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RESUMO:

Objetivo: Citocinas e o0xido nitrico estdo envolvidas na patogénese das lesdes apicais. Q
proposito deste estudo foi avaliar a presenga de dxido nitrico e citocinas (INF-o, IFN-y,
TGF-$ ¢ 1L-4) em cistos ¢ granulomas periapicais, ¢ determinar a relagio entre estas
moléculas ¢ os sinais clinicos e radiograficos de cada paciente.

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

apicais e 17 cistos radiculares). Oxido nitrico e citocinas foram dosados pelos métodos de
GRIESS e ELISA (enzime linked immmunosorbent assay) respectivamente,

Resultados: TNF-oo foi detectado em 10% dos granulomas periapicais (valores ndo
detectaveis a 25 pg/g) € 41,2% dos tecidos de cistos radiculares (valores néo detectaveis a
25 pglg), IFN-y foi detectado em 70% das amostras de tecido cistico (valores nio
detectaveis a 50 pg/g), e em 10% dos granulomas (valores ndo detectaveis a 15 pg/g). Para
oxido nitrico encontramos 29% de amostras teciduais cisticas positivas (valores nio
detectaveis a 40 pg/g) e em granulomas 20% (valores ndo detectaveis 4 40 pg/g). IL-4 foi
detectada em 24% das amostras teciduais de cistos (valores ndo detectaveis a 25 pg/g.) e
nenhuma de granulomas. TGF- foi detectado em todas amostras teciduais de cistos (1250
pg/g a 2500 pg/g) e granulomas (2000 pg/g a 7500 pg/g). Quanto a sintomatologia
analisada, observamos niveis estatisticamente significantes de IFN-y ¢ IL-4 em pacientes
que apresentavam dor esponténea e/ou palpagdo, ¢ IFN-y, TNF-ou ¢ IL-4 em pacientes que
apresentavam aumento de volume. Quanto as lesdes que apresentavam imagens
radiografica difusa, observamos niveis significantes de 6xido nitrico.

Conclusdes: Oxido nitrico e citocinas (TNF-o, IFN-y, TGF-B e IL-4) estdo envolvidos na
patogenia das lesoes periapicais. Dessa forma, estariam auxiliando no processo

inflamatério e de reabsorgdo Ossea, bem como, nos sinais clinicos e radiograficos

caracteristicos destas lesoes.

Palavras chaves: citocinas, oxido nitrico, lesdes penapicais, cisto radicular, granuloma

periapical.




i
|
3
E

ABSTRACT:

Objectives: Citokines and nitric oxide have been involved in development of periapical
lesions. The aim of this study was eveluated the levels of nitric oxide and citokynes (TNF-
o, IFN-y, TGF-B and IL-4) in humam radicular cysts and granulomas and determine
possible associations between it and the clinical 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 levels

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

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

cysts tissue samples. TNF-o 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

pe/e to 7500 pg/g). No correlati
s. A statistical significant correlation was foud association

on could be found between cystic tissue and fluid samples

for citokynes and no level
between IFN-y and IL-4 levels

the lesions. The lesions with difus

nd tenderness and TNF-a, IFN-y and 1L-4 and swelling of

e radiographic limites were statiscally associated with

nitric oxide.

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

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

growth this lesions, as well as, of the bone resorption and syntoms that are characteristic
features of that lesions.
Key words: citokynes nitric oxide, periapical lesions, radicular cysts, periapical

granulomas.




1. INTRODUCAO:

O cisto radicular (KRAMER et af., 1991) é uma lesdo odontogénica inflamatoria

periapical, caracterizada pela presenga de uma cavidade patologica revestida por epitélio

pavimentoso estratificado, € tecido conjuntivo, contendo no seu interior, material liquido

ou semi-solido. Granulomas periapicais S&0 lesdes radiculares comuns que sdo

caracterizadas histopatologicamente como uma massa delimitada de resposta inflamatoria

cronica no tecido conectivo periapical (YANAGISAWA, 1980). Os maiores estimulos para

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

infeccdio da polpa necrotica € 0S antigenos gerados pela degradagio do tecido pulpar que

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

processo inflamatorio gerado estimularia a proliferagdo dos remanescentes epiteliais de

Malassez, resultantes da morfogénese da raiz, levando a formagdo do cisto radicular. Os

microorganismos que colonizam 0s canais radiculares sfio freqiientemente, mas n3o

exclusivamente, gram -negativos ¢ anaerobios obrigatorios. No crescimento do cisto

radicular, vérios fatores tém sido implicados, entre os quais: atividade proliferativa

e ) \“3%: s
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epitelial, desenvolvimento de uma pressdo hidrostatica na cavidade e a reabsorgdo dssea ¢
uma das conseqiiéncias danosas do seu desenvolvimento, podendo ser responsavel por
fraturas patologicas, parestesia e perda de elementos dentdrios (SILVA, 1995),

Pouco se conhece dos fatores envolvidos neste processo. Contudo, no ambiente da
inflamagdo periapical, sdo sintetizadas diferentes citocinas que, de um lado, atuam
mediando o processo inflamatodrio e, de outro, podem estar associadas ao processo de
reabsorgdio 6ssea local. Assim, sua presenga pode estar intimamente associada a destruicdo

do tecido 6sseo circunvizinho, tendo papel critico no crescimento da lesio cistica

(TAKEICHI et al., 1996).

Linfocitos CD;*, CDg", CD30", macréfagos, plasmocitos, mastocitos e eosinofilos
(YANAGISAWA, 1980; SMITH et al., 1987, TERONEN et al., 1996; CURY ef al., 1998)
e diferentes citocinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a, TGF-B ¢ GM-
CSF) tem sido encontradas em quantidades variadas, cujo significado na modulagdo do
processo inflamatorio ¢ na reabsorgdo Ossea necessita melhor avaliagdo (KOPP &
SCHWARTING, 1989, STASHENKO, 1990; EVANS & RALSTON, 1996, TAKEICHI et
al., 1996; KABASHIMA et al., 1998; CURY et al., 1998; LIN et al., 2000; GERVASIO er
al., 2002). Isto, em parte, repousa na analise conjunta de dados provenientes de estudos
experimentais (em animais), in vitro € de lesdes periapicais em humanos (CURY e al.,

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

2000; GERVASIO et al., 2002).

Componentes da parede celular bacteriana, em particular lipopolissacarideos de

bactérias gram negativas, reagem com monocitos/macrofagos, fibroblastos e outras células

do sistema imune. e levam a produgdo de citocinas prd inflamatorias, como: IL-1q, IL-1p,
2
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TNF-a, IL-6, € IL-8 ¢ também citocinas anti inflamatorias como TGF-B, IL-4 e IL-10
(DANIN et al., 2000).

Embora diferentes estudos em lesdes periapicais humanas associem a presenca
destas citocinas a mediagdo do crescimento e reabsor¢do Ossea na lesdo periapical em
humanos, h4 uma aparente auséncia de estudos que investiguem sua correlagio neste
modelo. Por outro lado, poucos estudos investigaram seu signifcado na sintomatologia das
lesGes periapicais (MATSUO et al., 1992; LIM et al., 1994). Os objetivos deste trabalho
foram identificar ¢ quantificar a presen¢a de IFN-y, TNFa, IL-4, TGF-B e 6xido nitrico,

relacionando suas identificacdes com sinais clinicos e radiograficos em pacientes com

lesdes periapicais humanas.




M
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA:

As lesdes inflamatorias periapicais cronicas sdo representadas principalmente por

granulomas e cistos periapicais, que s€ originam a partir de continuas estimulagdes

antigénicas provindas do canal radicular. Sdo caracterizadas histologicamente pela

presencga de tecido de granulagdo com infiltrados de células inflamatdrias mononucleares,

como mondcitos/macrofagos, linfocitos, plasmocitos, mastocitos e granulocitos (NILSEN

et al., 1984). A formagdo destas lesBes esta associada com perda 6ssea ao redor do dpice

radicular, resultando em areas radioliicidas que podem ser observadas radiograficamente.

Os granulomas periapicais a0 resultados de uma resposta inflamatdria local mediada por

infiltrado de células inflamatorias ¢ uma variedade de fatores, incluindo citocinas e 6xido

nitrico (KABASHIMA ef al., 1998). Os cistos radiculares sdo uma das lesdes mais comuns

dos maxilares (KRAMER ¢/ al, 1991). Sdo de origem odontogénica e inflamatoria,

situados na regido periapical dentéaria. Sdo caracterizados pela presenga de uma cavidade

patolégica revestida por epitélio, contendo no seu interior, material liquido ou semi-sélido.

Estruturalmente, a leséo cistica ¢ constituida por uma capsula, formada por tecido
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conjuntivo fibroso denso, permeado por infiltrado inflamatorio, em geral mononuclear, e
revestida, interiormente, por epitélio pavimentoso estratificado, néo queratinizado, com

graus variaveis de organizagdo (BROWNE, 1992). Os maiores estimulos para o

desenvolvimento do cisto radicular tém sido as endotoxinas bacterianas decorrentes da

infecgdo da polpa necrotica e dos antigenos gerados pela degradac@o do tecido pulpar que

suscitam uma resposta inflamatoria. Embora apresente comportamento benigno, seu

crescimento leva a destruigdo e comprometimento da integridade Ossea local. Ndo raro, o

cisto radicular permanece no tecido 0sseo apos a remogdo do dente afetado, sendo referido

entdo, como cisto residual (SHEAR, 1983).

Diferentes hipoteses sobre a patogénese do cisto radicular t€ém sido consideradas

na literatura (SHEAR, 1983; TORABINEJAD, 1983; HOENIG et al., 1991, BROWNE,

1992). A mais freqlientemente citada admite que inicialmente, haveria proliferagiio dos

remanescentes epiteliais de Malassez resultantes da morfogénese radicular, presentes junto

a abertura do forame periapical, formando um aglomerado celular solido (granuloma

apical). Num segundo momento, €m fungdo da necrose das células centrais, dar-se-ia a

formacdo da cavidade cistica. Residuos celulares, decorrentes da necrose central, seriam

responsaveis pelo desenvolvimento de uma pressdo osmotica diferenciada entre o meio

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

Lipopolissacarideo, produtos metabolicos, proteinas do soro (albumina e globulinas),

glicosaminoglicanas, proteoglicanas, glicoproteinas, colageno e enzimas proteoliticas
2

; " ) isti ntribuiriam par x
presentes na capsula € "filtradas" para O lumen cistico co u para a manutengdo

desta diferenca de pressao. A auséncia de drenagem linfatica no interior da cavidade

favoreceria o desenvolvimento de uma pressdo hidrostatica no interior da mesma, for¢ando
circunjacente, induzindo a ostedlise. O

as paredes da lesdo cistica contra O tecido 0sseo

TR WG, ST S




processo de reabsorcdo Ossea é uma das conseqiiéncias danosas do seu crescimento,
podendo ser responsavel por fraturas patoldgicas, parestesia e perda de elementos dentsrios
(SHEAR, 1983; SHAFER e/ al., 1985; SMITH et al., 1988; BROWNE, 1992).

No processo de formagdo ¢ crescimento da lesdo cistica, a resposta inflamatoria
parece ser fundamental (STASHENKO, 1990). Mediadores quimicos e da resposta 1mune,
ai liberados, exerceriam ndo sé um efeito blastogénico sobre o tecido epitelial, como
também atuariam na interface 6ssea, favorecendo fenémenos reparadores e de reabsorgdo
6ssea (TORABINEJAD, 1983; STASHENKO, 1990; BROWNE, 1992).

Em linhas gerais, 0S processos inflamatorios periapicais assumem caracteristicas
semelhantes aqueles desenvolvidos em outros locais do organismo. Os fenémenos
irritativos, que inicialmente tém lugar no tecido periapical, estdo associados a liberagdio de
substncias antigénicas teciduais e bacterianas (lipopolissacarideos, 4cido lipoteicéico,
peptideoglicanos), originada no curso da necrose ¢ infegdo pulpar (SHAFER et al., 1985;
TORABINEJAD, 1986; BROWNE, 1992; SELTZER & FARBER, 1994; SUNDQVIST,

1994; KURIHARA et al., 1995; MEGHIT et al., 1996).

A interagfio dos antigenos com 0s mecanismos de defesa do hospedeiro resultam
na liberacdo de mediadores celulares e plasmaticos, que induzem e modulam diferentes
fendmenos do processo inflamatorio na sua fase aguda, a saber: vasodilatagdo e aumento

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

enzimas lisossomais, prostaglandinas E, leucotrienos, C4, Ds, Es 0xido nitrico),

Quimiotaxia para células inflamatorias (fibrinopeptideos, leucotrienos, C5a), bem como

aqueles relacionados a fase cronica, onde 0s fendmenos imunoldgicos participam de forma
significativa. Neste sentido, ganha realce a participagio de diferentes tipos de citocinas no
processo de inter-ativagdo celular na mediagdo de fendmenos imunoldgicos celulares e
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humorais. Algumas delas com acdo litica direta ou indireta sobre og tecidos locajs
(TORABINEJAD er al, 1985; TORABINEJAD & KETTERING, 1985; HOENIG of al

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

A principal caracteristica da resposta inflamatéria na lesdo cistica & o seu carater
cronico. Este padrdo de resposta é basicamente determinado pela persisténcia do agente
agressor no ambiente periapical, em fun¢do de sua continua liberagsio a partir do conduto
radicular. Utilizando anticorpos monoclonais, Nilsen ef a/ (1984), identificaram a presenga
de linfocitos T, B, células natural killer (NK), plasmécitos e macrofagos. Os autores
encontraram uma relagdo de 2:1 entre os linfécitos CD, auxiliares e CDs citotéxicos,
Através de técnica imunohistoquimica, Matsuo et a/ (1992), demonstraram em tecidos de
8ranulomas e cistos periapicais humanos, a presenca 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 CDs* ou célula T
citot(')xica/supressora) e 10% de mondcitos ou macréfagos. Outros trabalhos tém
identificado linfocitos T e B como células predominantes em lesdes periapicais humanas
(TORABINEJAD & KETTERING, 1985; GAO et al., 1988; KABASHIMA ¢/ al., 1998)

desempenhando importante papel na resposta imune especifica celular e humoral,

Maior proporgio de linfocitos T auxiliares e células B tem sido relatado em lesges
Periapicais de dentes ndo tratados em relagdo as lesdes de dentes tratados

endodonticamente (ALAVI et al., 1998). A presenca destas células falaria a favor da

ocorréncia de fendémenos imunologicos associados a progressio da lesdo.

Estudando cistos radiculares, Silva (1995), encontrou uma predominancia de

plasmécitos no infiltrado inflamatério na maioria das lesdes cisticas, da ordem de 36,9%,

Neutrofilos corresponderam a 14%, linfocitos T 13%, macrofagos 10,2% e linfocitos B
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72%. Foram também observadas células de Langerhans na propor¢do de 2%. Os
resultados indicaram a participagdo tanto da resposta imune celular quanto da humoral na

patogénese das lesdes cicticas. Segundo Cury et al (1998), o estagio de desenvolvimento

cistico - atividade bioldgica ativa ou em Jaténcia - pode ser importante na determinagio do

tipo de resposta que poderia estar ocorrendo, porém ndo existem pardmetros clinicos que

possam expressar a atividade biologica das lesoes radiculares.

A maioria dos estudos envolvendo a marcagdo de linfocitos em lesdes periapicais

humanas, tém observado uma grande quantidade de células T no infiltrado inflamatério.

Estes estudos, tém demonstrado a importdncia de células T CD,;5¥ ¢ T CD¢" no

desenvolvimento inicial bem como, na perpetuagdo das lesoes pariapicais (AKAMINE er

al., 1994; STASHENKO e/ al., 1994). Em relagdo a linhagem de células T envolvidas nas

lesdes periapicais, Nilsen e al (1984), usando microscopia de imunofluerescéncia indireta,
encontraram que células T-auxiliares (células T CD;") foram mais abundantes do que
células T supressoras/citot(')xicas (células T CDs"). Walker et al (2000), encontraram maior
quantidade de células T CD," e células T CDg" em granulomas periapicais quando
comparados com Cistos radiculares, que se mostrou estatisticamente  significativa.
Entretanto, Rodini & Lara (2001), demonstraram, por imunohistoquimica, significativa
predominancia de células T CD," em cistos radiculares quando comparados com
4 + .
granulomas periapicais. Estes autores sugerem que células T CDg" gerariam um fendmeno
supressor durante a fase tardia da lesdo. Nesta fase, a cavidade cistica € formada por
mediadores quimicos ¢ & Jesio parece estabilizar com significantes periodos de

adiculares quanto em granulomas periapicais, a

quiescéncia. Desta forma, tanto em C1StOS I

sdo indicaria a prevengdo de uma excessiva

presenca de células T CDg" espalhadas pela le

resposta imune evitando a perda dental.
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A presenga de macrofagos nas Jesbes periapicais ¢ extremamente importante para

o desenvolvimento e perpetuagdo das reagoes inflamatorias. Todavia, sua freqiiéncia em

granulomas periapicais € em cistos radiculares tem variado. Os macrofagos teriam papéis

importantes tanto na fagocitose quanto na formagio de mediadores essenciais na ativagio

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

(2001), identificaram uma grande propor¢ao de macrofagos em cistos (28,6%) e em

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

CD,", células CD;" e macrofagos foram encontradas em quantidades significativamente

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

macrofagos seriam a primeira linha de defesa local, sendo responsaveis pela fagocitose e

produgio de prostaglandinas E, oxido nitico, enzimas e citocinas em resposta a bactérias do
canal radicular infectado. Citocinas como IL-1 (Interleucina-1) e TNF-o (Fator de Necrose
Tumoral-o) sdo conhecidas por estimular reabsorgdio 0ssea € inibir a reparagdo Ossea,
contribuindo para a expansdo de lesio (STASHENKO, 1990; EVANS & RALSTON,
1996). Além disso, macrofagos estariam envolvidos em alguns sinais clinicas e sintomas

caracteristicos de lesoes periapicais como inchago (edema) e sensibilidade a percussdo e

palpacdo (MATSUO et al., 1992).

Menor proporgdo de mastécitos tém sido encontrados tanto em cistos como em
granulomas apicais (PULVER e/ al., 1978, YANAGISAWA, 1980; STERN et al., 1981;
1987). Os mastocitos contém numerosos

KONTIAMEN et al., 1986; SMITH et al.,
grinulos citoplasmaticos que sdo liberados apos sua ativagdo. Estes grinulos contém

tor de ativagdo de plaquetas, mediadores quimiostaticos e

mediadores vasoativos (fa
algumas citocinas pré-inﬂamatérias como IL-3, IL-6 € TNF-a € anti-inflamatorias como
IL-4) (WONDER-FILIPOWICZ et al., 1989). Grande numero de mastocitos degranulados
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na area de expansdo cistica (borda da lesio cistica com a parede 0ssea) tem sido observado,

indicando intensa atividade destas células nesta regido (TERONEN et al., 1996).

Como foi brevemente revisto, tanto 0 granuloma como o cisto radicular, sdo

caracterizados por uma resposta inflamatoéria rica em mediadores ¢ células que medeiam

fendmenos imunoldgicos. Tem sido sugerido que estes fatores patrocinam o processo de

reabsorgio ossea, durante 0 crescimento das lesdes (STASHENKO, 1990; HOENIG et al.,

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

al., 1996).

CITOCINAS, OXIDO NITRICO E IMUNO-MODULACAO NA PATOGENIA DAS DOENCAS

PERIAPICAIS.
Outros mediadores da resposta imune especifica e inespecifica sdo as citocinas.

Estas proteinas soltveis atuam em vérios tipos celulares (pleiotropismo), com miltiplos e
diferentes efeitos, por vezes redundantes. Em geral, sdo sintetizadas em resposta a
estimulos inflamatorios € antigénicos, atuando localmente, de modo autdcrino ou paracrino,
por meio de ligagdo a receptores de alta afinidade existentes nas células-alvo. Podem atuar
como fatores de crescimento, como elo de ligacdo entre a imunidade especifica ¢ a
imunidade natural ou como reguladoras da magnitude da natureza das respostas imunes por

influenciar o crescimento € diferenciagdo de linfocitos (PAUL, 1998; ABBAS et al., 2000).

A partir de estudos das citocinas produzidas por clones de células T CD;" em

camundongo, Mosmann ¢/ al (1986), mostraram que haviam duas diferentes subpopulagdes
de células T que foram divididas em grupos baseados na fungdo e nos padrdes de secregdes
de citocinas. A subpopulagdo que produzia IL-2, IFN-y (Interferon-y) e linfotoxina foi
denominada Th;, enquanto 2 subpopulagio que produzia IL-4, IL-5, e IL-10 foi designada
como Th,. Posteriormente um terceiro grupo foi identificado, o Thy, com capacidade de
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produzir citocinas de ambos os tipos ¢ considerado como provavel precursor das

subpopulagdes Th; e Thy (FIRESTEIN et al., 1989; MOSMANN & MOORE, 1991;

VELLA & PEARCE, 1992). Sabe-se também que citocinas de c€lulas Th, e Th, podem

regular-se mutuamente, sendo exemplo disto o IFN-7, produzido por células Thy, que inibe

a proliferacdo de células Thy e produgdo de 1L-10, enquanto que citocinas produzidas por

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

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

Roberts (1998), conceituaram um outro subgrupo de linfocitos T denominado Ths, o qual

produz TGF-B (Fator de crescimento tumoral ) e parece estar envolvido em mecanismos

imunossupressores, enquanto Groux et al (1997), afirmaram existir uma subpopulagdo de

células CD," capazes de produzir IL-10 ¢ TGF-f3, mas ndo IL-4, que foi denominada Trl

(“T regulatory 17).
ionada com a resposta imune mediada por células,

A resposta Th; tem sido relac

enquanto a resposta Thy tem um envolvimento direto com a producdo de IgE, mediando a

inflamagdo ¢ caracterizando a resposta pela ativagao de
observa na asma, na resposta imune aos parasitas € a alguns fungos (MOSMANN e/ al.,

1986, ROBINSON et al., 1992; BARNER ¢/ al., 1998).

Nas lesoes periapicais, componentes  da parede celular de bactérias,
de Dbactérias gram negativa, reagem com

particularmente lipopolissacarideos

mondcitos/macrofagos, fibroblastos € outras células do sistema imune, levando a produgdo
de citocinas pr(’)-inﬂamat(’)rias, como IL-1a, IL-1B, TNF-o, IL-6 ¢ IL-8 € também citocinas
anti-inflamatorias como TGF-B 1L-4 ¢ IL-10 (DANIN et al., 2000).

A IL-1 possui as formas o € B com mesmo peso molecular, porém, somente 26%
de seqiidncias de aminoacidos nomologos (MARCH et al., 1985). A IL-1 ¢ estimuladora

mastocitos e eosinofilos como se -

TR RN T
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das células T e B atuando como mediadora de multiplos efeitos biologicos da resposta

imune de fase aguda como a febre, 0 aumento de neutrdfilos circulantes, sintese de

proteinas de fase aguda, catabolismo muscular, proliferagdo de fibroblastos, estimulago da

produgio de colagenase pelos fibroblastos e células sinoviais e produgdio de prostaglandina

por alguns tipos celulares como fibroblastos e osteoclastos.

Os osteoclastos sio células envolvidas no processo de reabsor¢do ossea (LOUTIT,

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

Submetidos a influéncia de estimulos apropriados 0 precursores se diferenciam em células
multinucleadas que expressam a enzima "fosfatase dcida resistente ao tartarato" (TRAP,
lartrate-resistant acid phasphatase)- Estudos tém mostrado a importdncia dos osteoblastos
na ativagio de osteoclastos, sendo a principal fonte de agentes moduladores do
comportamento ostoclastico, produzindo assim: PGs, 1L-1, TGF-B, e fatores estimulantes
de coldnias - CSF (GM-GSF, M-CSF) (VAES, 1988). Fosfatase alcalina ¢ um marcador
enzimatico de osteoblastos. Estudos tém demonstrado que TRAP e fosfatase alcalina estio
presentes em lesdes periapicais experimentais de ratos, onde os autores por metodos
histoquimicos propuseram um modelo experimental de reabsor¢ido/remodelagdo Ossea,
onde na fase inicial da lesdo haveria um aumento de preosteoclastos € a ativacdo destes em
osteoclastos, mediado por osteoblastos (fase de reabsorgdo). Em seguida, haveria uma fase
formagdo 0ssea, onde os osteoblastos agiriam na

de reversio seguida por uma fase de
{al., 1993).

remodelacio da lesdo (ANAN ¢
o fator de ativagdo de osteoclastos (OAF) foi

O principal componente d
cina IL-1p (STASHENKO, 1990) ¢ 4 ela estd

caracterizado como sendo idéntico 4 mono

sendo atribuida 60% ou mais do total da atividade de reabsorgdo oOssea. A agdo de IL-1 o,
TNF o. linfotoxinas (TNFpB) € a5 interagdes sinérgias entre elas sdo responsaveis pelo




restante da atividade do OAF (DEWHIRST ef al., 1985). TNFa e linfotoxinas sdo

primariamente mediadores ~ citot0Xicos produzidos por macrofagos ¢ linfécitos
2

respectivamente. TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria, com papel fundamental no

acimulo e maturagio de macrofagos (SILVA-TEIXEIRA et dl, 1998). Macrofagos

ativados secretam 1L-1 ¢ TNF-o que s30 capazes de estimular fibroblastos.

Tem sido observado, in vilro € in vivo, que IL-la, IL-1P e TNF-0. promovem

reabsorgdo Ossea (BERTOLINI et al., 1986). Estes mediadores estimulam a sintese de

prostaglandinas e a produc¢do de proteases por fibroblastos € osteoblastos. Estas citocinas

seriam de grande importancia na destrui¢do Ossea de doengas como periodontites ¢ artrites

reumatéides (MILLER & GRISHAM, 1995). Estudos tém mostrado que a citocina IL1-o

seria de grande importancia na destruicdo ossea da doenga periodontal por estar em maior

concentragfio no fluido gengival de pacientes analisados que apresentavam periodontite

avangada (STASHENKO e/ al., 1991).

enca de citocinas nos processos periapicais, Takeichi er al

Estudando a pres

1, IL-6 ¢ TNF-a no fluido periapical obtido via canal radicular.

(1996), pesquisaram IL-

enzimatica, os autores observaram altas concentragdes de 1L-la,

Utilizando a técnica imuno

TNF-o. Polimorfonucleares (PMNs) do fluido, isolados por

IL-IB e IL-6, mas ndo de

c. analisados atraves de reagdio de polimerase em cadeia (PCR),

gradiente de Ficoll-Hypaqu

mostraram positividade para as expressoes de RNAm para [L-To,, [L-1 e TNF-a. mas ndo

para IL-6.
broblastos de tecido gengival humano sadio com conteido de

Ao estimular fi
rvaram por ensaio imunoenzimatico, que esse

cistos radiculares, Honma ¢/ al (1998), obse
blastos 4 produgdo de IL-6 ¢ IL-8. Foi também

conteido foi capaz de estimular 08 fibro
observado, por hibridizagdo “in situ”, @ expressdo de IL-1 o, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-o

WRERUANS
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em macréfagos e em queratinocitos da parede epitelial do cisto radicular. Os autores

consideraram que IL-1 poderia estar relacionada com a indugdo da proliferacdo de

queratindcitos e fibroblastos, ativagdo de células T e células B e com a sua propria indugio.

A presenga de 1L-1 o, IL-1B e IL-6 foram observadas, no tecido epitelial de 12

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

endoteliais vasculares proximas ao epitélio cistico também expressaram IL-lo e IL-6 (6 € 8

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

TNFo e IL-8 em macrofagos, adjacentes a4 camada de células epiteliais. Esses achados

confirmam a presenga de duas citocinas importantes na modulagdo da reabsorgdo oOssea:

IL-1 e IL-6. Os autores sugeriram que a inibi¢do da sintese ou da atividade dessas citocinas

poders ter efeito benéfico na terapia destas lesoes.

Estudando expressdes génicas de citocinas responsavets pela reabsor¢do Ossea em
lesdes periapicais em ratos, Wang & Stashenco (1993), observaram que os niveis de
RNAm de IL-1a. e TNF-o apresentaram-se bastante aumentados durante os experimentos

enquanto que o nivel de [L-1B foi o mais baixo detectado. Os genes de IL-lo e TNF-a
também foram alfamente expressos no periodo relacionado com o crescimento destas

lesdes.
IFN-y produzido por células NK, célulasT CDg' € subclasses Th; de células T
in vitro, ser um importante modulador de

CD," (PAUL, 1998), tem sido observado,
reabsor¢io dssea osteoclastica (KABASHIMA et al., 1998). Entretanto, oS mecanismos
aramente definidos (HOFFMANN et df,

. ~ ~ ;v l
Iesponsaveis por esta modulagdo ndo estao ©
a das maiores proteases responsaveis pela

1987). Acredita-se, que Cathepsina K seja um
reabsorcio Gssea, pois encontra-se em abundancia em osteoclastos (LI er al., 1995).
Estudos tém demonstrado que JFN-y inibiria genes de osteoclastos, como da Cathepsina K.
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Com a finalidade de testar esta hipotese, Kamolmatyakul er al (2001), investigaram o

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

concluiram que IFN-y inibiria a reabsor¢do Ossea em parte, por modular a formagio

osteoclastica. Entretanto, o estagio preciso no qual esta citocina agiria ndo foi identificado.

A remodelaciio dssea € caracterizada por um continuo processo de formagio Ossea

mediado por osteoblastos € reabsor¢do Ossea mediada por osteoclastos. Em condig¢des

patolégicas de remodelagdio 0ssea, incluindo doengas como: osteosporose, osteoartrite,
doengas periodontais € artrite reumatoide, citocinas inflamatérias e mediadores locais sdo

responsaveis pelo aumento da reabsor¢do osteoclastica. Recentemente tem sido relatado

que citocinas pro-inflamatorias como TNF-o, IL-1-o¢ ¢ IFN-y funcionariam como
diretamente relacionados com

moduladores da remodelagdo dssea in vitro e in vivo estando

50 6ssea por regular a atividade de osteoclastos ¢ ostoblastos

0 processo de reabsorg

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

IFN-y combinado com TNF-o. e IL-1 super induz iNOS celular (CANNON et al.,
1998; TACHIBANA et al., 2000). O oxido nitrico (NO), ou monoxido de nitrogénio
conhecido apenas como um gas poluente nocivo,

Permaneceu durante muitas décadas
cos e ambientalistas (FUKUTO, 1995), até a sua

sendo alvo de interesse apenas de quit!
de forma endogena por células de mamiferos

descoberta como uma molécula gerada
¢ importante mediador biolégico tem recebido

(PALMER et al., 1988). Desde entdo, est
sentido do conhecimento de suas implicagdes

grande atengfio por parte de pesquisadores no
versas doengas © da sua relevdncia como mensageiro intra e

na fisiopatologia de di
sive imunologicos (MONCADA et al.,

) . - lu
intercelular liberado durante varios eventos, incl

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

através das acdes sintetizadoras de uma familia de enzimas coletivamente denominadas de

6xido nitrico sintases (NOS) (HIBBS et al., 1987). Essas enzimas deaminam a L-arginina

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

descrito trés isoformas de NOS que sd0 codificadas por genes separados € que requerem

indugdes distintas. Uma € 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 fisiologicos incluindo
a neurotransmissdo e a vasodilatagdo (PALMER et al., 1988; MONCADA et al., 1991). A

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

todos os tipos celulares apos estimulagdo (FORST ERMANN et al., 1995). Os principais
estimuladores das NOS que levam a uma produgdo acentuada de NO sdo as citocinas pro-
inflamatérias como o IFN-y, TNF-a ¢ a IL-1p e/ou produtos microbianos (LPS) (XIE et

al., 1992; TAKEICHI et al., 1998).
eiras biossintetizadas por células de

O NO ¢ uma das menores moléculas mensag

mamiferos biologicamente ativas, com pesoO molecular de 30 Da (KIECHLE &

MALINSKI, 1996). E um gds com niimero impar de elétrons, reage com atomos e outros
propriedades lipofilicas, sendo
embranas (MILLER & GRISHAM, 1995).

radicais livres, possul praticamente apolar, o que lhe
confere especial capacidade de difusdo pelas m
dia de 3-10 segundos), 0 NO reage rapidamente com

Sendo uma molécula instavel (vida mé
ido de nitrogénio) originando em seguida NO;" (nitrito) e

0 oxigénio formando NO, (diox
NO;™ (nitrato). Além disso combina-se com 2 hemoglobina, sabidamente um consumidor
na (KEILIN & HARTRE, 1937). Numerosos

natural de NO, para formar metahemoglob!
O ¢ um importante modulador em varios processos

estudos tém mostrado que © N
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patologicos: infecciosos, autoimunes e carcinogénese, por exemplo (KHAN et a/., 1997). A
ampla expressio de iINOS que ocorre em inflamagdes € infecgdes tem sido bem
caracterizada e aceita como um componente vital da resposta adaptativa do hospedeiro aos
estimulos nocivos (LIEW & COX, 1991). No entanto, ha evidéncias de que a inducio de
iNOS, em algumas condigdes fisiopatoldgicas, seja parte de uma ativagdo imune
descontrolada e deletéria, ja que a inibigdo da NOS pode exercer efeitos protetores nessas
condigdes. O papel da formagdo aumentada de NO tem sido investigado e discutido na
insuficiéncia circulatéria associada ao choque endotoxico e séptico (THIEMERMANN,
1994). na artrite reumatdide, osteoartrite, doenga periodontal (IALENTI ez al., 1992) e
recentemente na hipertensio portal (GADANO e al., 1999). Sabe-sc também que o seu
papel pode variar de acordo com O Processo patologico envolvido ¢ o tecido afetado

(HIRATA ef al., 2001).
No processo de reabsorgdo dssea, 0 NO parece exercer um efeito bifasico: em

e sobre a atividade osteoblastica; em baixas concentragdes, estimula

altas concentracdes, ag
o, IL-1-o e IFN-y (RAULSTON er al, 1995;

reabsor¢io ¢ssea induzida por T NEF-
KABASHIMA e al., 1998; TAKEICHI et al., 1998). Esses resultados indicam que NO

regularia o metabolismo de formagdo ¢ reabsorgdo 0sse
NO, juntamente com 0 IFN-y ¢ o TNF-a. parecem

a como um mediador central

induzido por citocinas. Neste contexto,
torio € da reabsor¢fio dssea nas

atuar de forma importante na mediagdo do processo inflama
1998; TAKEICHI et al., 1998; SUZUKI et al,

lesdes periapicais (KABASHIMA ¢/ al.,

2002),
m lesdes periapicais humanas, Takeichi es o/

Estudando a produgdo de iNOS ¢
nica de imunohistoquimica e imunofluerescéncia

(1999), analisaram lesdes cisticas pela tec
iNOS foi significativamente expressa em células

indireta, Os autores, observaram que
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epiteliais, endoteliais e fibroblastos. Este estudo também revelou a presenca de células

mononucleares que apresentaram co-imunomarcagdo para IFN-y e INOS. Leucdcitos ¢

macréfagos que se encontravam vizinhos aos vasos sangiliineos, mostraram-se positivos

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

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

locais distantes, desta forma, acredita-se que seja sintetizado localmente para que possa ser
envolvido na patologia € bioquimica das lesoes periapicais. Sendo assim, acredita-se que
sua agdio nas patologias periapicais esteja associada & sua produgdo local. Concluem os
autores, que lesdes periapicais associadas a infecgdo bacteriana, podem ser reguladas e
delicadamente balanceadas pela atividade biologica do NO.
Células T CD; positivas para IFN-y e macréfagos/mondcitos positivos para iNOS

foram observadas por Kabashima ef al (1998), no infiltrado inflamatério de lesdes

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

os através da inducdio de NO modulando o grau de

critico na ativagdo de macrofag
¢do de iNOS poderia ser precisamente controlada de

inflamagfio dessas lesdes. A produ
ulas produtoras de IFN-y nos cistos radiculares

forma autocrina ¢ pardquina em cél
modulagio da resposta imunoloégica das lesdes

humanos e teriam ainda um papel central na
Periapicais. Sendo assim, inibidores de NO poderiam ser usados via canal radicular como
tratamento farmacologico paraa climinagdo dessas lesoes (TAKEICHI et al., 1998).
ortante na inflamagao periapical ¢ TGF-P Possui trés isoformas

Outra citocina imp
TGF-B2 € TGF-P3 (MIYASAKA & HIRATA, 1997). Sdo

descritas em mamiferos: TGF-P1,
em forma latente € ativada por clivagem proteolitica

proteinas homodiméricas sintetizadas
por células T estimuladas por antigenos,

(OURSLER, 1994). TGF-p ¢ produzida

; LPS e alguns outros tipos celulares como eosindfilos e

Macrofagos ativados po
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fibroblastos. As células T que produzem TGFE-B produzem também IL-10 e IL-4 que como
o TGF-B, possuem atividade imunossupressora. Essa populagdo de células T regulatérias
que produzem estas citocinas sio denominadas Th; e pouco se sabe sobre elas (ABBAS er
al., 2000). Por ser um polipeptideo multifuncional, TGF-B pode ser liberado pela matriz

6ssea no processo de remodelagdo. A maioria dos estudos demonstram que esta citocina

inibe a formagdo e diferenciagdo osteoclastica por diminuir a producio de superdxidos e

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

por induzir sua diferenciagdo € aumentar a formagéo O0ssea mineralizada levando a

estimulagio osteobldstica e formagao de novo osso (BERTOLINI et al., 1986). TGF-f
aumenta a replicagdo celular € produgdo de matriz Ossea in vitro, € estimula a formaggo

o o efeito bifasico de TGF-3 no

Ossea in vivo. Estudos recentes, tém demonstrad

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

(CENTRELLA et al., 1991). Podemos

altas concentragdes, proporcionaria a inibi¢do
diversos efeitos inflamatorios nas respostas

observar que esta citocina € mediadora de
feragdo fibroblastica, sintese de fibras de tecido

hospedeiras como: estimulagdo de proli
ERYNCK, 1994). Tendo ainda papel crucial na

conjuntivo, e angiogencse local (D
o vasodilatadores potentes € estimulando a produgdo

regulacdo do tonus vascular, inibind
s maiores mediadores na cicatrizagdo de feridas nos

de vasoconstrictores, sendo um do
& HELDIN, 199

am TGF-p demonstraram deficiéncia em promover

tecidos bucais (M[YAZONE 2; YANG el al., 1996) Camundongos

deficientes de genes que codific
TERIO & ROBERTS, 1998) ¢ desenvolvimento dental

remodelagaio de feridas orais (LET

(WISE et al., 1998).
da em algumas doengas osteoliticas inflamatorias como

TGF-B; tem sido identifica
enca periodontal (WAHL et al., 1990; SKALERIC ef

osteoartrite, artrite reumat6ide © do
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al., 1997). Entretanto, pouco se sabe do papel de TGF-B na patogEnese destas lesdes (LIN

et al., 2000). Discutindo 0 papel das citocinas na patogénese de lesdes periapicais

Stashenko er al (1991), salientaram que TGF-B poderia ter importante papel no

recrutamento e estimulagdo de osteoblastos para 0 processo de formagfio Ossea reparativa

em lesdes periapicais.

Por meio de técnica de hibridizagdo in situ € imunohistoquimica, Tyler et al

(1999), observaram TGF- 3 em todos os casos estudados de lesdes periapicais humanas (9

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

infiltrados de eosinéfilos, conjugados com outros tipos celulares como fibroblastos,

linfocitos e mondcitos. Através deste estudo, concluiu-se que esta citocina pode estar

associada com a regulagdo da inflamagao € deposicﬁo/remodelacﬁo de matriz extracelular

favorecendo uma redugdo na reabsorgdo 0ssea no perapice.

A presenga de TNF-o ¢ TGF-p em patologias periapicais humanas por meio de

por Danin et al (2000). Observaram uma grande

técnica imunoenzimatica foi avaliada
coes de TGF-B (21 de 25 lesdes). No entanto, a

porcentagem de lesdes com altas concentra
s amostras. Os autores observaram TNF-

presenca de TNF-o. foi detectado ¢m somente dua
o em baixas Concentraqaes e discutem a pOSSibilidade deSta CitOCina estar presente em
9y

SA ndo pode detectar, devido a sensibilidade do teste.

outras amostras, as quais O ELI
to de que altas concentragdes de TGF-B foram

Chamam também atengdo para © fa
ores, explicado possivelmente pela presenga de

detectadas em lesdes com didmetros mai

maior nimero de células produtoras de TGF-P.

O desenvolvimento experimental de lesoes periapicais induzidas em ratos foi
analisada por Lin ¢f al (2000). Nestas lesoes, observaram macrofagos e células
expressando TGF-fBi1, na fase inicial (aguda) € tardia (cronica) das lesdes.
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Interessantemente, observaram quée na fase aguda, caracterizada pela reabsor¢do dssea
2

macrofagos apresentavam-se positivos para TGF-PB,, enquanto que, osteoblastos ndo
apresentavam reatividade para esta citocina.  Entretanto, na fase tardia somente
osteoblastos apresentaram-se positivos para TGF-B;. Os autores concluiram que os

macréfagos estariam envolvidos no processo inicial e de desenvolvimento das lesdes, e que

TGF-B,, produzido por macrofagos € osteoblastos, teriam papel duplo tanto na reabsorgio

0ssea quanto na formagdo 0ssea reparativa em lesoes periapicais experimentais.
IL-4 é uma citocina produzida principalmente por células Thy, mastocitos e
ulagdo de células B promovendo

basofilos. Possuem varias agoes biologicas como a estim

um “switching” de classe para IgE, estimular o desenvolvimento de células T CD," a se
diferenciarem em células Thy € inibicdo de ativagdo de macrofagos (ABBAS ef al., 2000).

-y exerceriam efeitos inibitorios na reabsorgdo Ossea por

Tem sido estudado que IL-4 € IFN
WEN & MUNDY, 1986; WATANABLE e

gerar efeitos negativos em osteoclastos (GO
pressio de fosfatase alcalina e colageno tipo I, além de

al., 1990). IL-4 estimula a eX
eina da matriz 0ssea, cm osteoblastos, levando a

estimular a sintese de osteocalcina, prot

mineralizagio (UENO ef al., 1992; RIANCHO et dl., 1993).

m lesoes periapicais e seus efeitos antiinflamatorios séio

[L-4 tem sido encontrada ¢
processo de remodelagdio 0ssea no peridpice

descritos como essenciais na modulagdo do

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

Estudando a expressdo de diver.
periapicais, Walker et al (2000), observaram que a citocina IL-4 aparecia em maiores
ranulomas devido a maior quantidade de células T

quantidades em cistos do qu€ em §
papel de citocinas como IL-4 e IL-10 como

O autor atribuiu 0

presentes naquelas lesoes.
omo moduladoras da atividade da doenga.

nibidoras da inflamagao, agindo €
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Assim observamos que, a modulagio da resposta inflamatoria periapical ¢ a
remodelagio Ossea decorrente s30 processos complexos regulados por hormdnios
sistémicos e fatores locais. A sintese, ativagdo € 0s efeitos dos fatores locais tém uma acio

direta no metabolismo celular € modificam a replicagio ¢ fungdes de diferenciacgiio de

osteoclastos e osteoblastos (FAVUS, 1996).



3. OBJETIVOS:

Identificar e quantificar, comparativamente, a presenca das citocinas [FN-y, TNF-

o, IL-4 e TGF-f no liquido e tecido de cistos radiculares e em granulomas apicais

humanos comparados com tecidos controles.

Identificar e quantificar metabolitos de NO em liquido ¢ tecidos de cistos radiculares e

tecidos de granulomas apicais humanos comparados com tecidos controles.
Identificar associagdes entre sintomas € sinais clinicos ¢ radiograficos associados ds

lesdes e a presenga de [FN-Y, TNF-o, [L-4, TGF-f ¢ NO.
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4. MATERIAIS E METODOS :

A determinagdo e quantificacdo da presenga de citocinas no tecido (granulomas e

cistos radiculares) das lesdes periapicais foram realizadas

cistos radiculares) e liquido (
através da técnica imunoenzimatica (ELISA- Engzime-linked immunosorbent assay). Para

as linhas seguintes, O nimero ¢ tipo de amostras utilizadas,

smas, 0s reagentes necessarios para a realizagio da

tanto, estardo descritos n
Critérios de coleta e selegdo das me

técnica, bem como, sua sequiéncia.

desde a coleta das amostras até a obtengdo dos resultados do

Todos procedimentos
s de acordo com as medidas de biosseguranga em

ensaio imunoenzimatico, foram realizado
laboratérios (CHAVES—BORGES & MINEO, 1997).
O projeto de pesquisa foi desenvolvido sob prévia analise e aprovagdo pelo

ica em Pesquisa [CIEP 053/2001 (Anexo DI.

Comité Institucional de Bt
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4.1- Casuistica

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

Periapicais, extraidas cirurgicamente, das quais foram aproveitados fragmentos teciduais

frescos ¢ o contetdo liquido dos cistos radiculares.

Os pacientes foram selecionados de acordo com os seguintes critérios: 1) ter uma
Ou mais lesdes Osseas periapicais, diagnosticadas a partir de exame clinico em que se
constatava necrose da polpa dental ou tratamento endodontico e imagem radiolucida
periapical, sugerindo lesdo periapical inflamatoria (lesio periapical verdadeira); 2)
apresentar-se em boas condigdes de saude, sem estar fazendo uso de antibioticoterapia ¢

antiinflamatoérios por, no minimo, 6 Meses; 3) consentir em participar da pesquisa através

da assinatura do “Termo de Consentimento” (Anexo 1).
Os pacientes foram atendidos e submetidos a cirurgias parendoddnticas ou

istectomias no Hospital Odontologico da Universidade Federal de Uberlandia (FOUFU),

Uberlandia, MG, na Policlinica Odontologica da Universidade de Uberaba (UNIUBE),

Uberaba, MG. e clinicas particulares de Itumbiara (GO), Uberaba (MG) e Uberlandia

(MG),

Apods a remogdo cirirgica, as amostras foram selecionadas segundo o diagndstico
especifico de cisto radicular e granuloma periapical, por meio de exame andtomo-
patolégico, realizado no Laboratorio de Patologia da Universidade Federal de Uberlandia,
segundo os critérios estabelecidos pela OMS (KRAMER e/ al., 1991).
constituido por 10 pacientes com indicacio

O grupo controle negativo fol
rceiros molares higidos inclusos, dos quais foram

Cirlirgica apropriada para extragao de te
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B ’
(BARKHOLDAR e al., 1999; GERVASIO et al., 2002).

42- ses clini
2- Informagdes clinicas

Foram coletadas informagdes clinicas referentes a idade e sexo dos pacient
ientes,

tratamento endoddntico prévio, localizagdo das lesoes, sintomatologia (dor espontdnea ou a
palpagdio), presena de aumento de volume e eritema. Tomadas radiogréficas periapicais
foram realizadas para avaliar a dimensdo das lesoes (maior didmetro) e seus limites
(definidos-imagem radiollicida com borda delimitada, ou difusos- imagem radiolicida sem
borda delimitada), além de presenga de tratamento endodéntico prévio. (Anexo III)

4.3- Coleta das Amostras

A coleta das amostras foi realizada no periodo de Junho de 2001 a Junho de 2002

teciduais “frescos” de granulomas ¢ Cistos radiculares. Das

F
oram coletados fragmentos
de liquido cistico por meio de pungdo aspirativa

lesdes cisti ,
sdes cisticas, foram extraidos amostras
s amostras podem set sumarizados como segue:

Os procedimentos de coleta da
uma seringa descartavel de 5ml com agulha

L. ~ o -

Pungdo aspirativa, utilizando-s€

), retirando-se, em uma s6 pungdo, o
2

eclon Dickinson, USA

hipodérmica 25x6 ou 25x7 (B
As amostras nas quais houve presenca de sangue

\

m " , . ’ . r
aior volume de liquido cistico possivel.
taminante), foram submetidas a

utro constituinte con

ou x

secregdo purulenta (ou ©
or 10 minuios, imediatamente apo

p pos a coleta, para

centrifugagiio refrigerada, a 2000g

obtencdo de sobrenadante Jimpido.
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2. Transferéncia imediata do liquido aspirado ou sobrenadante para um tubo de

0 ’
congelamento (freezing vial, Nunc, USA) e armazenamento a -70°C , até o momento da

realizagfio dos ensaios imunoenzimaticos.

3. Remogio de um ou mais fragmentos de tecido cistico ¢ de granulomas, que foram

devidamente picotados e acondicionados em tubos do tipo eppendorf (Biolog, Brasil) e

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

4. Fixagdo do restante da lesdo em formol tamponado a 10% por 24 horas. Estes

fragmentos foram posteriormente incluidos em parafina para obten¢do de secgbes

histolégicas de aproximadamente Spm de espessura ¢, entdo, coradas pela técnica de

hematoxilina e eosina (H/E) para confirmagao histologica dos diagnosticos clinico-

Tadiograficos das lesoes.
xtraidos cirurgicamente, os dentes

Para obtengdo das polpas dos dentes inclusos €
énio liquido ¢ imediatamente fragmentados por tragfio

foram congelados a -196°C em nitrog
m colhidos com cureta odontoldgica, e

mecanica interradicular. Os tecidos pulpares fora
vaials. As aliquotas foram congeladas a -70°C e

foram em seguida aliquotados em
as amostras (tecido e liquido cistico,

Processadas no momento do €nsaio. Todas
ram devidamente etiquetadas ¢ identificadas para melhor

granulomas e tecidos controles) fo

Controle dos dados obtidos.

4.4 Processamento das amostras teciduais

cinas e NO foram realizadas a partir de sua

A identificagiio e quantificagdo das cito
extragio tecidual com a obtengdo de um homogeneizado liquido apropriado para a
ecidua
ctodologia empregada seguiu parimetros

. i N rel . A m
utilizagio da  técnica jmunoenzimatica



30

previamente descritos (HOENIG et al., 1991; STASHENKO et al,, 1991; MEGHIJ, et i,
1996, ENRIQUEZ & RIGGS, 1998; GEMMELL & SEYMOUR, 1998; GERVASIO ef al.,
2002), atentando para a padronizagdo das condigdes ideais de trabalho. Apds o
descongelamento das amostras, os tecidos ji previamente picotados com auxilio de um
bisturi foram aliquotados em tubos tipo eppendorf” de 1,8 ml, em quatidades previamente

pesadas em uma balanga eletronica de alta precisdo (BPB Models — Boeco, USA).
Para cada amostra aliquotada foram realizados os seguintes procedimentos:

Um tampdo de extragio que contendo 50 ml de PBS, 5mg de detergente Zwittergent
(Calbiochem, USA) e 10 mg de coquetel de inibidores de proteases (Complete, Bochringer

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

pesadas.
pio foram colocados em tubos tipo eppendorf de

® O tecido juntamente com O tam
te com auxilio de pestilos plasticos (Sigma Mota

1,8 ml cada e macerados mecanicamen

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

As amostras foram incubadas por 60 minutos em banho de

(I“anem - SP Brasil),

10 minutos a 4°C;
¢ Centrifugagio das amostras a 2000g por 101 ;
® Coleta do sobernadante € armazenamento €m tubos tipo eppendorf em freezer de
0°C até o momento da realizagdo dos ensaios imunoenzimaticos. Ao

temperatura -7
30 as amostras, observou-se sempre a propor¢do de 1:10,

adicionar-se o tampdo de extra¢
ou seja, Iml da solugdo de extragdo para 0,1 g de tecido analisado.
s de tecido de cistos € de granulomas, foram testadas,

Além das amostra
granulomas, denominadas de granulomas controles,

Paralelamente, outras amostras de
am acrescentadas concentragdes

; ita. For
Processados da mesma forma anteriormente descrita. F



conhecidas de rhTNF-a, rhIFN-y, thTGF-f e rhiL-4 considerando estes como controles

Positivos para verificar se a metodologia de extragdo das citocinas ndo induziria perda

protéica.
O processamento dos tecidos pulpares utilizados como controle negativo foj

similar ao das amostras anteriormente descritas.

4.5- Processamento de liquido cistico

As amostras de liquido cistico, ndo diluidas, foram analisadas sem nenhum

Processamento prévio, salvo a centrifugagdo, quando necessara, devido & presenca de

€xudato (purulento ou sangue).

4.6- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) padriio para detecgao das citocinas IFN-y,
TNF-0, IL-4 ¢ TGF-f

uido cisticos bem como de granulomas ¢ tecidos

As amostras de tecido e liq
TNF-a, TGF-B € IL-4 por

5o das citocinas IFN-y,
controles foram analisadas para detecgao das citocinas ¥

' T ino sandwich.
Me1o de ensaio imunoenzimatico (ELISA) tipo sd

nos sobrenadantes ¢ liquido cistico foram dosadas
es

As citocinas present

NC - Max
Utilizando-se placas com 96 pogos de fundo chato (NU.
rimario monoclonal [IFN-y -

isorp, Rochester, NY,

icorpo
USA). as placas foram sensibilizadas com 50pl de anticorpo p
o - PharMingem, San Diego, CA, USA (1pg/ml), IL-4 —

Mabtech, Suécia (1pg/ml), TNF-
- R&D Systems’ MinneaPOIiS, MN: USA (O>2ug/ml)]

Mabtech, Suécia (1pg/mb), TGF-B1
«overnight” a 4’ C. Posteriormente foram lavadas

®m tampao de sensibilizagdo (pH=9,4),
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com PBS/Tween a 0,05% em lavadora automatica, bloqueadas com 200ul de PBS/BSA

2% (4 horas/temperatura ambiente) e lavadas novamente com PBS/Tween 0,05%. As
amostras dos sobrenadantes teciduais e liquido cistico, diluidas 1:1 em PBS/BSA 1%,
foram adicionadas as placas e, paralelamente, realizada a curva padrio com diluigdo dupla
seriada da respectiva citocina recombinante. [IFN-y (1000pg/ml), TNF-a, (1000 pg/mi), 1L~
4 (1000 pg/ml), TGF-B; (2000pg/ml — 315 pg/ml)]. As amostras juntamente com a curva
padrio foram incubadas “overnight” a 4’ C. Os pogos foram entfio lavadas com PBS/Tween
20 a 0,05 % e distribuiu-se posteriormente 100ul/pogo de anticorpo secundario monoclonal
[[FN-y - Mabtech, Suécia (0,5mg/ml), TNF-a. - PharMingem, San Diego, CA, USA
(1lmg/ml), 1L-4 - Mabtech, Suécia (Img/ml), TGF-B, biotinilado, Mabtech, Suécia
(0,2pug/ml)] permanecendo por duas horas & temperatura ambiente ¢ lavando-se
subseqiientemente, com solugdo de PBS/Tween 4 0,05%. Apos esta etapa, pipetou-se 100
ul/pogo de fosfatase alcalina conjugada a estreptavidina (0,5ul/ml em solugdo de PBS/BSA
1%), permanecendo por duas horas a temperatura ambiente. Posteriormente as placas
foram lavadas com solu¢io de PBS/Tween a 0,05%, adicionando-se, em seguida,
100ul/pogo do substrato indutor de atividade enzimatica (pNpp — p-nitrophenyl fosfato —
Sigma Chemical Co, San Diego, CA, USA). A absorbancia foi medida a 405 nm (Biorad
2550 Reader EIA., USA). A sensibilidade dos testes foram de 5 pg/ml para IFN-y ¢ 10

pg/ml para TNF-a, 1L-4 ¢ TGF-B,.

As amostras foram dosadas em duplicata. Para a detecgdo de TGF-P ativo e
latente foi necessario que acidificdssemos e posteriormente neutralizassemos o
sobrenadante das amostras, de acordo com as instrugdes do fabricante (R & D Sytems,

Minneapolis, MN, USA) . Dessa forma, seguimos o seguinte protocolo de acidificagfio ¢

neutralizagdo dos sobrenadantes;
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¢ Adigdo de 1,5 pl/pogo de HCI 3 M em 100 nul de sobrenadante;

* Deixar 15 minutos & temperatura ambiente;

* Adigio de 6 pl/pogo de tampdo de neutralizagdo composto por 15 pul de NaOH - 6 N ¢

IM de HEPES (V/V).

Apos estes procedimentos, seguimos, normalmente, o protocolo de detecglio de

TGF-, como anteriormente descrito.

4.7- Dosagem de nitrito/nitrato pela rea¢iio de GRIESS

A concentragdo de nitrito/nitrato foi determinada pela reagio de Griess, (GREEN
et al., 1982), apos redugdo enzimatica de nitrato a nitrito com a enzima nitrato redutase em
solugiio de redugiio. Para tal reagio foram utilizadas placas de 96 pogos de fundo chato

(Nunc-Masxsorp, Rochester, NY, USA) onde foram depositados 50ul de cada amostra em
duplicata. A redugdo do nitrato nas amostras de sobrenadantes e liquido cistico foram feitas

a 37°C, “overnight”, com a subseqiente detecgdo do nitrito com 50ul de reagente de Griess

(preparado pela mistura de volumes iguais de sulfanilamida a 1% em H3PO, 2 2,5% ¢ 0,1%

de naftiletilenodiamida em H20), incubado-se a temperatura ambiente por dez minutos. A

absorbancia foi medida a 540nm usando um leitor automatico de microplacas (Biorad 2550

reader eia., USA). As concentragdes de nitrito foram calculadas por extrapola¢do para uma

curva padrio de NaNO; € 08 dados expressos em pmoles de nitrito e nitrato.

Para que fosse possivel a detecgdo de nitrito nas amostras de tecido cistico, foi

acrescentada cido tricloro-acético (TCA) a 10% com posterior centrifugacio a 2000g por

5 minutos para remogao do precipitado protéico e realizagio da reagdo de Griess como

1IVERGSIBADE FFDERAL BE UBE
BislLIOTENA RLANDIA
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mencionada anteriormente. Esse procedimento foi realizado da mesma forma para as

amostras controle.

4.8- Expressio dos resultados

Os niveis de reatividade das citocinas foram expressos como uma relagiio entre a
concentragdo protéica e o peso do fragmento estudado. Cada 0,1 grama de tecido foi
convertido em 1ml de sobrenadante; os valores de absorbidncia assim obtidos foram
convertidos em pg/ml, representando uma concentragdo relacionada a cada 0,1g 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
concentragdes destes mediadores presentes nos tecidos das lesdes cisticas e granulomas. Os

resultados referentes ao liquido cistico permaneceram em pg/ml.

4.9- Analise estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados pelo aplicativo Statview. Apos
analise de normalidade, foram utilizados testes nfio paramétricos (Mann-Whitney ¢
Kruskal-Wallis) e anilises de correlagio (Spearman, para varidveis continuas e Qui

2 e . sy P . . A e . -
quadrado (x”), para variaveis nominais). O nivel de significancia estabelecido foi para

p< 0,05.
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As principais caracteristicas clinico-radiograficas dos casos analisados neste

estudo estio distribuidos na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribui¢do dos aspectos clinico-radiograficos de 17 cistos radiculares e 30

granulomas periapicais incluidos neste estudo.

Granuloma Cisto radicular Total
apical
Sexo
Masculino 15 9 24
Feminino 15 8 73
Idade média 38,8 anos 35,5 anos 36,9 anos
Localizagdo
Mandibula I 2 13
Maxila 19 15 34
Edema 0 13 13
Eritema 1 1 o)
Tratamento endoddntico 0 14 14
Dor a palpagdo e/ou esponténea ] 13 14
Dimensdo da lesio 0,2-1,0cm/ 0,5 1,5-8,0 cm/ 3,5
(variagio/média) cm cm
Limites radiograficos
Difusos 5 4 9
Definidos 25 13 38

Nos cistos radiculares, detectamos sete amostras teciduais positivas para TNF-q,

(7/17, 41,2%) e quatro amostras (4/17, 23%) de liquido cistico positivas para esta citocina,

nos granulomas, encontramos somente trés amostras positivas (3/30, 10%). IFN-y foi

detectado em doze amostras (12/17, 70%) de tecidos cisticos, no liquido cistico foram

observadas oito amostras (8/17, 47%) positivas € N0s granulomas somente trés também
foram positivas (3/30 10%). Ao analisarmos a positividade de oOxido nitrico em

granulomas ¢ cistos radiculares, detectamos poucas amostras positivas para este mediador

inflamatério. Entretanto, enconramos cinco amostras (5/17, 29%) teciduais cisticas
. 2

T




positivas para NO, ¢ no liquido, constatamos somente duas amostras (2/17, 12%) positivas;
em granulomas apicais

[nteressantemente, a Cito

de cistos radiculares e trés (3/17, 18%) de liquido cistico. Entretanto, ndo foi detectada em

nenhuma amostra de g

amostras teciduais de cistos ¢ granulomas ¢ de liquido cistico mostraram-se¢ positivas para

esta citocina (Figura 1).

120%
100%1
80%
60%-
40%

20%

0%-

m Tecido cistico

B 1L.iquido cistico

Ld Tecido granuloma

IEN-y TNF-a TGF-p NO et

igura | Porcentagem de casos reativos para NO ¢
Fioura |. ) i i
itocinas em tecido € liquido de cistos radiculares

citocine ¢

granulomas periapicals humanos.

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

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

ranulomas apicais. Em relagao a detecgdo da citocina TGE-f3, todas

T TmamTRIE ST
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Nos tecidos cisticos, 6 casos foram reativas concomitantemente para TNF-o e

IFN-y. Deste grupo, ou s€ja, dos 6 casos coincidentes para TNF-o ¢ IFN-y, apenas dois

foram reativos para NO. Das 17 lesoes cisticas analisadas para IL-4, nenhuma foi positiva

para TNF-o e IFN-y (Tabela 2). Em relagdo aos granulomas apicais, as trés amostras

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

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

quando comparadas com as les0cs cisticas (6/17).

Tabela 2. Distribuigdo das amostras de tecido e liquido
co, reativas e ndo reativas para as citocinas TNF-q,

cisti
IFN-y , TGF—, 11.-4 e Oxido nitrico.
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A citocina IFN-y foi encontrada em nivels aumentados nos cistos radiculares

quando comparados com granulomas apicais (p<0,05). Os valores das concentragdes
encontradas em granulomas apicais variaram de 0 a 15 pg/g; enquanto que para os cistos,
estas concentragdes permaneceram entre 0 e 50 pg/g (mediana igual a 10 pg/g). Entretanto,

para a citocina TNF-o. ndo obtivemos diferengas estatisticamente significantes quando

' | s ‘ & I 1cais Par: 'l‘Nl:'(x as

concentragdes em granulomas variaram de 0 a 25 pg/g e em cistos de 0 4 25 pg/g (Figura

2).
*
407
30’ B cistos
%'2 207 1 Il granulomas
& Il controle
107

do cistico e granulomas apicais foram
e TNE- FN- ido d
_ EIE para a quantificagao de IN! * & IL‘N IY ;‘10 :]ec. tt;
analisados por i comparados com tecidos  CISHCOS. - din ao/ oru?n:
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Quando comparamos os niveis teciduais de oxido nitrico em cistos (variac¢do de 0
), ndo percebemos diferengas cstatisticamente

a
40 p/g) ¢ em granulomas (0 a 40 pg/g
mente duas amostras

Significanteg (p>0,05). No liquido cistico foram determinados o

POsitivas para NO, com valores de 26 € 35 pg/ml.

Os valores detectaveis para L-4 nos cistos radiculares variaram de 0 a 25 pg/g.
St citocing fof positiva somente em CIstos radiculares, desta forma obtivemos uma
quando comparados com granulomas

dife _ )
“IeN¢a estatisticamente significante (p<0,05)

Aicaic (o
Picais (Figyra 4),

Ao comparamos 0s niveis teciduais das concentragdes da citocina [GF-B, entre
amos que T GF-f apresentou-se  €m maiores

gra . ..
Mlomas e cistos apicais, oObserv
s valores para esta citocina variaram de 2000

Co ~
fcentragdes em granulomas (p<0,05). O
m mediana de 5500 pg/g. Para os cistos

- 1250 pg/g @ 2500 pg/g de tecido, com

radj :
Culares, estas concentragdes variaram ©

Mediang :
“diana igyal 4 1750 pg/g (Figura 5).
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Em
relagdo a
o TGF-
e -3, [vamos uma maior concentraqﬁo dest
os tecidos ci i B
S ~
cisticos quando comparados com liquido cistico (p<0 05
). A
a no liquido atingiu valores iguais a 4000 pg/ml
e

concen
tracho MAXi
acdio maxima desta citocin
jgual 2 500 pg/m! (Figura 6).

Minim
ade
250 pg/ml com mediana

Grafi
i ,
co 6. COmparaqﬁo entre 05 niveis ¢©
anos. A linha horizonta
1 de 25% @ 75% € @ linha

de
medClStOS radiculares
i A
ana, a barra a dlS [ibuigdo ¢ ercentil
.. Difere en¢d estatisticamente signiﬁcante * p<

:/)e(;tlcal de 10% a
U5 (Mann-Whntney)
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Foram avaliados 08 sinais clinicos € radiograficos dos pacientes. dor a palpagao
esenga de tratamento endodontico, limites €

e/
ou espontanea, aumento de volume, Pr

dimensdo das imagens radiogréﬁcas. Lesoes que apresemdrdm niveis de reatividade mais
ente a presenca de sintomatologia

tlevados de IFN-y e 11.-4 associaram-5€ significativam

dolorosa a palpagiio e/ou espontanea (p<0.05) (Fig

ura 7). Fol também observado que a

ativamente associada a presenca de 1L-4,

Presenca de aumento de volume estava signifc

TNF- e IFN-y (p<0,05) (Figura 8).
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(X@ﬂr:slhﬁ()mmm fepre‘sje.;npcrccnb = % :
significante dis l d(:: % 9.0%3, pDiferengd
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Figura 8. Os pacientes foram agrupados de acordo com o
pacientes que apresentavam

tipo de sintomatologia,
apresentavam

inchago (vermelho) e aqueles que ndo _
(azul); A linha horizontal representa a mediana, a barra a

significante distribuigdo de percentil de 25% a 75% e a
linha vertical de 10% a 90%. Diferenga estatisticamente *

p<0,05 (Mann Whitney).

Analisando os achados radiograficos de cada paciente, observamos associagdes
e

Cstatisticamente significantes para IFN-y € IL-4 em pacientes que apresentavam tratamento
endodéntico prévio (Figura 9). Por outro lado, apenas a presenga de 0xido nitrico pode ser

estatisticamente associada a linha de reabsor¢do ossea difusa ao redor das lesges apicais
sticam as

(Figura 10).
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Figura 9. Os pacientes foram agrupados de acordo com
os achados radiograficos; pacientes que apresentavam
tratamento endodontico (Ve"melho.) b R 1
apresentavam (azul). A linha horizontal representa a
mediana, a barra a distribui¢do de percentil de' ‘25% 4
75% e a linha vertical de 10% a 90%. Diferenca
estatisticamente  significante  * = p<0,05  (Mann
Whitney).
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significante * p<0,03 (Mamn[WIHARY:

quanto as sintomatologias (dor epontanea

A citocina TGF-f tambeém foi analisada

jume) e radiografias (tratamento endodontico ¢ imagem
volul

¢/ou 4 palpagdo e aumento de |
iveis de deteccdo foram em escalas mais elevadas
n Qe

10g14 us

radiografica), no entanto, cOMO se d |
s ndo foram colocados nos graf

[ alisadas, seus resultados ndo foram colocadc graficos
que as demais moléculas an ;
' ~ analise estatistica para TGF-3, na
' pesar de realisarmos @ analise estatistica p B, nio
anteriores. Sendo assim,
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observamos resultados estatisticamente significantes para a mesma em relagdo aos itens

] a dos.
analisados, dessa forma, seus graficos ndo foram apresenta

A correlagdo entre dor espontanea e/ou & palpagio e aspectos histoldgicos da lesio

2
) . . X°), bem como, a
(granulomas e cistos radiulares) fol realizado pelo teste de qui quadrado (x°)

tologicos da lesdo e tratamento endoddntico ¢
co 5 e aspectos histologicos
rrelagio entre edema sp

a a 13 casos de
aspectos histologicos da lesdo. Houve dor espontdnea e/ou palpagio em 4
ctos his ,

' ' éncia de dor
pacient lesio cistica e 1 caso de paciente com granuloma apical. A ausé
acientes com lesa

foi observada em 33 casos sendo 4 cistos € 29 granulomas. Em relagdo a presenga de
edema. foram observados 13 casos € auséncia em 4 pacientes com lesdo cistica e 30 com
granul;mas um total de 34 casos. Observamos 14 casos de pacientes que apresentavam
tratamento ’endod("mtico com lesdo cistica € a auséncia de tratamento endodontico foi

ndo 3 cistos € 30 granulomas (Tabela 3).

observada em 33 casos, S€

4 a ma e tratamento
T lacio entre dor espontinea e/ou palpagio, eder
abela 3 - Correlagdo

(x%). |
Sem dor| Edema Sem edema | Endo Sem endo
Dor em
3
4 13 4 14
Cisto 13
29 0 30 0 30
Granuloma 1 3
3 | 13 34 14 3
Total 14 3

p<0,001 x’=31,3

Endo - Tratamaneto endoddntico

AW R AN Tl :
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6.DISCUSSAO:

O presente trabalho objetivou & detecgdo das citocinas TNF-o, [FN-y, TGF-B, IL-

4 e NO, através de ensaio imunoenzimético (ELISA) ¢ reagdo de GRIESS,

eriapicais humanas (30 granulomas ¢ 17 cistos). Neste

respectivamente, em lesoes P

trabatho buscamos avaliar’ comparativamente, a presenca destas citocinas em granul()]nas
b
e cistos radiculares, bem como identificar possivels correlagdes entre sua presenga € as

caracteristicas clinicas € radiograficas presentes em cada les@o. Para isto, foram necessarios
e ym formuldrio previamente elaborado.

a coleta de dados clinicos, através d

cdo de ELISA e da reagdo de GRIESS neste trabalho, foi feita

A opgdo pela utiliza

darmos qualitativa ¢ quantitativamente as citocinas e

considerando a possibilidade de estu

NO que, admitidamente estariam presentes nas células, dispersas pelos tecidos, ¢ no
> 5 4

mediadores foi possivel por meio da conversio dos

liquido cistico. A quzmtiﬁcaqﬁo destes

centrago por meio de uma curva padrdo desenvolvida a

valores de absorbancia em con
inas recombinantes (PAUL, 1998).

partir de diluigdes pré-conhecidas de citoc

- L AR T Lo
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Como a técnica de ELISA e da reagdo de GRIESS sdo realizadas em placas com

amostras em estado liquido, houve, inicialmente, a necessidade de promover a extragio das

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

durante o desenvolvimento da pesquisa foi a de evitar possiveis perdas protéicas durante a

manipulagdo das amostras teciduais dos cistos e granulomas. Teoricamente, a obtengéio do

sobrenadante com os antigenos das amostras (citocinas) seria alcangada através da

manipulagio dos fragmentos, objetivando a dissociacdo tecidual ¢ a ruptura celular.

Gerviasio (2000), pesquisando a presenca das citocinas GM-CSF, IL-3, IL-6 ¢

IFN-y em cistos radiculares humanos através da técnica ELISA, utilizou um protocolo de

processamento das amostras teciduais cisticas, prevendo, inicialmente, a suspensdo de

fragmentos previamente recortados em um tampio de extragio contendo detergente

Zwittergent (100pg/ml - Calbiochem, USA) € um coquetel de inibidores de protease

(S0ug/mLde leupeptina, 1.0 mM de PMSF e 10 ug/mL) e a realizagdo de ciclos de

sonicagdo e centrifugagdo para coleta dos sobrenadantes. No entanto, nao conseguiu obter

resultados satisfatorios para a citocina IFN-y, que apresentou perdas protéicas que

chegaram a até 80% do contetido testado. A partir desta experiéncia, optamos por

introduzir modificagdes na metodologia de extragio das citoninas: utilizamos um tampdo
de extragio contendo um diferente coquetel de inibidores de proteases (Complete,

Boehringer Mamnhein Germany), € substituimos 0$ ciclos de sonicagdo pela extragdo por
H E
traciio manual das citocinas com auxilio de pestilos plasticos (Sigma Mota Cordless, St
aGe nua
is., U i da protéica pdde ser aparentemente observada para

Lowis., USA). Com 1isto, nenhuma perda p
odas as citoci ora tenhamos obtido um controle satisfatorio deste
todas as citocinas testadas. Embor

ame ili ients s niveis reativos de citocinas n

2 ' da, vale salientar que 05 )
pardmetro na metodologia utilizada,
o refletir sua real concentragdo. Este fato pode encontrar

amostras aqui testadas podem nd

W T T o e
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sua explicagio nos limites de detecgio dos testes obtidos para cada citocina testada.

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

nossos achados vdo ao encontro € aperfeicoam aqueles da literatura, obtidos por

metodologias diversas daquela aqui empregada.

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

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

e diferenciagio de varios tipos celulares, principalmente linfocitos. Dependendo da

natureza e dose antigénica, OS linfocitos T podem secretar distintas  citocinas.

Alternativamente, diferentes antigenos podem estimular diferentes subpopulagdes de

linfocitos T, denominados linfocitos T-auxiliares (T helper, Th), a secretarem diferentes
2

tipos de citocinas. A subpopulagdo Th, ¢ importante indutora das reagdes de

hipersensibilidade do tipo tardio, mediada por células, e as citocinas envolvidas nesse tipo

de resposta sdo IL-12 [L-2, IFN-y € TNF-o Thy € outra subpopulagiio de linfcitos que
produz IL-4, IL-5, IL-10 IL-13 e baixos niveis de TNF e sdo mais importantes para a

imunidade humoral. Postula-s¢ que @ ativacdo preferencial de tais subpopulagdes pode ser

responsavel pelos diferentes aspectos clinico-patologicos de algumas doengas, incluindo as

doengas periodontal e apical (MOSMANN & COFFMAN, 1989; COFFMAN &

MOSMANN, 1991; SCOTT & KAUFMANN, 1991; FUJIHASHI e al., 1996;
MOSMANN & SAD, 1996; KABASHIMA et al, 1998; TAKAHASHI, 1998). No
entanto. Letterio & Roberts (1998), conceituaram um outro subgrupo de linfocitos T

B e parece estar envolvido em mecanismos

denominado Ths, o qual produz TGF-

imunossupressores.

') nte estudo demonstra resultados com significativa presenga de IFN-y
prese

(70%) ¢ IL-4 (24%) nos tecidos Cisticos. No entanto, onde detectamos 1FN-y ndo
V7% -4

LR TS R W O .
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encontramos reatividade para 1L-4. Isso poderia indicar que o perfil TH,, representado pelo

IFN-y, seria uma caracteristica importan(¢c na modula¢do da resposta inflamatoria em

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

perfil TH,, representado por |L-4. Nos tecidos de granulomas periapicais, ndo detectamos

positividade para citocina -4, 0 que possibilitaria a predominancia de um perfil TH,

nestas lesdes. No entanto, observamos postividade de TGF-f3 em todas as lesdes estudadas.

A presenca de TGF-B, assoicada a 1L-10 € IgA tem caracterizado um perfil tipo Ths.

Todavia, ndio avaliamos [L-10 e IgA no presente estudo para viabilizar um melhor

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

dados encontrados, um padrdo definido de modulagdo da resposta inflamatéria que se

aplicasse a todas as lesdes. E possivel que isto seja resultante das constantes modifica¢des

qualitativas e quantitativas no perfil antigénico no micro-ambiente periapical.

Os mecanimos patogenéticos associados @ reabsor¢iio Ossea periapical sdo

pobremente entendidos, mas certos fatores, incluindo citocinas e Oxido nitrico, sdo

considerados responsaveis por este fenomeno (MEGHIL ef al., 1996; TACKEISHI ef al.,

1996, 1998, 1999; HOMNA et al., 1998; KABASHIMA et al., 1998; WALKER et al.,

/. 2002). Citocinas inflamatorias como IL-1, TNF-o, IFN-y, IL-3,

2000; GERVASIO et al.

IL-6. 1L-11 ¢ GM-CSF tem sido demonstradas possuir a capacidade de promover
reabsorgdo Ossea osteoclastica (STASHENKO et al., 1998).
Estudos in vivo € in vilro tam mostrado que citocinas pro-inflamatorias como IFN-

¥, TNF-o. e IL-1 participariam na modulagio da dinAmica da remodelacdo oOssea
(BERTOLINI e al, 1986 GTASHENKO er al, 1991, LI et al, 1995,
KAMOLMATYAKUL et al., 2001). Reproduzindo estes achados, estudos in vitro ¢ in vivo
(em humanos ¢ animais) apontam para evidéncias de que estas citocinas tem sido

LN LTS T e
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consideradas potenciais agentes moduladores do processo de remodelagio ¢ssea associado
as lesdes apicais (TAKEICHI et al., 1996; 1998; KAWASHIMA & STASHENKO, 1999),
Estas citocinas induziriam a produgdo de NO em vérios tipos celulares, incluindo do tecido
0sseo (KABASHIMA et al., 1998; TACHIBANA et al., 2000).

Osteoclastos ¢ osteoblastos sdo as principais células envolvidas nos processos de
remodelagio ssea, em que a seqiiéncia de reabsorcio e formagio dssea ocorrem de forma
Coordenada. A teoria que NO mediaria a sinalizagio intercelular no processo  de
remodelagdo dssea existente entre osteoblastos e osteoclastos, regulando a remodelagiio
0ssea no local da inflamacdo, especialmente em doencas associadas com citocinas como o
artrites reumatéides e doenga periodontal tem sido ratificada (HUGLES, 1995; CHAE e/
al., 1997, KABASHIMA et al., 1998; TAKEICHI ef al., 1998; SUZUK] ef al., 2002),
Evidéncias mostram que, quando combinados, IFN-y, TNF-o, 1L-1 ¢ lipopolissacarideos
super-induzem a expressio de iNOS em uma variedade de células (XIE er al, 1992;
TACHIBANA et al., 2000). Por outro lado, tem sido relatado que NO em altas
concentragdes suprimiria a reabsor¢do oOssea; em contraste, em baixas concentragdes,
estimularia a reabsor¢do dssea mediada por [L-1 (RAUSTON et al., 1995).

De fato, IFN-y ¢ iNOS tem sido encontrados expressos em células constituintes do
infiltrado inflamatério, vasos sanguineos ¢ tecido epitelial presentes em lesdes apicias
humanas, muito embora em niveis desconhecidos (KABASHIMA er al., 1998; TAKEICH]
et al., 1996, 1998; WALKER er al., 2000).

TNF-a, por outro lado, esta presente, de forma significativa, na Inictagio e
desenvolvimento do processo inflamatorio de reabosrdo Ossea periapical em leses
produzidas experimentalmente (KAWASHIMA & STASHENKO, 1999). Contudo, nas

apel carece de melhor compreensio, haja visto que, na maioria
lesdes em humanos, seu p
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dos casos estudados, as lesdes estdo estabelecidas. Danin er a/ (2000), encontraram
somente duas amostras de granulomas apicais positivas para TNF-o dos 25 casos
estudados. Estes dados parecem concordantes com os de Artese et al (1991), que obtiveram

baixos niimeros de macrofagos expressando esta citocina.

No presente estudo, IFN-y, TNF-a € NO foram encontradas em varias das

amostras analisadas. Tanto [FN-y como TNF-o foram observadas em niveis mais altos nos

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

significativa. Walker ¢/ al (2000), ndo encontraram diferengas significantes quanto a

presenca de IFN-y em lesdes cisticas ¢ de granulomas apicais analisados

imunohistoquimicamente. Os autores acreditam que estas lesdes apresentem uma maior

expressdo de resposta imune humoral, mediada principalmente por citocinas

antiinflamatérias, que modulariam a atividade da doenga. Dos casos estudados por Danin e/

al (2000), apenas dois dos 13 casos de granulomas apresentaram niveis reativos para TNF-

o que ndo foi detectada nos €asos de cistos estudados. Estes achados merecem ser

aprofundados, tendo em vista a identificagdo de possiveis fatores ambientais ¢ do
2

hospedeiro responsaveis por esta variagdo nos achados.

Nossos resultados também mostraram maiores concentragoes de IFN-y no liquido

cistico que nos tecidos. Estudos sobre 2 expansio da lesdo cistica mostram que, na

cavidade. encontram-se diferentes tipos de proteinas resultantes da secregdo celular

(células na capsula ¢ epitélio) € de sua migragdo, predominantemente unidirecional,
favorecida pela pressdo oncotica intra-cavitaria (BROWNE, 1992). Assim, seria de se
esperar que houvesse uma relagfio estreita destes mediadores entre seu conteddo tecidual ¢

no liquido. Cabe ressaltar contudo, que do tecido cistico so coletamos um fragmento
. < >

ava situado distante do local de maior drenagem antigénica

tecidual que, em geral, st

L e A e G

e e e
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(dpice radicular). A maior ou menor proximidade com este sitio poderia favorecer um
maior ou menor nimero de células produtoras da citocina. No caso do liquido, a
concentragio poderia representar ndo s6 um efeito cumulativo a partir de drenagem para o
i Isti ' i ' ecregdo ativa de produtos pel
lamen cistico das proteinas da cipsula, como também de secreg p pelas
. e o N . s 1o mor ’
cClulas epiteliais, resultado de fendmenos pregressos aqueles correntes no momento da
coleta. Estas especulagdes mereceriam melhor analise, tendo em vista que fatores tais comg
meia vida da proteina, a¢io de proteinases, a intercorréncia de injurias focais, por exemplo,
que em tese, poderiam interferir quantitativamente nos achados.
Embora tenhamos encontrado nas amostras estudadas IFN-y, TNF-o, ¢ NO em
varias amostras das lesdes cisticas e granulomas, somente em dois e trés casos
[«
Tespectivamente, houve concomitancia de positividade para estes mediadores. Tomado em
conjunto, este quadro pode ser compativel com um processo de crescimento lento da lesdo
2
Cstabelecida, em que os fendmenos de reabsorgdo, embora presentes, desenvolvem-se em
elecida,
i scimento lento proprio as lesdes periapicais
' 10di rizando o crescime
ntmo lento (periodico), caracte
Cronicas,
A citocina pro-inflamatoria IFN-y € produzida por células NK, célulasT CD8+ e
citocina pro-
; ABBAS et al., 2000). Esta citocina tem
g : 4+ (PAUL, 1998; A
subclasses Th, de células T CD
inai 5 ivagdo de macrofagos, que por sua vez apos ativados,
Como uma das principais fungdes a ativagao d ,
itocinas como TNF-o e quimiocinas e NO. A presenca de
$30 as principais fontes de citocin
importante para a resposta protetora em leses apicais, bem
Macrofagos é extremamente 1mpo
i erpetuacdo da resposta inflamatoria, embora sua
€omo para o desenvolvimento € P

f . . iavelmente relatada em granulomas e cistos radiculares. Comg 0
requéncia seja varia

i tado como célula central na secreglio destes mediadores, ¢
Macréfago tem sido apon
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possivel que um reduzido numero de células ativadas estejam presentes nesta fase

(ARTESE ef al.,1991).

Nossos achados mostram que 08 niveis de NO encontrados foram estatisticamente

associados a presenga de limites radiograficos difusos, o que pode ser compativel com a

presenca de inflamagdo ativa na interface da lesdo com o osso alveolar. Embora os niveis

de IFN-y ¢ TNF-a nestas lesoes também tenham sido maiores, ndo houve diferengas

estatisticamente significantes para aqueles encontrados nas lesdes com limites definidos.

Este achado, deve ser considerado a luz de nossa interpretagio de que os limites da imagem

radiografica torna-se mais Jefinido 4 medida da maior deposi¢io de colageno na interface

dssea ¢ a diminuigio da inflamagdo, entendida como estimuladora de atividade osteolitica

Nao podemos deixar de considerar a limitagdo da imagem radiografica e a possibilidade da

imagem refletir algum fendmeno pregresso ao momento da coleta, como ja comentamos

anteriormente. Por outro lado, significantes niveis de NO tem sido espontaneamente

produzidos por periodos prolongados em tecidos inflamados ¢ estaria associado com a

inflamacgdo cronica E interessante que, quatro dos cinco casos NO positivos, apresentaram

-y, mas somente em dois houve concomitincia de INF-y,

positividade também para [FN

TNF-a ¢ NO nas lesoes cisticas. Estes dados reforgam a tese de que, em fungio das

multiplas influéncias do micro-ambiente periapical, as lesdes periapicais podem ser
dades destes mediadores (TAKEICHI ef

reguladas e delicadamente balanceadas pelas ativi

al., 1998, 1999). Seria importante Jefinir assim, quais seriam estes niveis basicos a partir

ia como indutor de reabsorgiio ou reparagdo ossea, a partir de

dos quais o mediador atuar

informagdes objetivamente mensuraveis da presenga de reabsorgdo ossca.
Outrossim, encontramos uma associagio estatisticamente significativa entre a
k4

apresentando aumento de volume ¢ IFN-y em

presenga de IFN-y € TNF-o. com lesoes

o e T T TS W A
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lesdes com sintomatologia dolorosa. Este achado, néo foi ainda descrito na literatura. Lim
et al (1994), encontraram que lesdes periapicais apresentavam uma tendéncia a apresentar
maiores niveis de IL-1B, sem que estes niveis, contudo, fossem estatisticamente diferentes
daqueles observados em lesdes assintomdticas. Em outros estudos (MATSUOQ ¢/ al., 1992:
RODINI & LARA, 2001) observam-se uma associa¢io da presenca de macrofagos com
sintomatologia (percussio/palpagiio) ¢ aumento de volume. Em conjunto estes dados
Sugerem que os macrofagos seriam essenciais para os sintomas clinicos, no entanto, nio
estd exatamente claro como cada sintoma ¢ provocado ¢ como os macrofagos sio

envolvidos. Entretanto, o influxo de substincias antigénicas do interior do canal radicular
volvidos. ,

provavelmente estariam aumentadas nestas lesdes com sintomatologia, bem como sua
<

resposta imunoldgica. Nesta situagdo, macrofagos migrariam para o local da inflamacio,
>Sposta .
fagocitariam algumas substancias antigénicas e as apresentariam as células B e T, Dessa
[e
forma, secretariam produtos inflamatérios o0s quais seriam importantes para o
2
i i nvolvidos. Estes resultados devem
] i ntomas nos dentes e
desenvolvimento de sinais € i
' ' 3 ificar se os mecanismos que modulariam g
i entido de se verifi
merecer melhor andlise no s
ia inequi iada aqueles envolvidos na expansiio da lesio
' i vocamente assoc
Sintomatologia estaria inequi
a reabsorgdo Ossea.
i i incipalmente por células Th,, mastécitos e
4 i roduzida principa
IL-4 ¢ uma citocina p
basofilos. P arias ag0es bioldgicas como a estimulagio de células B promovendo
asofilos. Possuem v
' desenvolvimento de células T CD," a se
“switching” de classe para IgE, estimulando o desenv
um “switching
dif : élulas Th; ¢ inibigdo de ativago de macréfagos (ABBAS e i, 2000),
lferenciarem em ¢
id ontrada em lesdes periapicais € seus efeitos antiinflamatérios sdio
Esta citocina tem sido enc

iais na modulagdo do processo de remodelagiio dssea no peridpice
descritos como essenciais n

(KABASHIMA & NAGATA, 2001).



59

Em nosso estudo, IL-4 foi observada apenas nos cistos radicularcs (24%),

refletindo os achados de Kabashima et af (1998), que no encontraram esta citocing em
granulomas apicais analisados pela sua expressdo imunohistoquimica. Neste trabalho, os
autores encontraram uma grande quantidade de células expressando IFN-y, [L-1 ¢ iNOS, o
qQue caracterizaria, a seu ver, a predomindncia de uma resposta imune tipo Thy no progresso
das lesdes apicais.

Tem sido mostrado que IL-4, IL-10 ¢ TGF-B atuam como inibidoras de IFN-y ¢
iNOS in vitro (GAJEWSKI & FITCH, 1988; FIORENTINO ¢/ al., 1991; MOSMANN &
MOORE, 1991; TAKEISHI e/ al., 1998). Em nosso estudo, casos positivos para [1.-4
foram negativos para IFN-y ¢ TNF-o, ou de outro modo, os niveis estariam t3o baixos que
ndo puderam ser detectados. Pode ser que, nos casos em questio, a resposta imune local
esteja associada a presenca de plasmacitos, linfocitos e mastcitos, secretores de 1L-4. Ha
evidéncias indicando uma maior presenga de plasmocitos e linfocitos expressando CDs,
(YANAGISAWA, 1980, CURY e al, 1998) e masticitos degranulados na areq de
eXpansio cistica (TERONEN et af., 1996). Walker et al (2000), observaram um maior

numero de células expressando IL-4 € [L-6 nas lesdes apicais o que lhe sugeriy a existéncia

de uma resposta imune tipo Th, modulando seu desenvolvimento.

Por outro lado. IL-4 tem sido associada a efeitos inibitorios na reabsor¢iio dssea
por gerar efeitos negativos em osteoclastos (GOWEN & MUNDY ¢/ al.,, 1986,

WATANABLE et al, 1990). IL-4 estimula a expressdo de fosfatase alcalina e colageno
tipo I, além de estimular a sintese de osteocalcina, proteina da matriz 0ssea, em
osteoblastos levando & mineralizagio (UENO et al., 1990; RIANCHO er al, 1993). Se
analisados por este prisma, nossos achados podem traduzir uma fase das lesges em que a

resposta do hospedeiro esteja superando a agressdo microbiana, ou que esta tenhg se
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alterado, quantitativa ou qualitativamente, produzindo uma menor agressdo aos tecidog
apicais.

Adicionalmente pudemos observar uma relagio estatisticamente significativa

entre o tratamento endodédntico ¢ a presenga de IFN-y e 11.-4. Estes €asos apresentavam

fathas no tratamento endodéntico, 0 que pode ter sido a causa para a permanéncia da lesio

apical. Estudos microbiologicos tém demonstrado a prevaléncia de bactérias (enterococos,
anaerobios facultativos) nos condutos radiculares tratados endodonticamente  com
persisténcia da lesdo apical (RANTA et al., 1988; MOLANDER er al., 1994; SREN ey al.,
1997). Seria oportuno, desta forma, avaliar nestes casos, quais e em que medida ag
alteragges qualitativas e quantitativas da microbiota intra-canal afetariam a resposta imune
apical. Sendo assim, esses persistentes microorganismos provocariam diferentes processos
patologicos. A natureza destes processos € 0 meio pelo qual esta resposta imune agiria
requer maiores estudos tanto na area microbioldgica quanto imunoldgica.

Nossos resultados também mostraram uma relagdo estatisticamente significativa
entre a presenga de IL-4 e lesdes sintomaticas. Este dado sugere que a base desta
associagfo, embora seja desconhecida, esteja vinculada a presenga de fendmenos reativos
vasculares e exsudagdo focal neutrofilica. Ao analisar infiltrados celulares de lesoes
inflamatdrias periapicais, tem-se observado uma propor¢do de mastocitos presentes nestas
lesdes (JOHANNESSEN, 1983; PERRINI & FONZI, 1985; KONTIAINEN ¢/ al., 1986).
Mastécitos contém numerosos granulos citoplasmaticos, cujo contetdo ¢ degranulado para
0 espago extracelular apos sua ativagdo (SCHWARTZ, 1985). Teronen et «f (1996),
encontraram uma grande quantidade de mastdcitos degranulados na drea de expansio
Cistica indicando uma alta atividade destas células nestas lesdes. Triptase, um mediador

derivado de mastécitos, tem sido implicado na destruicio 6ssea. Heparina aumenta o
2
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reabsorgdo ossea in vitro (GOLDHABER, 1965) e inibe a sintese de colageno (HURLEY

et al., 1989). A administragdo cronica de heparina tem sido associada com osteosporose in

vitro (GRIFFITH et al., 1965). Outros granulos citoplasmaticos contidos no interior destas

células sdo: 1) Histamina: tem cOmo fungdes principais o aumento da permeabilidade

vascular e destrui¢io/remodelagao tecidual; 2) Prostaglandina D: promove a vasodilatagiio
broncoconstricgio ¢ quimiotaxia de neutrofilos para o local da inflamagiio; e 3)

leucotrienos: tém as fungdes de prolongar a vasodilatacfio, promover a secregdo de muco e

aumentar a permeabilidade vascular (ABBAS et al., 2000). Estas alteragdes poderiam

concorrer nio sO para manifestagdes dlgicas como a produgdio de edema ¢ aumento de

volume local.
Quando realizamos a analise de correlagio de Qui quadrado entre dor espontinea
¢/ou palpagio e aspecto histologico da lesdo bem como, & correlagio entre edema e aspecto

histologico ¢ também presenga de tratamento endodontico, observamos que pacientes com

atologias como dor, edema ¢ tratamento

lesdio cistica apresentaram significativas sintom

Jes observadas poderiam estar relacionadas tanto com

endodéntico. No entanto, as associag

omo, o tipo de lesdo que 0 paciente apresenta.

traram a presenca de TGF-f em todas as amostras

0 fendmeno clinico bem €

Nossos resultados também mos

teciduais bem como no liquido cistico. Este fato tem sido observado em lesdes
is e naquelas ja estabelecidas em humanos

duzidas em anima
{ al., 2000; LIN ¢

ue aqueles observados para outras citocinas,

experimentalmente pro
{ al., 2000). Além disto, os niveis

(TYLER ef al., 1999; DANIN ¢

detectados foram, em geral, mais altos g
realgando que os niveis nos granulomas foram mais elevados que 0s observados nas
amostras cisticas. Estes dados vio ao encontro daqueles encontrados por Danin ¢/ al

umanos. Utilizando a técnica de

(2000), estudando amostras de lesoes periapicais em h

= e
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ELISA, os autores observaram concentragdes de TGF-p nos granulomas que variaram de

508 pg/mL a 10327 pg/mL, € entre 1680 4 2200 pg/mL nas amostras cisticas. Acreditamos

que as altas concentragdes desta citocina encontradas em granulomas seja causada pela

proximidade do fragmento estudado do dpice radicular, pois sendo o granuloma menor que

a lesdo cistica, haveria maior concentragio antigénica local, responsavel, em tese, pelo

desenvolvimento de respostas imunes mais intensas nesta leso.

De forma semelhante as outras citocinas, o papel de TGF-p nas lesdes apicais

ainda carece de melhor entendimento, especialmente no que tange as lesdes humanas

estabelecidas.

o entre os produtos antigénicos da necrose tecidual ¢ da

Sabe-se que a interaga

infecgdo endodontica com 0 tecido conjuntivo do ambiente apical compde o quadro basico
da inflamagdo apical € dos fenomenos de remodelagdo Ossea conseqiientes (KAKEHASHI
N et al., 2000). A liberagdo destes antigenos,

et al., 1965; HAUSMANN e/ al., 1972; LI

contudo, modifica-se qualitativa quantitativamente no decorrer da infecgdo pulpar, dada a
2
duto radicular. Esta variagio acaba também

interferéncias externas no ecossistema do €0

da lesdo, em especial a estabelecida: o crescimento da

por determinar alteragdes no Curso
s de reabsorgdo osteoclastica e sua inibi¢do

lesdo se da lentamente, alternando momento

rece como uma das principais citocinas envolvidas

com neoformagido 0ssea. TGF-p apa
4l.. 1991: CHENG & BATES, 1993).

nesta mediacfio. (MUNDY, 1990; CENTRELLA ¢/
Produzida por varios ipos celulares, (macrofagos, fibroblastos, eosindfilos,

parece atuar na inibigdo da produgdo de osteoclastos

osteoblastos e osteoclastos), TGF-p

AES 1998; TYLER ¢/ al., 1999), e na remodelagio ossea local

(OURSLER et al., 1991,V
). Ha evidénias a favor de uma maior incorporagio de

(Mundy, 1990; Cheng & Bates, 1993

T e - .
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fibro i
nectina ¢ colag 1z 6
eno na matriz ossea € uma diminuici
inuiciio da reabsorcdo ¢
0 0ssea quand
o da

presenca de TGF-p (TYLER et al., 1999; LIN et al., 2000).

Es i i
tudando experimentalmente a resposta inflamatoria periapical em ratos, Li
S, Lin et

al (20 )
(2000), observaram um grande numero de macrofagos expressando TGF-f3 na f:
~p na lase

i as ] i p ¢ g,d a &Y (j 39

I'eabs()r X r . . ,
¢do Ossea mais ativa). Este numero.decrescia a medida que as lesd
csdes  se

estabili 7i 1 '
zavam, traduzindo um periodo de crescimento mais lento das lesdes (fase cronica)
e crnica).

Nesta fas : -
fase (apos o 30° dia), 0S autores observaram maior expressdo de TGF-
-3 em
osteoblastos
0s. Desta forma, 0s autores propuseram que f i
, os macrofagos teriam o
papel central
no 1nici . - e
nicio e desenvolvimento das lesdes periapicais, onde TGF-B estimularia célul
a células
mon . o .
onucleares a sintetizar [L-1, TNF-a ¢ [L-6, as quais seriam fortes mediad
ores

osteoliticos :
teoliticos. Por outro lado, I'GF-f produzldo por osteoblastos estimularia neoformagi
a0

(’)SSe . . ~ .
a, prevenindo excessiva reabsorgao € conseqilente perda dental. Na linha dest
: stes

o encontraram niveis reativos de TFG-B em nenhuma

c ” .
omentarios, Danin ef al (2000), nd
riapical. Nestas Jesoe

formagdo 6ssea. Os autores sugerem que TGE-B

das .. .
amostras de cicatriz p¢ s ha uma grande quantidade de tecido

com : h ALt
njuntivo fibroso denso € auséncia de neo

ncia de resposta inflamatoria aos antigenos liberados do

€S T ¢ P
taria “downregulated” na ause

conduto radicular.
dos a luz destes conhecimentos, acreditamos que a

Analisando nossos resulta
s de TGE-f nas

anharia 0 processo dere

amostras analisadas pode representar um

r p
Presenga de niveis elevado
fendme 3
ndmeno local compensador que acomp absor¢dio na progressio da
nicas, reproduzindo 0 processo inflamatorio cronico, que
. que

lesa ~ T
sd0. Nas lesdes periapicais cI0

paro estdo em algum grau presentc, 4 reabsorgio anda junto com

r y .
Processos produtivos de r¢

=
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a remodelagdo. Caso os fatores agressores sejam totalmente removidos, TGF-f induziria a

regeneracio 6ssea, acompanhando a regressao da lesdo.

Em nosso estudo, procuramos correlacionar a presenga € as concentragdes de cada

mediador analisado (IFN-y, TNF-a, IL-4, TGF- ¢ oxido nitrico) nas amostras teciduais

dos cisticos e as amostras correspondentes de liquido. De acordo com o testc de

¢ . . . .
Spearman”, encontramos dados estatisticamente significantes (p<0,05), somente para a

citocina 1L-4, nio havendo concorddncia para as demais citocinas. Ao analisarmos a

literatura, ndio encontramos nenhum resultado referente 4 esta correlagio encontrada e seu

também ndo encontrou concordancia de

provavel significado. Gervasio  (2000),

positividade entre amostras de tecido e liquido cisticos para as citocinas [FN-y, IL-3, IL-6 €
do em paragrafos precedentes, que a

GM-CSF em seus resultados. E possivel, como explica

Presenca das citocinas ou de qualquer outro medidor no liquido cistico seja representativo

de um fendmeno cumulativo tradugdo de processos reativos pregressos, ndo conincidentes

com aqueles presentes no momento da coleta.

Outro fator presente neste estudo, limitador da melhor visualizagio dos nossos

resultados e da compreenso do processo patolégico em Curso Nas diferentes lesdes

analisadas. foi a auséncia de dentificagio do tipo € quantidade de celulas presentes no

infiltrado inflamatorio. Esta dificuldade estd relacionada, em especial, ao tamanho das

periapical apresentava dimensoes inferiores a 4 mm. No

lesdes. Quase sempre o granuloma
vo de seu melhor aproveitamento foi o fato de

caso das lesdes cisticas, um fator impeditt
ras obtidas foram proveinientes de uma abordagem

que, em varias lesdes, a3 amost

cirdrgica por marsupializagao Vale ressaltar, também, a ausénia em Nosso estudo de um
rd .

I, que denunciassc a existéncia ou nio do processo de

?

Pardmetro, objetivamente mensurave
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reabsorcdo Ossea. Este fato limita uma melhor apreciagio e interpretacio dos niveis de

reatividade encontrados para cada citocina.

Cabe ainda alguns comentarios 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 suposigdo de que a inflamagdio seria um

evento improvavel (BARKHORDER ¢/ al., 1999; GERVASIO et al., 2002). No entanto,

surpreendentemente, os tecidos pulpares do controle negativo mostraram-s¢ negativos

somente para NO e IL-4. As concentragdes para IFN-y ¢ TNF-a foram baixas quando

comparadas com TGF-3 (limite ndo detectavel & 20 pg/g, limite ndo detectavel 4 25 pg/g e

1000 a 2500 pg/g com mediana igual a 1000 pg/g respectivamente). Ndo foi possivel

encontrar na literatura uma explicagdo para a presenga de TNI-a ¢ IFN-y nos tecidos

pulpares analisados. Pouco s€ conhece da presenga de citocinas inflamatorias na ambiente

nclusos. Talvez, a interagdio entre os tecidos do foliculo

tecidual associado aos dentes i
dental (saco dentario) ¢ @ polpa, através da circulagio sangilinea, possa favorecer a
detecgdo de citocinas no tecido pulpar. Neste sentido, alguns autores identificaram a

presenga de CSF-1 (M-CSF) em células de foliculos implicados na erupgdo dental (QUE &
WISE, 1997: GRIER et al., 1998; WISE ¢/ al., 1998). A presenga de reabsor¢io Ossea

tal poderia justificar estes resultados. Outro aspecto que

fisiolégica associada & erupgao den
poderia, como sugestdo, justificar estes resultados seria a possivel presenga de estimulos
antigénicos nestes tecidos. Vale salientar que€ dentes inclusos podem apresentar foliculos
dentarios na vizinhanga do tecido gengival de dentes erupcionados, susceptiveis, assim, a

a¢do antigénica de microorganismos da placa dental. No entanto, estes achados mereciam
melhor investigagdo Gervasio (2000), detectaram a presenca de GM-CSF nos tecidos
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pulpares usados também como controles negativos, contudo, nio encontraram tamb¢m uma

justificativa para estes resultados.

TGF-B tem sido implicado no processo de odontogénese e erupgio dental. Na fase

dental pré eruptiva, TGF-B acumula-se no foliculo dental, separando o orgdo dental da

cripta dssea, onde € invadida por osteoclastos (WISE & FAN, 1991). Além disso, fatores

de crescimento tem sido implicados no processo de reabsorcdo dental associado a erupgio

dental (D’SOUZA & LITZ, 1995). Durante a fase de erupgio, a produgio de TGF-f no

tecido dental seria fundamental para o movimento do dente (SYMONS et al., 1996). Gao

et al (1998), analisaram a expressdo de TGF-p no desenvolvimento periodontal de ratos,

por imunohistoquimica ¢ hibridizagdo in sifu. Ao analisarem a presenga de TGF-B no
ligamento periodontal, encontraraim positividade para esta citocina também na polpa dental
destes modelos experimentais, onde os osteoblastos ali presentes apresentaram-se

fortemente marcados para TGF-p. Em contraste, pouco s¢ sabe sobre o papel de TNF-o no

ES et al., 2000).

processo de erupcio dental (UREL
onjunto dos resultados obtidos ressaltam a

De uma maneira geral a analise €m ¢

-B, TNF-a, [FN-y ¢ do mediador inflamatorio 6xido

importancia de citocinas -4, TGF

nitrico em lesdes periapicais. A elucidagdo de mecanismos associados ao processo de
reabsor¢iio/remodelagdo  0ssea em lesoes periapicais pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias efetivas para tratamentos anti-imunopatoldgicos de outras
que cursam com perdas Osseas como artrites

doengas cronicas associadas com citocinas

reumatéides, osteosporose € periodontites.




7. CONCLUSOES:

Os resultado

adequado para a detec

lesdes cisticas com

* TGF-f deve participar

nas lesdes periapicai

amostras.

sintomas associados as

s obtidos com €55¢ trabalho

[ . .
O processamento dos tecidos realiz

® . ~ . ~
A mediagio do crescimento das lesoes

presenca de IFN-v, TNF-a,

s estabelecidas, princi

[ ] N ~
Nio observamos uma correlagao

os diferentes mediadore

* INF<y, TNF-0, IL-4, € NO
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evam as seguintes conclusdes:

ados sem o uso de sonicagio demonstrou ser mais

¢do das citocinas estudadas.

periapicais estabelecidas estd mais relacionada a

{L-4 ¢ NO nas lesdes cisticas do que nos granulomas. Nas
. [4

tratamento endodontico, IFN-y e IL-4 parecem ser mais

significativas nesta mediagao.

amatorio e da remodelagdo ossea

na modulagao do processo infl

palmente nos granulomas periapicais.
definida de positividade € niveis de reatividade entre

s estudados em um mesmo tipo € entre os diferentes tipos de

estdo presentes nos fenémenos que modulam os sinais e

lesoes periapicais estudadas.
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ANEXO 11

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Departamento de Diagnostico e Cirurgia

Laboratério de Patologia Bucal

TERMO DE CONSENTIMENTO

0 : , < .
DOC. N e , consinto na coleta de lesdo periapical como procedimento
necessario a terapéutica normal, ¢ posterior utilizagio da mesma para realizagio de

pesquisa em diagndstico laboratorial de lesOes cisticas, sob orientagdo do Prof. Dr. Adrian
. . 0

Mota Loyola.

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer

duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a

investigacao.

Sera respeitado o caréter confidencial das informagGes fornecidas, ndo sendo permitida a

minha identificagdo.

Uberlandia,

......................................................
...........................

Assinatura




ANEXO 111

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Departamento de Diagnostico e Cirurgia

Laboratdrio de Patologia Bucal

FICHA DE BIOPSIA PARA LESOES PERIRADICULARES

CODIGODOCASO : ..........
DADOS PESSOAIS DO PACIENTE:

Sexo: [] Masculino (] Feminino

EXAME e HISTORIA CLINICA :

L por [ Edema [ Eritema

(U Exudagio [J Purulenta (] Hemorragica
L Historia antiga de traumatismo no local
(J Histéria de drenagem no local

[ Historia de pungdo prévia no local

D Uso de antibioticoterapia ? Qual 7..........ccooiieiviiiminiiecceee

(ndo recomendar o uso de antibidtico ou antiinflamatorio antes da coleta)

L Uso de antiinflamatorio 2 QUal 2.........ovveeeeeoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo

L Presenca de tratamento endodéntico? [ Favoravel [J No favoravel

[ comprometimento da Lamina Ossea [] Vestibular [J Lingual

CARACTERISTICAS DA LESAO :
TamMaNNO: o oeeeeeeeee e

Localizagdo:

Tempo de Lesdo:

8765432]’ 12345678

....................................................................................................

87654321 ’ 12345678
Imagem Radiografica : [ Radioldcida [] Radiopaca

Cirurgiflo

l'{csponsavel
D S0C 3 = X2
Diagndstico CHIICO: . cooo vt

....................................
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Cor: [] Leucoderma [] Melanoderma



