arraves ua

. ♦ „ císticas prevendo, inicialmente, a suspensão de
processamento das amostras tecidua s

«vítdnt: em um tampão de extração contendo detergente 
fragmentos previamente recortados tm um r

, 1 r’,/A.-nrhm USA) e um coquetel de inibidores de protease
Zwittergent (lOOpg/ml - Calbiochcm, I

1 A de PMSF e 10 pg/mL) e a realização de ciclos de 
(50pg/mLde leupeptina, 1,6 mM de ino e

~ roleta dos sobrenadantes. No entanto, não conseguiu obter 
sonicação e centrifugaçao para co

„ ritocina IFN-Y, que apresentou perdas protéicas que 
resultados satisfatórios para a citocina r,

. . • »«•/ do conteúdo testado. A partir desta experiência, optamos por
chegaram a ate 80% do comeu

t jninaia de extração das citoninas: utilizamos um tampão introduzir modificações na metodologia de extraç

frente coauetel de inibidores de proteases {Complete, 
de extração contendo um dif

a a substituímos os ciclos de sonicação pela extração por 
Boehringer Mamnhein, Germany), e substituim

nt.xílio de pestilos plásticos (Sigma Mota Cordless, St 
tração manual das citocinas co

. nq-t nerda protéica pôde ser aparentemente observada para 
Lowis., USA). Com isto, nenhuma p P

testadas Embora tenhamos obtido um controle satisfatório deste

• <■ii.nd-i vale salientar que os níveis reativos de citocinas nas 
parâmetro na metodologia uti

~ pfletir sua real concentração. Este fato pode encontrar 
amostras aqui testadas podem nao r

todas as citocinas



sua explicação nos limites de detecção dos testes obtidos para cada citocina testada. 

Mesmo que seja prudente considerar estes aspectos na análise dos resultados, julgamos que 

nossos achados vão ao encontro e aperfeiçoam aqueles da literatura, obtidos por 

metodologias diversas daquela aqui empregada.

As citocinas são mediadores protéicos que atuam, tanto na imunidade natural 

quanto na adquirida. Regulam a magnitude da resposta imune influenciando o crescimento 

e diferenciação de vários tipos celulares, principalmente linfócitos. Dependendo da 

natureza e dose antigènica, os linfócitos T podem secretar distintas citocinas. 

Alternativamente, diferentes antigenos podem estimular diferentes subpopulações de 

T-auxiliares (T helper, Th), a secretarem diferentes linfócitos T, denominados lmfocitos 1 auxiliara t r

• ■ a c.hnnmilacão Thi é importante indutora das reações de
tipos de citocinas. A subpopuiaçao mi r

, • * mpHínda nor células, e as citocinas envolvidas nesse tipohipersensibilidade do tipo tardio, mediada por cem ,

J r. m m iFN-v e TNF-a Th2 é outra subpopuiaçao de linfócitos que
de resposta sao IL-lz, il-z, n in r
produz IL-4, IL-5, 1L-10, IL-13 e baixos níveis de TNF e são mais importantes para a 

1 . rr.tP a ativação preferencial de tais subpopulações pode ser
imunidade humoral. Postula-se qu 
responsável pelos diferentes aspectos clinico-patológicos de algumas doenças, incluindo as 

doenças periodontal e aprcal (MOSMANN & COFFMAN, 1989; COFFMAN & 

K tnm «roTT & KAUFMANN, 1991; FUJ1HASHI et al., 1996;
MOSMANN, 1991; SCO! 1 &

1Qoa KABASHIMA et al., 1998; TAKAHASH1, 1998). No 
MOSMANN & SAD, 1996, KABAS

Roberts (1998), conceituaram um outro subgrupo de linfócitos T 

, TfF R e carece estar envolvido em mecanismos
denominado Th,, o qual produz IOP-P H

entanto, Letterio &

imunossupressores.
i jpmonstra resultados com significativa presença de IFN-y 

O presente estudo demonsua
.. e rkiicos No entanto, onde detectamos IFN-y não 

(70%) e IL-4 (24%) nos tectdos asl.cos.
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encontramos reatividade para 1L-4. Isso podería indicar que o perfil THi, representado pelo 

IFN-y, seria uma característica importante na modulação da resposta inflamatória em 

alguns cistos, enquanto, em outros, a modulação estaria associada principalmente pelo 

perfil TH2, representado por IL-4. Nos tecidos de granulomas periapicais, não detectamos 

positividade para cilocina 1L-4, o que possibilitaria a predominância de um perfil TH, 

nestas lesões, No entanto, observamos postividade de TGF-p em todas as lesões estudadas. 

A presença de TGF-P, assoicada a 1L-I0 e IgA tem caracterizado um perfil tipo Th,. 

Todavia, não avaliamos IL-IO e IgA no presente estudo para viabilizar um melhor 

julgamento do quadro encontrado. Neste sentido, não pudemos identificar, baseado nos 

dados encontrados, um padrão definido de modulação da resposta inflamatória que se

~ p nnccível aue isto seja resultante das constantes modificações 
aplicasse a todas as lesões. E possivei que j

, f. r , nn nprfil antiuênico no micro-ambiente periapical.
qualitativas e quantitativas no pertn 5

Os mecanimos patogenéticos associados à reabsorção óssea periapical são 

t a- 1 c certos fatores, incluindo citocinas e óxido nítrico, são
pobremente entendidos, mas ce

, • nnr este fenômeno (MEGHJI et al., 1996; TACKEISHI et al.,
considerados responsáveis por est

(,t al 1998- KABASHIMA et al., 1998; WALKER et al., 
1996, 1998, 1999; HOMNA et al., iwo,
2000; GERVÁSIO el al, 2002). Citocinas infiamatórias como IL-I, TNF-a, IFN-y, IL-3, 

IL-6, IL-11 e GM-CSF tem sido demonstradas possuir a capacidade de promover 

reabsorção óssea osteoclâstica (STASHENKO e, al., 1998).

têm mostrado que citocinas pró-inflamatórias como 1FN- 
Estudos in vivo e in viti o tem nu

■ ■ «n modulação da dinâmica da remodelação ósseaY, TNF-a e IL-1 participariam na moduiaç

. 10o6. STASHENKO et al., 1991; LI et al., 1995;
(BERTOLÍNI et al., W™’

, nnon Renroduzindo estes achados, estudos in vitro e in vivo 
KAMOLMATYAKUL et al-, 2UU ).

• x nara evidências de que estas citocinas tem sido
(em humanos e animais) ap



consideradas potenciais agentes moduladores do processo de remodelação óssea associado 

às lesões apicais (TAKEICHI et al., 1996; 1998; KAWASHIMA & STASHENKO, 1999) 

Estas citocinas induziríam a produção de NO em vários tipos celulares, incluindo do tecido 

ósseo (KABASHIMA et al., 1998; TACHIBANA et al., 2000).

Osteoclastos e osteoblastos são as principais células envolvidas nos processos de 

remodelação óssea, em que a seqüência de reabsorção e formação óssea ocorrem de forma 

coordenada. A teoria que NO mediaria a sinalização intercelular no processo de 

remodelação óssea existente entre osteoblastos e osteoclastos, regulando a remodelação 

ossea no local da inflamação, especiaimente em doenças associadas com citocinas como o 

artrites reumatóides e doença periodontal tem sido ratificada (HUGLES, 1995- CHAE et 

«/•, 1997; KABASHIMA et al., 1998; TAKEICHI et al., 1998; SUZUKI et al., 2002) 

Evidências mostram que, quando combinados, IFN-y, TNF-a, IL-1 e lipopolissacarideos 

super-induzem a expressão de iNOS em uma variedade de células (X1E et al., 1992- 

TACHIBANA et al., 2000). Por outro lado, tem sido relatado que NO em altas 

concentrações suprimiría a reabsorção óssea; em contraste, em baixas concentrações 

estimularia a reabsorção óssea mediada por IL-1 (RAUSTON et al., 1995).

De fato, IFN-y e iNOS tem sido encontrados expressos em células constituintes do 

infiltrado inflamatório, vasos sanguíneos e tecido epitelial presentes em lesões apicias 

humanas, muito embora em níveis desconhecidos (KABASHIMA et al., 1998; TAKEICHI 

« al., 1996, 1998; WALKER et al., 2000).

TNF-a, por outro lado, está presente, de forma significativa, na iniciação e 

desenvolvimento do processo inflamatório de reabosrção óssea periapical em lesões 

produzidas experimentalmente (KAWASHIMA & SIASHENKO, 1999). Contudo, nas 

lesões em humanos, seu pape! carece de melhor compreensão, haja visto que, na maioria 
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dos casos estudados, as lesões estão estabelecidas. Danin et al (2000), encontraram 

somente duas amostras de granulomas apicais positivas para TNF-a dos 25 casos 

estudados. Estes dados parecem concordantes com os de Artese el al (1991), que obtiveram 

baixos números de macrófagos expressando esta citocina.

No presente estudo, IFN-y, TNF-a e NO foram encontradas em várias das 

amostras analisadas. Tanto IFN-y como TNF-a foram observadas em níveis mais altos nos 

cistos que nos granulomas. No caso de IFN-y, esta diferença foi estatisticamente 

significativa. Walker et al (2000), não encontraram diferenças signilicantes quanto a 

. iPMv ern lesões císticas e de granulomas apicais analisados 
presença de IrN-y em icsucj 

imunohistoquimicamente. Os autores acreditam que estas lesões apresentem uma maior 

expressão de resposta imune humoral, mediada prineipalmente por citocinas 

i.,inrinm a atividade da doença. Dos casos estudados por Danin et 
antiinflamatórias, que modulariam a ativioauc u

, . • i c n easos de granulomas apresentaram níveis reativos para TNF-
al (2000), apenas dois dos 13 casos oe yu

« que não foi detectada nos casos de cistos estudados. Estes achados merecem ser 

aprofundados, tendo em vista a identificação de possiveis fatores ambientais e do 

hospedeiro responsáveis por esta variação nos achados.

Nossos resultados também mostraram maiores concentrações de IFN-y no líquido

■ J nott.dns sobre a expansão da lesão cística mostram que, na 
cístico que nos tecidos. Estud

j-r^ntps tioos de proteínas resultantes da secreção celular 
cavidade, encontram-se ditere

. , o qiia migração, predominantemente unidirecional,
(células na cápsula e epitelio) e de

~ ^Atíea intra-cavitária (BROWNE, 1992). Assim, seria de se 
favorecida pela pressão oncot

, pçfreita destes mediadores entre seu conteúdo tecidual e 
esperar que houvesse uma relaç

♦ .,1a oiie do tecido cístico só coletamos um fragmento 
no líquido. Cabe ressaltar, contudo, que

. cítnado distante do local de maior drenagem antigênica 
tecidual que, em geral, estav'
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(apice radicular). A maior ou menor proximidade com este sítio poderia favorecer um 

maior ou menor número de células produtoras da citocina. No caso do líquido a 

concentração podería representar não só um efeito cumulativo a partir de drenagem para o 

lumen cístico das proteínas da cápsula, como também de secreção ativa de produtos pelas 

células epiteliais, resultado de fenômenos pregressos àqueles correntes no momento da 

coleta. Estas especulações mereceríam melhor análise, tendo em vista que fatores tais como 

meia vida da proteína, ação de proteinases, a intercorrência de injúrias focais, por exemplo 

que em tese, poderíam interferir quantitativamente nos achados.

Embora tenhamos encontrado nas amostras estudadas IFN-y, rfNF-a e NO em 

várias amostras das lesões císticas e granulomas, somente em dois e três casos 

respectivamente, houve concomitância de positividade para estes mediadores. Tomado em 

conjunto, este quadro pode ser compatível com um processo de crescimento lento da lesão 

estabelecida, em que os fenômenos de reabsorção, embora presentes, desenvolvem-se em 
ij 

ritmo lento (periódico), caracterizando o crescimento lento próprio às lesões periapicais '

crônicas. .!

A citocina pró-inflamatória IFN-y é produzida por células NK, célulasT CD8+ e I

subclasses Th] de células T CD4+ (PAUL, 1998; ABBAS et al., 2000). Esta citocina tem 

como uma das principais funções a ativação de macrófagos, que por sua vez após ativados, 

são as principais fontes de citocinas como I’NF-a e quimiocinas e NO. A presença de 

macrófagos é extremamente importante para a resposta protetora em lesões apicais, bem ■

como para o desenvolvimento e perpetuação da resposta inílamatória, embora sua 

frequência seja variavelmente relatada em granulomas e cistos radiculares. Como o 

macrófago tem sido apontado como célula central na secreção destes mediadores, é



possível que um reduzido número

(ARTESE et al.,\99V).

de células ativadas estejam presentes nesta fase

Embora os níveis

limites definidos.

Nossos achados mostram que os níveis de NO encontrados foram estatisticamente 

associados à presença de limites radiográficos difusos, o que pode ser compatível com a 

presença de inflamação ativa na interface da lesão com o osso alveolar. 

de IFN-y e TNF-a nestas lesões também tenham sido maiores, não houve diferenças 

estatisticamente significantes para aqueles encontrados nas lesões com

Este achado, deve ser considerado a luz de nossa interpretação de que os limites da imagem 

radiográfica torna-se mais definido i medida da maior deposição de colágeno na interface 

óssea e a diminuição da inflamação, entendida como estimuladora de atividade osteolítica 

Não podemos deixar de considerar a limitação da imagem radiográfica e a possibilidade da 

imagem refletir algum fenômeno pregresso ao momento da coleta, como já comentamos 

anteriormente. Por outro lado, significantes niveis de NO tem sido espontaneamente 

produzidos por períodos prolongados em tecidos tnfiamados e estaria associado com a 

inflamação crônica. É interessante que, quatro dos cinco casos NO positivos, apresentaram 

positividade também para IFN-y, mas somente em dois houve concomitância de INF-y, 

TNF-a e NO nas lesões eísticas. Estes dados reforçam a tese de que, em função das

■ „ ambiente Deriapical, as lesões periapicais podem ser múltiplas influências do micro-ambiente penapt

, 1 nelas atividades destes mediadores (TAKEICHI et
reguladas e delicadamente balanceadas pelas

■ • tonto definir assim, quais seriam estes níveis básicos a partir 
al., 1998, 1999). Sena importante dennir assi , i

• .zvmn indutor de reabsorçao ou reparação óssea, a partir de 
dos quais o mediador atuaria co

. v^ncuiráveis da presença de reabsorçao óssea, 
informações objetivamente mens

uma associação estatisticamente significativa entre a 
Outrossim, encontramos

TMF a com lesões apresentando aumento de volume e IFN-y em 
presença de IFN-y e lNi-a
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lesões com sintomatologia dolorosa. Este achado, nao foi ainda descrito na literatura. Lim 

et al (1994), encontraram que lesões periapicais apresentavam uma tendência a apresentar 

maiores níveis de IL-1 p, sem que estes níveis, contudo, fossem estatisticamente diferentes 

daqueles observados em lesões assintomáticas. Em outros estudos (MATSUO et al., 1992; 

RODINI & LARA, 2001) observam-se uma associação da presença de macrófagos com 

sintomatologia (percussão/palpação) e aumento de volume. Em conjunto estes dados 

sugerem que os macrófagos seriam essenciais para os sintomas clínicos, no entanto, não 

está exatamente claro como cada sintoma é provocado e como os macrófagos são 

envolvidos. Entretanto, o influxo de substâncias antigênicas do interior do canal radicular 

provavelmente estariam aumentadas nestas lesões com sintomatologia, bem como sua 

resposta imunológica. Nesta situação, macrófagos migrariam para o local da inflamação, 

fagocitariam algumas substâncias antigênicas e as apresentariam às células B e T. Dessa 

forma, secretariam produtos inflamatórios os quais seriam importantes para o 

desenvolvimento de sinais e sintomas nos dentes envolvidos. Estes resultados devem 

eonfUn se verificar se os mecanismos que modulariam a merecer melhor análise no sentido de se veunua

• • .'r^mente associada àqueles envolvidos na expansão da lesão sintomatologia estaria inequivocamente asso

a reabsorção óssea.

!L-4 é uma citocina produzida principalmente por células Th;, mastócítos e 

, ■ ■ hiolóíiicas como a estimulação de células B promovendobasófilos. Possuem varias açoes d g

petímulando o desenvolvimento de células T CD4+ a se um “switching" de classe para IgE, estimutanoo o

inibjcão de ativação de macrófagos (ABBAS et al., 2000). diferenciarem em células TIl e n v

, pm lesões periapicais e seus efeitos antiinflamatórios são Esta citocina tem sido encontrada em lesões pe P

■ ■ n modulação do processo de remodelação óssea no periápice descritos como essenciais na m v

(KABASHIMA & NAGATA, 2001).



Em nosso estudo, IL-4 foi observada apenas nos cistos radículares (24%), 

refletindo os achados de Kabashima et al (1998), que não encontraram esta citocina em 

granulomas apicais analisados pela sua expressão imunohistoquímica. Neste trabalho, os 

autores encontraram uma grande quantidade de células expressando IFN-y, IL-I e iNOS, o 

que caracterizaria, a seu ver, a predominância de uma resposta imune tipo Thj no progresso 

das lesões apicais.

Tem sido mostrado que IL-4, IL-IO e TGF-p aluam como inibidores de IFN-y c 

iNOS in vllro (GAJEWSK1 & FITCH, 1988; FIORENTINO « <d, 1991; MOSMANN & 

MOORE, 1991; TAKE1SHI c< al., 1998). Em nosso estudo, casos positivos pare IL-4 

foram negativos pare IFN-y e TNF-a, ou de outro modo, os níveis estariam tão baixos que 

não puderam ser detectados. Pode ser que, nos casos em questão, a resposta imune local

„ nhsmócitos linfócitos e mastócitos, secretores de IL-4. Há esteja associada a presença de plasm

nresenca de plasmócitos e linfócitos expressando CD30 evidências indicando uma maior p v

riTRV Pt al 1998) e mastócitos degranulados na área de (YANAGISAWA, 1980; CURY et al., )

. ■ rr^nMFN et al 1996). Walker et al (2000), observaram um maior expansão cistica (TERONe-in ei

. x d e n .6 nas lesões apicais o que lhe sugeriu a existência número de células expressando IL-4 e 1L o nas

xTU modulando seu desenvolvimento.de uma resposta imune tipo Tha

, , rr d tem sido associada a efeitos inibitórios na reabsorção óssea Por outro lado, IL-4 tem

e • ativos em osteoclastos (GOWEN & MUNDY et al., 1986,por gerar efeitos negativos

, mooA II -4 estimula a expressão de fosfatase alcalina e colágeno WATANABLE et al., 1990). IL-4

síntese de osteocalcina, proteína da matriz óssea, em tipo I, além de estimular a

• niízncão (UENO et al., 1990; RIANCHO et al., 1993). Se osteoblastos levando à mtneraltzaçao (1®

, .nc -ichados podem traduzir uma fase das lesões em que a analisados por este prisma, noss

a •„ onerando a agressão microbiana, ou que esta tenha se resposta do hospedeiro estej P
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alterado, quantitativa ou qualitativamente, produzindo uma menor agressao aos tecidos 

apicais.

Adicionalmente pudemos observar uma relação estatisticamente significativa 

entre o tratamento endodôntico e a presença de IFN-y e IL-4. Estes casos apresentavam 

falhas no tratamento endodôntico, o que pode ter sido a causa para a permanência da lesão 

apical. Estudos microbiológicos têm demonstrado a prevalência de bactérias {Enterococos, 

anaeróbios facultativos) nos condutos radiculares tratados cndodonticamente com 

persistência da lesão apical (RANTA el «I., 1988; MOLANDER e! al., 1994; SREN el al., 

1997). Seria oportuno, desta forma, avaliar nestes casos, quais e em que medida as 

alterações qualitativas e quantitativas da microbiota intra-canal afetariam a resposta imune 

apical. Sendo assim, esses persistentes microorganismos provocariam diferentes processos 

patológicos. A natureza destes processos e o meio pelo qua! esta resposta imune agiria 

requer maiores estudos tanto na área microbiológiea quanto imunológica.

Nossos resultados também mostraram uma relação estatisticamente significativa 

entre a presença de IL-4 e lesões sintomáticas. Este dado sugere que a base desta 

• J esteia vinculada à presença de fenômenos reativosassociação, embora seja desconhecida, esteja

, ~ fned neutrofílica. Ao analisar infiltrados celulares de lesões vasculares e exsudaçao rocal neu

• • • observado uma proporção de mastócitos presentes nestasinflamatórias periapicais, tem-se

1 raccM 10R3- PERRINI & FONZ1, 1985; KONTIAINEN el al., 1986).lesões (JOHANNESSEN, 1983, Pükk

«rânulos citoplasmáticos, cujo conteúdo é degranulado para Mastócitos contem numerosos g

, , , qua ativação (SCHWARTZ, 1985). Teronen el al (1996),o espaço extracelular apos sua

i znmntidade de mastócitos degranulados na área de expansão encontraram uma grande quan

tz Íívútnde destas células nestas lesões. Triptase, um mediador cística indicando uma alta ativ

eirtn implicado na destruição óssea. Heparina aumenta a derivado de mastócitos, tem s
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reabsorção óssea in vitro (GOLDHABER, 1965) e inibe a sintese de colágeno (HURLEY 

a a!., 1989). A administração crônica de heparina tem sido associada com osteosporose in 

»Hr<> (GRIFFITH et al., 1965). Outros grânulos citoplasmáticos contidos no interior destas 

células são: I) Histamina: tem como funções principais o aumento da permeabilidade 

vascular e destruição/remodelação tecidual; 2) Prostaglandina D: promove a vasodilalação, 

broncoconstricção e quimiotaxia de neutrólilos para o local da inflamação; e 3) 

leucotrienos: têm as funções de prolongar a vasodilatação, promover a secreção de muco e 

aumentar a permeabilidade vascular (ABBAS et al., 2000). Estas alterações poderiam 

concorrer não só para manifestações álgicas como a produção de edema e aumento de

volume local.

Quando realizamos a
análise de correlação de Qui quadrado entre dor espontânea

, - , - • zTn Ipcõo hem como, a correlação entre edema e aspectoe/ou palpação e aspecto histologico da lesão bem con ,

,. ,, , ,p tratamento endodôntico, observamos que pacientes com
histológico e também presença de tratamento unu

..jninrmtoloeias como dor, edema e tratamento lesão cística apresentaram significativas sintomatoloyas

observadas poderiam estar relacionadas tanto com 
endodôntico. No entanto, as associações

«tino He lesão que o paciente apresenta.
o fenômeno clínico bem como, o tipo

. a nresenca de TGF-B em todas as amostrasNossos resultados também mostraram a presença

1 ■ Pste fato tem sido observado em lesõesteciduais bem como no liqmdo ctsttco. Este

, .. pm limais e naquelas já estabelecidas em humanos 
experimentalmente produzidas em

1 onoo- LIN et al., 2000). Além disto, os níveis 
(TYLER et al., 1999; DANIN et al., 2000,

■ if«c mie aoueles observados para outras citocinas, 
detectados foram, em geral, mats altos que aq

. foram mais elevados que os observados nas 
realçando que os níveis nos granuloma

r ou encontro daqueles encontrados por Danin et al 
amostras císticas. Estes dados vao

i ipcões periapicais em humanos. Utilizando a técnica de 
(2000), estudando amostras de lesões p
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ELISA, os autores observaram concentrações de TOF-0 nos granulomas que variaram de 

508 pg/mL à 10327 pg/mL, e entre 1680 à 2200 Pg/mL nas amostras cisticas. Acreditamos 

que as altas concentrações desta citocina encontradas em granulomas seja causada pela 

proximidade do fragmento estudado do ápice radicular, pois sendo o granuloma menor que 

a lesão cistica, havería maior concentração antigènica local, responsável, em tese, pelo 

desenvolvimento de respostas imunes mais intensas nesta

De forma semelhante ás outras citocinas, o papel de TGF-p nas lesões apicais 

ainda carece de melhor entendimento, especialmente no que tange as lesões humanas

estabelecidas.
Sabe-se que a interação entre os produtos antigênicos da necrose tecidual e da 

infecção endodôntiea com o tecido conjuntivo do ambiente apical compõe „ quadro básico 

da inflamação apicai e dos fenômenos de remodelação óssea consequentes (KAKEHASH1 

r / 1070- i IN et al 2000). A liberação destes antígenos, 
el al., 1965; HAUSMANN el al., 1972, L1N et ai., )

^Jfnfívnmente no decorrer da infecção pulpar, dada a contudo, modifica-se qualitativa e quantitativamente

,-nnflnto radicular. Esta variação acaba também interferências externas no ecossistema do conduto

. Ipqqo em especial a estabelecida: o crescimento da 
por determinar alterações no curso da lesão, em esp

momentos de reabsorção osteoclástica e sua inibição 
lesão se dá lentamente, alternando

TrF R aoarece como uma das principais citocinas envolvidas 
com neoformação ossea. TUr-P P

. iwnv 1900- CENTRELLA et 1 S>91; CHENG & BATES, 1993).
nesta mediação. (MUNDY, 1990,

. • fínnç celulares, (macrófagos, fibroblastos, eosinófilos, 
Produzida por vários P

x mrr.R narece atuar na inibição da produção de osteoclastos 
osteoblastos e osteoclastos), IU PP

,-cr 100R- TYLER el al., 1999), e na remodelação óssea local 
(OIJRSLER et al., 1991; VAES, 199»,

mor» Há evidênias a favor de uma maior incorporação de 
(Mundy, 1990; Cheng & Bates,
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reabsorção óssea mais

fíbronectina e colágeno na matriz óssea e uma diminuição da reabsorção óssea quando da 

presença de TGF-p (TYLER et al., 1999; LIN et al., 2000).

Estudando experimentalmente a resposta intlamatória periapical em ratos, Lin et 

al (2000), observaram um grande número de macrófagos expressando TGF-P na fase 

aguda das lesões, que se caracterizaria entre o 5° e 20° dias após exposição pulpar (fase de 

ativa). Este número.decrescia à medida que as lesões se

estabilizavam, traduzindo um período de crescimento mais lento das lesões (fase crônica). 

Nesta fase (após o 30" dia), os autores observaram maior expressão de TGF-p em 

r nrnnnseram aue os macrófagos teriam o papel central osteoblastos. Desta forma, os autores propuseram que u

z lAcnes nerianicais, onde TGF-P estimularia células 
no início e desenvolvimento das lesões penap^ ,

tt t TMP d e IL-6 as quais seriam fortes mediadores 
sintetizar IL-I, iNt-a c ,

lado, TGF-P produzido por osteoblastos estimularia neoformação 

conseqüente perda dental. Na linha destes 

níveis reativos de TFG-P em nenhuma

mononucleares a

osteolíticos. Por outro

óssea, prevenindo excessiva reabsorção e 

comentários, Danin eí al (2000), não encontrara

• -„„i Nestas lesões há uma grande quantidade de tecido 
das amostras de cicatriz periapical. N

- ■„ ,ie neoformação óssea. Os autores sugerem que TGF-p
conjuntivo fibroso denso e ausência de neotormaçu

. • rie resnosta inflamatória aos antígenos liberados do
estaria “downregulaled" na ausência de resposta

conduto radicular.
1 1 luz destes conhecimentos, acreditamos que a

Analisando nossos resultados a luz

TCF-B nas amostras analisadas pode representar um 
presença de níveis elevados de

.^nh-uia o processo de reabsorção na progressão da 
fenômeno local compensador que acompanharia p

. . . reoroduzindo o processo inflamatóno crônico, que 
lesão. Nas lesões periapicais cron

r m aleum grau presente, a reabsorção anda junto com 
processos produtivos de reparo estão e
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dos císticos e as

citocina IL-4, não

GM-CSF em seus

a remodelação. Caso os fatores agressores sejam totalmente removidos, TGF-p induziría a 

regeneração óssea, acompanhando a regressão da lesão.

Em nosso estudo, procuramos correlacionar a presença e as concentrações de cada 

mediador analisado (IFN-y, TNF-a, IL-4, TGF-P e óxido nítrico) nas amostras teciduais 

amostras correspondentes de líquido. De acordo com o teste de

“Spearman", encontramos dados estatisticamente signifantes (p<0,05), somente para a 

havendo concordância para as demais citocinas. Ao analisarmos a 

r. Á ~ rpçnltado referente à esta correlação encontrada e seu
literatura, não encontramos nenhum resunauo icuav

, ■ mnrn também não encontrou concordância de 
provável significado. Gervasio (2UOip,

, „ ■ a umiidn císticos nara as citocinas IFN-y, IL-3, IL-6 e Positividade entre amostras de tecido e liquido cisucos pa

resultados. É possível, como explicado em parágrafos precedentes, que a 

, oinucr outro medidor no líquido cistico seja representativo
presença das citocinas ou de qualquer outro mea

. ~ a» rtroccssos reativos pregressos, não conincidentes de um fenômeno cumulativo, tradução de processos P

com aqueles presentes no momento da coleta.

4 «ctiiJn limitador da melhor visualização dos nossosOutro fator presente neste estudo, l.mttauo

- nrncesso patológico em curso nas diferentes lesões 
resultados e da compreensão do proces I

, -4 Hfírncão do tipo e quantidade de células presentes no 
analisadas, foi a ausência de identificação np

4-r UndP está relacionada, em especial, ao tamanho das 
infiltrado inflamatório. Esta dificuldade esia

1 «prinnical apresentava dimensões inferiores a 4 mm. No 
lesões. Quase sempre o granuloma periapical ap

c f r ímneditivo de seu melhor aproveitamento foi o fato de 
caso das lesões císticas, um fato P

obtidas foram proveinientes de uma abordagem 
que, em várias lesões, as amostras

, ressaltar, também, a ausênia em nosso estudo de um 
eirúrgica por marsupialização. a

r I flue denunciasse a existência ou não do processo de 
parâmetro, objetivamente mensurave,
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reabsorçao óssea. Este fato limita uma melhor apreciação e interpretação dos níveis de 

reatividade encontrados para cada citocina.

Cabe ainda alguns comentários sobre os achados referentes as amostras teciduais 

empregadas como controle neste estudo. Em nosso trabalho, utilizamos amostras de polpas 

de dentes inclusos como controle negativos, na suposição de que a inflamação seria um 

evento improvável (BARKHORDER el al., 1999; GERVÂSIO el al., 2002). No entanto, 

surpreendentemente, os tecidos pulpares do controle negativo mostraram-se negativos 

somente para NO e IL-4. As concentrações para IFN-r e TNF-a foram baixas quando 

comparadas com TGF-P (limite não detectávcl à 20 pg/g, limite não deteetável à 25 pg/g e 

1000 à 2500 pg/g com mediana igual à 1000 pg/g respectivamente). Não foi possível 

encontrar na literatura uma explicação para a presença de TNF-a e IFN-y nos tecidos 

dn nresenca de citocinas inflamatórias na ambiente 
pulpares analisados. Pouco se conhece da presença

• i Talvez a interação entre os tecidos do folículo tecidual associado aos dentes inclusos. Talvez, Ç

1 ofravéq da circulação sangüínea, possa favorecer a 
dental (saco dentário) e a polpa, através ua v

iwnr Neste sentido, alguns autores identificaram a 
detecção de citocinas no tecido pulpar. Neste

. rcn .-m células de foliculos implicados na erupção dental (QUE & 
presença de CSF-1 (M-CSF) em ceiuias u

, moe- WISF el al 1998). A presença de reabsorção óssea 
WISE, 1997; GRIER et al., 1998, Wlbb cia.,

~ lAntd noderia justificar estes resultados. Outro aspecto que 
fisiológica associada à erupção dental podería j

• Hfínnr estes resultados seria a possível presença de estímulos 
poderia, como sugestão, justifica

„ i cnlientar uue dentes inclusos podem apresentar foliculos 
antigênicos nestes tecidos. Vale

. ♦ ,-zin penaival de dentes erupcionados, susceptíveis, assim, à 
dentários na vizinhança do tecid L

. dental No entanto, estes achados mereciam 
ação antigênica de microorganismos da placa •

< ■ rM detectaram a presença de GM-CSF nos tecidos 
melhor investigação. Gervasio (
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pulpares usados também como controles negativos, contudo, não encontraram também uma

justificativa para estes resultados.

TGF-p tem sido implicado no processo de odontogênese e erupção dental. Na fase 

dental pré eruptiva, TGF-P acumula-se no folículo dental, separando o órgão dental da 

cripta óssea, onde é invadida por osteoclastos (WISE & FAN, 1991). Além disso, fatores 

de crescimento tem sido implicados no processo de reabsorção dental associado à erupção 

dental (D'SOUZA & LITZ, 1995). Durante a fase de erupção, a produção de TGF-P no 

, ., , , . „ , nqr,, n movimento do dente (SYMONS et al., 1996). Gaotecido dental seria fundamental para o movimeniu u

TGF-B no desenvolvimento periodontal de ratos, 
ez al (1998), analisaram a expressão de lu P

mhridizacão in situ. Ao analisarem a presença de TGF-P no 
por imunohistoquimica e hibndizaçao ir

nara esta citocina também na polpa dental ligamento periodontal, encontraram positividade para

, • míc onde os osteoblastos ali presentes apresentaram-se
destes modelos experimentais, onde os

., J TrP o pm contraste, pouco se sabe sobre o papel de TNF-a no
fortemente marcados para TGF-p. Lm c

processo de erupção dental (URELES el al., 2000)

«i .. análise em conjunto dos resultados obtidos ressaltam a
De uma maneira geral a ana

a TNTF-r/ IFN-y e do mediador inflamatório óxido 
importância de citocinas IL-4, TGF-p,

• a Pb.eidacão de mecanismos associados ao processo de 
nítrico em lesões periapicais. A elucia ç

_ lesões periapicais pode contribuir para o 
reabsorção/remodelação óssea

, • pfrtlvas para tratamentos anti-imunopatológicos de outras 
desenvolvimento de estratégias ef P

citocinas que cursam com perdas ósseas como artrites
doenças crônicas associadas com 

reumatóides, osteosporose e periodontites.



7. CONCLUSÕES:

Os resultados obtidos com esse trabalho levam às seguintes conclusões: 

O processamento dos tecidos realizados sem o uso de sonicação demonstrou ser mais 

adequado para a detecção das citocinas estudadas.

,n anc lesões neriapicais estabelecidas está mais relacionada a 
A mediação do crescimento das lesões p p

t .rxr TMF ™ II 4 c NO nas lesões císticas do que nos granulomas. Nas 
presença de IFN-y, lNr-a, n.
, - • ■ „m tratamento endodôntico, IFN-t e 11.-4 parecem ser mais
lesões císticas com tratarnem

significativas nesta mediação.
a.tineão do processo inflamatório e da remodelação óssea 

TGF-p deve participar na modulaçao do pro

• fohNpcidas principalmente nos granulomas periapicais.
nas lesões periapicais estabelecidas, p P

hnín definida de positividade e níveis de reatividade entre 
Não observamos uma correlaç 

os diferentes mediadores estudados
um mesmo tipo e entre os diferentes tipos de

amostras.
INF-y, TNF-a, IL-4, e NO estão presentes nos fenômenos que modulam os sinais e 

sintomas associados às lesões periapicais estudad1
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Av. João Naves de Ávila, h.° 2160 - Bloccí J - Campus Santa Mônlca - Uberlândia-MG J 
CEP -3 3400-089 ©(034) 239 4131 - 235-2078

I I

' Uberlândia,’ 03 de dezembro de 2001.
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i

i Processo n° 053/2001

}

PROJETO DE PESQUISA: “Determinação da Presença de Óxido Nítrico e Citocinas 
Inflamatórias (TGF-p, TNF-a e IFN-y) associadas a sua modulação em cistos radículares 
humanos”. <

r

PESQUISADOR RESPONSÁVEL: Adriano Mota Loyola

] ! ■ ;
,i . . . i
0 projeto acima identificado, foi aprovado para ser realizado conforme os autores se 
tomprometem.
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ANEXO II

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA

Departamento de Diagnóstico e Cirurgia 

Laboratório de Patologia Bucal

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu,...............................................................................................................................................................

Doc. ne............................................ consinto na coleta de lesão periapical como procedimento

necessário à terapêutica normal, e posterior utilização da mesma para realização de 

pesquisa em diagnóstico laboratorial de lesões císticas, sob orientação do Prof. Dr. Adriano 

Mota Loyola.

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer 

dúvida acerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados com a 

investigação.

Será respeitado o caráter confidencial das informações fornecidas, não sendo permitida a 

minha identificação.

Uberlândia,........ de ....................................... de 200....

Assinatura
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ANEXO III

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA

Departamento de Diagnóstico e Cirurgia

Laboratório de Patologia Bucal

FICHA DE BIÓPSIA PARA LESÕES PERIRADICULARES

CÓDIGO DO CASO :.............
DADOS PESSOAIS DO PACIENTE:

Nome:.......................................................................................................................................................
.Idade:.............. Data de Nascimento:......../........ /.........
Endereço:....................................................../..................................................... Fone:..........................
Prontuário n°.:.................................................
Sexo: □ Masculino □ Feminino Cor: □ Leucoderma □ Melanoderma

EXAME e HISTÓRIA CLÍNICA :
□ Dor □ Edema □ Eritema

□ Exudação □ Purulenta 0 Hemorrágica

□ História antiga de traumatismo no local

□ História de drenagem no local

□ História de punção prévia no local

□ Uso de antíbióticoterapia ? Qual ?.....................................................................................
(não recomendar o uso de antibiótico ou antiinflamátório antes da coleta)

□ Uso de antiinflamatório ? Qual ?..............................................................................

□ Presença de tratamento endodôntico? O Favorável D Não favorável

□ Comprometimento da Lâmina Óssea 0 Vestibular 0 Lingual

Observações:...........................................................................................................................................

CARACTERÍSTICAS DA LESÃO:
Tamanho:......................................................... Tempo de Lesão:

Localização:
87654321 12345678 

8765432 1) 12345678
Imagem Radiográfica : □ Radiolúcida □ Radionar»Cirurgião “u<updca

Responsável:................ ................................... Fone: ....................................................... .............................................................

Diagnóstico Clínico:............................................................


