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RESUMO

As lesdes periapicais cronicas (LPCs) sao consideradas patologias frequentes
na cavidade bucal, resultantes de carie dentaria, fratura dentéria, iatrogenia ou
outras circunstancias que levem a contaminacdo pulpar. A expansdo das LPCs
esta associada a participacdo de células inflamatorias, que liberam fatores
estimuladores da atividade osteolitica, como RANK (receptor ativador do fator
nuclear kB) e seu ligante RANKL, bem como inibidores como OPG (
osteroprogerina) e outras citocinas inflamatérias, como TNFa ( tumor de necrose
tumoral alfa), IL33 (Interleucina 33) e Catepsina K (Catps K). A proposta deste
trabalho foi investigar a participacéo de fatores estimuladores (RANKL, TNFa, IL33
e Catpsk K) e inibidor (OPG) da osteoclastogénese, como como a relacdo entres
eles, no desenvolvimento e evolucdo do Cisto Radicular(CR) e Granuloma
Perioapical (GP). Foram utilizados 30 CRs e 22 GPs, dos quais, cortes parafinados
foram submetidos a imunoistoquimica pela técnica da imunoperoxidade. As
proteinas estudadas mostraram imunoexpressao tanto no epitélio e capsula dos
CRs, quanto no tecido conjuntivo dos GPs. Nos CRs houve diferenca na expressao
dos fatores osteoclastogénicos estudados (p=0,000), sendo a menor positividade
obtida pela OPG. Para os GPs, diferenca estatisticamente significativa na
imunoexpressao, também foi observada (p=0,000) e 0 RANKL mostrou a menor
positividade. Ao comparar a expressao imunoistoquimica de todas as proteinas
entre CRs e GPs, somente a OPG apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p=0,000). Nao foi observada correlacdo estatisticamente significativa
da expressdo imunoistoquimica das proteinas estudas com o0s parametros
clinicomorfolégicos: tamanho da lesdo periapical e intensidade do infiltrado
inflamatoério (p >0,05). O RANKL, TNFa, IL33 e Catps K participam do
desenvolvimento e reabsorcdo 0ssea dos CRs e GPs. A OPG teve participacao
distinta, sendo mais evidente nos GPs, implicando em menor crescimento quando

comparado aos CRs.

PALAVRAS-CHAVE: reabsorcéo 0ssea, lesdo periapical cronica, citocinas



ABSTRACT

Chronic periapical lesions (CPLs) are considered frequent pathologies in the
oral cavity, result of dental caries, tooth fracture, iatrogenic or other circumstances
that lead to pulp contamination. The expansion of CPLs is associated with the
involvement of inflammatory cells , which release stimulating factors in osteolytic
activity as RANK ( activator of nuclear factor receptor kB ) and its RANKL binder , as
well as inhibitors such as OPG ( osteroprogerin ) and other inflammatory cytokines
such as TNFa ( tumor necrosis factor alpha) , IL33 ( Interleukin 33) and Cathepsin K
(Catps K).The purpose of this study was to investigate the participation of stimulating
factors (RANKL, TNFaq, IL33 and Catps K) and inhibitor (OPG) of osteoclastogenesis,
such as the relationship between them in the development and evolution of the
Radicular Cyst (CR) and Periapical Granuloma (GP). A total of 30 RCs and 22 PGs,
of which paraffin sections subjected to immunohistochemistry by the technique of
imunoperoxidade. The proteins studied showed immunoreactivity in both the
epithelium and capsule of RCs, as the connective tissue of PGs.IntheRCswere
differences in the expression of osteoclastogenic factors studied (p = 0.000), with the
smallest positive expression obtained by OPG. For PGs was also observed
statistically significant difference in immunoreactivity (p=0.000) and RANKL showed
lower positivity expression. When comparing the immunohistochemical expression of
all proteins between RCs and PGs, only the OPG showed a statistically significant
difference (p=0.000).There was no statistically significant correlation of
immunohistochemical expression of the proteins studied withclinical and
morphological parameters: size of apical periodontitis and intensity of the
inflammatory infiltrate (p> 0.05). RANKL, TNFa, IL33 and Catps K participate in the
development and bone resorption of RCs and PGs.OPG had distinct participation,

being more evident in PGs, implying lower growth compared to CRs.

KEYWORDS: bone resorption, chronic apical periodontitis, cytokines
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1 INTRODUCAO

As lesBes periapicais crbnicas (LPCs) sdo patologias inflamatoérias
comumente encontradas nos maxilares, decorrentes de contaminacao
bacteriana na polpa dental e de suas endotoxinas na regido de periapice
dentario. Esta invasdo bacteriana pode ser decorrente de lesdes de carie,
fraturas dentarias, iatrogenia assim como de outras circunstancias que
permitam a contaminagdo pulpar e, posteriormente, do tecido periapical
(GRAVES et al., 2011; ARAUJO-PIRES et al., 2014).Como consequéncia da
inabilidade do mecanismo de defesa do hospedeiro em erradicar a infeccéo,
ocorre a destruicdo dos tecidos mineralizados na regido de apice e tecidos
circunvizinhos(GAZIVODA et al., 2009; RECHENBERG et al., 2014).

Inicialmente, observa-se o afluxo de fagocitos e ativacdo de leucdcitos
polimorfonucleados, estimulando a migracdo de macrofagos e linfécitos (T e
B) (GAZIVODA et al., 2009; RECHENBERG et al., 2014; HAO et al., 2015).
Esta resposta inflamatéria envolve o recrutamento e ativacdo de células
imunocompetentes da resposta imune inata e adaptativa. Desencadeia a
producdo de uma variedade de mediadores inflamatérios, alguns envolvidos
no processo de osteoclastogénese, gerando o estabelecimento e expanséao
de lesdes osteoliticas como granuloma periapical (GP), cisto radicular (CR) e
cisto radicular residual (CRR) (GRAVES et al.,, 2011; HENRIQUES et al.,
2011).

Microscopicamente, essas lesGes periapicais representam estagios
distintos do processo inflamatério, sendo o GP caracterizado por tecido
conjuntivo vascularizado e cronicamente inflamado, que se assemelha a uma
reacdo de granulacdo, o CR pode se desenvolver a partir de um GP e
caracteriza-se pela presenca de uma cavidade patologica revestida por
epitélio devido a proliferacdo de restos epiteliais de Malassez (PEIXOTO e
PEIXOTO, 2012). Pode ocorrer ainda pela persisténcia da lesdo periapical,
guando o tecido inflamatério ndo é completamente curetado durante a
exodontia de um dente acometido por CR, desenvolvendo-se o CRR
(SCHULZ et al, 2009).
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A reabsorcdo 6ssea que ocorre nestas patologias aparece como um
fator determinante a expanséo destas lesdes, sendo iniciada pela proliferacao
de células precursoras osteoclasticas imaturas e diferenciacdo das mesmas
em ceélulas osteoclasticas maduras que promovem a degradacdo dos
componentes 0sseos organicos e inorganicos. Os osteoclastos sdo células
derivadas de mondcitos/macréfagos e sua diferenciagdo € regulada
principalmente pelos seguintes fatores: M-CSF (fator estimulante de col6nia
de macréfagos), RANK (receptor ativador do fator nuclear kB), seu ligante
RANKL e OPG (osteoprotegerina) (MENEZES et al., 2006; MENEZES et al.,
2008).

RANK, RANKL e OPG sdo moléculas-chave reguladoras da atividade
biolégica dos osteoclastos e metabolismo 6sseo. A presenca do RANKL
ativara seu receptor RANK, que estimulara a diferenciacdo dos precursores
dos osteoclastos. Em contrapartida, o receptor OPG se liga ao RANKL,
blogueando a ligacdo RANK/RANKL, inibindo a diferenciacdo dos
osteoclastos e consequentemente a reabsorcado 6ssea (SILVA e BRANCO,
2011; MORAES et al., 2011; RECHENBERG et al., 2014).

Pesquisas preliminares demonstraram que a razdo entre RANKL/OPG e
entre outros mediadores pro-infamatérios e anti-inflamatérios determinam a
estabilizacdo ou progressao das lesbes inflamatérias cronicas, sendo a
patogenicidade delas influenciadas também por varias citocinas (GRAVES et
al.,2011; ARAUJO-PIRES et al., 2014).

De acordo com estudos prévios (SILVA e BRANCO, 2011; RONG et al.,
2011; ARAUJO-PIRES et al., 2014), a descoberta do papel da triade
RANK/RANKL/OPG e de outras citocinas inflamatorias, como fator de
necrose tumoral a (TNFa), interleucina 33 (IL33) e mais recentemente a
Catepsina K (Catps K), podera contribuir para o maior entendimento da
participacédo desses fatores de forma direta ou indireta na osteoclastogénese
de diversas patologias.
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Sabendo-se do papel central que 0 RANK, RANKL e OPG apresentam
no processo de reabsorcdo 0ssea, pode-se inferir que outras moléculas que
atuem sobre a sintese das mesmas provavelmente apresentem papéis
igualmente importantes neste processo. Considerando que ainda ha poucos
estudos referente a participacéo da IL 33 e Catps K em lesdes periapicais,
bem como a relagéo entre estas proteinas e RANKL/OPG, este trabalho se
propOe investigar a participagédo destes fatores estimuladores e inibidores da
osteoclatogénse no desenvolvimento e expansdo dos GPs e CRs. Dessa
forma, serd possivel contribuir para uma maior compreensao sobre a
patogénese e envolvimento destes fatores no processo de reabsorcdo 0ssea
destas lesoes.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 LESOES PERIAPICAIS CRONICAS : Aspectos Gerais
2.1.1 Granuloma Periapical

O Granuloma Periapical (GP) € uma lesdo de longa duracdo que se
desenvolve na regido periapical de um dente desvitalizado, caracterizada pela
presenca de tecido cronicamente inflamado que se assemelha a uma reagéo
de granulacdo. Ele representa uma reacdo secundaria e defensiva do
hospedeiro na tentativa de conter o processo infeccioso (PEIXOTO e
PEIXOTO, 2011).

Estas lesBes ocorrem a partir de uma sequéncia de injurias a polpa
dental, incluindo infeccéo, traumas fisicos e iatrogénicos e apds o insucesso
do tratamento endodéntico (NAIR, 2006; SAFI et al., 2008; GRAUNAITE et
al., 2011, PEIXOTO e PEIXOTO, 2011).

O GP é a periapicopatia crénica mais frequente. Garcia et al.(2007),
comparando 9 trabalhos publicados, verificaram que a ocorréncia de
granulomas periapicais variou de 9,3% a 87,1%na populacdo espanhola.De
acordo com Neville et al.(2011), os granulomas representam 75% das lesdes
periapicais. Com relacao aos dados demogréficos, segundo Safi et al.(2008)
na populagéo do Ird, a maior incidéncia da les@o ocorre na terceira década de
vida, comprometendo duas vezes mais os individuos do sexo masculino do

gue o feminino e sendo mais frequente na maxila.

A maioria dos granulomas periapicais € assintomatico e geralmente
diagnosticado durante exames radiograficos de rotina. Radiograficamente,
observa-se area osteolitica, podendo ser lesdes pequenas, quase
imperceptiveis, até imagens radiolicidas excedendo 2,0 cm de diametro.
Pode ser bem circunscrita ou mal definida e ter ou ndo halo radiopaco
(RICUCCI et al.,2006).

Microscopicamente, a lesdo caracteriza-se por um tecido conjuntivo

cronicamente inflamado e vascularizado, lembrando um tecido de granulacéo,
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circundado por uma faixa de tecido conjuntivo mais fibroso e menos
celularizado. A éarea granulomatosa apresenta uma variedade de células
inflamatorias, tais como linfocitos, plasmécitos, histiocitos, neutréfilos e em
menor nimero, mastocitos e eosinofilos (OMOREGIE et al.,2011). E possivel,
ainda observar glébulos eosindfiicos de gamaglobulina dispersos,
denominados de corpusculos de Russel e agregado de particulas levemente
basofilicas, o0s corpusculos de pironina em associagdo ao infiltrado
plamocitario (NEVILLE et al.,2011). Cristais de colesterol podem ser
encontrados associados a areas de extravasamento de hemacias,
circundados por células gigantes e macréfagos, os quais favorecem a
reabsorcéo 6ssea (GARCIA et al.,2007).

Eventualmente, €& possivel encontrar ilhotas de células epiteliais,
provenientes dos restos epiteliais de Malassez, que podem variar em
tamanho (GARCIA et al.,2007), sendo tais lesbes denominadas de
granulomas epitelizados. No entanto, cavidade patolégica é ausente nesses
casos e estes representariam, possivelmente, um estagio de transicdo entre
GP e CR (NOBUHARA e DEL RIO, 1993; RICUCCI et al., 2006).

Diante do seu potencial dinAmico de transformacéo, os GPs podem se
transformar em abscessos ou cistos radiculares, sem sinais de alteracdes
radiograficas. No caso de transformacdo em CR, apenas 0 exame
histopatolégico podera estabelecer o diagnéstico definitivo (NEVILLE et
al.,2011).

A terapéutica indicada € o tratamento ou retratamento endoddntico e
mais recentemente, com as novas técnicas de regeneracdo periapical e
engenharia tecidual, a revascularizacao tecidual estd sendo uma outra opgao
de escolha (TROPE, 2010; RAJU et al.,2014). Sabe-se, porém, que a alta
complexidade do sistema de canais radiculares e a presenca de microbiota
externa a raiz, na regiao de apice, podera implicar na persisténcia dos sinais e

sintomas, levando a um prognostico desfavoravel, podendo ser indicado a
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cirurgia de curetagem e ou apicectomia para a remocéo da lesdo periapical
(NAIR, 2011; GARCIA et al., 2007; RICUCCI et al., 2014).

2.1.2 Cisto Radicular

O cisto radicular (CR), também denominado de cisto periapical,
periodontal apical ou perirradicular, € classificado como cisto odontogénico de
natureza inflamatoria, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (KRAMER,
PINDBORG e SHEAR, 1992). Representam as lesbes cisticas mais
comumente encontradas nos maxilares, compreendendo de 38% a 72% de
todos os cistos odontogénicos diagnosticados (GROSSMANN et al., 2007;
OCHSENIUS et al., 2007; PROCKT et al., 2008).

E considerado como lesdo de natureza inflamatéria que se desenvolve
a partir de um GP preexistente (REGEZZI et al., 2008; NEVILLE et al., 2011).
Nesta perspectiva, embora 0s mecanismos envolvidos no processo de
crescimento e expansdo das lesdes periapicais ainda ndo sejam totalmente
conhecidos, um CR é considerado como uma sequéncia direta do GP,
embora um GP n&o evolua necessariamente para um CR (NAIR, 1998).

A formacdo do CR esta relacionada a proliferacdo de restos epiteliais
guiescentes, provenientes dos restos epiteliais de Malassez presentes no
ligamento periodontal, além de outras fontes provaveis, tais como o epitélio
crevicular, o revestimento sinusal e o revestimento epitelial dos trajetos
fistulosos (NEVILLE et al, 2011). Os restos epiteliais proliferam,
provavelmente, sob influéncia de endotoxinas bacterianas, citocinas pro
inflamatorias e fatores de crescimento liberados durante a inflamacao
perirradicular (LIN et al., 2007).

De acordo com a literatura consultada,a faixa etaria mais acometida esta
entre a segunda e quarta década de vida e a lesdo ocorre preferencialmente
na maxila anterior (GARCIA et al., 2007; PROCKT et al., 2008). Quanto ao
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género, Prockt et al. (2008) e Garcia et al. (2007), relataram o predominio do

sexo masculino.

Geralmente, os CRs sdo assintomaticos, a menos que exista agudizagéo
do processo inflamatério. Neste caso, pode haver tumefacdo, sensibilidade
leve, possivel mobilidade dentaria e deslocamento dos dentes adjacentes
(DANDODIKAR et al., 2013).

Radiograficamente, apresenta o mesmo padrao dos GPs. Observa-se
perda da lamina dura ao longo da raiz adjacente e uma imagem radiogréafica
radiolicida arredondada, de tamanho variado, relacionada ao apice do dente
acometido. Comumente, sdo detectadas apenas no exame radiografico de
rotina e diagnosticadas ap6s exame histopatolégico, quando indicado
(DANDODIKAR et al., 2013).

Histopatologicamente, o CR é formado por uma cavidade patoldgica
revestida por epitélio pavimentoso estratificado, geralmente ndo queratinizado
e de espessura variada (GARCIA et al.,, 2007; PROCKT et al., 2008;
DANDODIKAR et al., 2013). Subjacente, observa-se uma capsula de tecido
conjuntivo fibroso e vascularizado, sede de células inflamatorias
predominantemente mononucleares (GARCIA et al., 2007). O epitélio cistico
pode apresentar calcificacbes lineares ou em forma de ndédulos, os
corpusculos de Rushton. Calcificagdes distroficas, cristais de colesterol
associados a células gigantes multinucleadas e corpos hialinos representados
por anéis ou massas ovoides, eosinofilicas e amorfas, podem ser achados
ocasionalmente observados (GARCIA et al., 2007; REGEZZI et al., 2008).

Garcia et al. (2007) preconizaram que o tratamento de um CR devera se
iniciar pelo protocolo endodbéntico e caso ndo haja reparo bioldégico com
reducdo radiografica da lesdo, pode se tentar o retratamento endoddntico ndo
cirdrgico. LesBes maiores que 2,0 cm podem ser tratadas através de

procedimentos cirargicos de marsupializacdo, descompressao ou fenestracao.
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A bidpsia é indicada para afastar outras possiveis patologias (NEVILLE et al.,
2011).

As lesbes periapicais cronicas sdo caracterizadas pela ocorréncia de
destruicdo Ossea resultante da resposta imune-inflamatéria do hospedeiro a
infeccbes bacterianas oriundas do canal radicular. Além das toxinas
bacterianas, mediadores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas e
proteases induzidas e ativadas por estes mediadores sdo continuamente
liberados nas proximidades do o0sso alveolar, podendo levar a reabsorcao
0ssea e a substituicdo por um tecido conjuntivo inflamado (LOYOLA et al.,
2005). Estas substancias parecem desempenhar um papel importante na
expansdo das lesdes periapicais, uma vez que estdo associadas a ativagao
de osteoclastos atuantes no processo de remodelacdo 6ssea (MUGLALI et
al., 2008)

2.2 REMODELACAO OSSEA
2.2.1 ConsideracOes Gerais

A natureza dinamica do esqueleto resulta de um processo denominado
remodelacdo O&ssea, que acontece constantemente no 0sso cortical e
trabecular. A remodelacdo tem inicio com o0 processo de reabsorcao

(catabdlico), seguido por fases de reversao e de formacao 6ssea (anabdlico).

Estes eventos resultam na substituicdo do 0sso antigo por novo 0SSoO.
Fisiologicamente, o tecido 6sseo € continuamente reabsorvido e remodelado,
devido a necessidade de se manter constante o volume 0sseo e homeostase
de calcio (SIMS e GOOI, 2008; KOBAYASHI et al., 2009).

Este conjunto sequencial € controlado sutilmente pelas atividades
celulares de osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos que se encontram na
periferia e interior da matriz (SIMS e GOOI, 2008; HUANG et al., 2014). Os
osteoclastos sdo células multinucleadas derivadas da linhagem dos

monaocitos/macrofagos e sao responsaveis pela reabsor¢do das matrizes
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mineralizadas (XIONG et al., 2012; FUJIOKA et al., 2014). Uma caracteristica
morfolégica importante dos osteoclastos é a sua superficie voltada para o
tecido 6sseo, a qual apresenta projecdes irregulares, favorecendo sua ligacédo
a matriz. Circundando essa area, existe uma regido citoplasmatica,
denominada de zona clara, onde estdo presentes filamentos de actina,
poucas organelas, colagenases e hidrolases que atuam localmente digerindo
a matriz organica e dissolvendo os cristais de sais de calcio (KOBAYASHI et
al., 2009). Osteoblastos sdo células mononucleares responséveis pela
deposicdo de matriz 6ssea, produzindo fosfato de calcio, que sera convertido
em hidroxiapatita e a matriz organica formada principalmente por colageno
tipo | e ainda estdo envolvidos na regulacdo dos osteoclastos (SILVA e
BRANCO, 2008; HAMBLI, et al.,2014; FUJIOKA et al., 2014). Ostedcitos sao
células diferenciadas derivadas dos osteoblastos e representam 90% das
células 6sseas na matriz 6ssea. S&8o completamente envolvidos por matriz
O0ssea mineralizada durante a formacdo e seus prolongamentos dentriticos
sdo as Unicas formas de se conectarem com outras células, incluindo
ostedcitos adjacentes, mergulhados na matriz e os osteoblastos na superficie
O0ssea (HOMMA et al., 2014; BELLIDO, 2014).

O ciclo de remodelacédo pode ser dividido em quatro etapas: ativacao,
reabsorcéo, reversdo e formacdo (SIMS e GOOI, 2008). A principio, uma
superficie 6ssea é ativada por fatores osteoclastogénicos, atraindo da
circulacao os pré-osteoclastos, que se diferenciam em osteoclastos, iniciando
0 processo de reabsorcdo desta superficie. Estes sdo removidos desta
superficie através da morte celular programada ou apoptose. A superficie
O0ssea € colonizada por precursores osteoblasticos (fase de reversao), que
posteriormente se transformam em osteoblastos maduros, iniciando a sintese
da matriz 6ssea. Apos longo periodo de formacéo éssea, a superficie 0ssea
volta a forma quiescente, através da apoptose dos osteoblastos ou a sua

transformacao em ostedcitos (KEARNS et al., 2008; PROFF et al., 2009).

A propriedade mais significativa deste processo de remodelacdo é

provavelmente a comunicacéo eficiente entre osteoclastos e osteoblastos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujioka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25514036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fujioka%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25514036

25

Esta atividade coordenada permite manter o formato e estrutura 0ssea sem
alteracbes durante a vida, a despeito do processo ciclico de reabsorcdo e
formacdo que o tecido Osseo é submetido (DELAISSE, 2014). Esta
coordenacado eficiente e prolongada é descrita como Unidade Multicelular
Basica (HAMBLI, 2014). Dentro desta unidade, a atividade celular é
compensada, seguindo um principio de que a quantidade de osso destruido
por osteoclastos sera igual a quantidade de osso formado pelos osteoblastos
(SIMS e GOOI, 2008; DELAISSE, 2014).

O desequilibrio entre o processo de reabsorcdo e formacdo Ossea,
guando favorece o aumento da atividade dos osteoclastos, podera causar
desordens Osseas, incluindo osteoporose, doenca Ossea de Paget, artrite
reumatoide, tumores 0sseos primarios e metastase 6ssea (XIONG et al.,
2012; HAMBLI, 2014). Durante o processo fisiol6gico, a dupla de eventos
reabsorcdo e formacéo séo reguladas por fatores fisicos e por polipeptideos,

como hormonios e citocinas.

Muitos progressos foram alcangados ao longo da ultima década, na
tentativa de entender o0s mecanismos moleculares envolvidos na
diferenciacdo dos osteoclastos, através da descoberta de citocinas envolvidas
na osteoclastogénese. Como exemplo tem-se a triade RANK/RANKL/OPG
gue sao reconhecidas como reguladoras centrais do processo de
diferenciacao dos osteoclastos (KOBAYASHI et al., 2009).

2.2.2 Fatores Osteoclastogénicos
2.2.2.1 Sistema RANK/RANKL/OPG

A reabsorcdo 6ssea € orquestrada a partir da acdo de receptores e
ligantes relacionados a grande familia TNF (Fator de Necrose Tumoral),
representados pelas proteinas RANK (Receptor Ativador Nuclear kB), RANKL
(Ligante do Receptor Ativador Nuclear kB) e OPG (Osteoprotegerina)
(RECHENBERG et al., 2014).
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A triade RANK/RANKL/OPG ¢é representada por moléculas chave
reguladoras do processo de remodelacdo Ossea e s&0 essenciais no
desenvolvimento e ativacdo do processo de osteoclastogénse, tendo papel
decisivo no equilibrio entre reabsor¢cdo e formacdo 6ssea (MENEZES et al.,
2006; GINER et al., 2009; RONG et al., 2011).

O RANK é uma proteina com 616 aminoacidos, sendo expressa pelo
gene TNFRSF11a, sendo encontrado na membrana de células precursoras
dos osteoclastos e quando ativadas, promovem e orientam a diferenciacéo
destes, aumentando sua atividade celular, como também retardando o seu
processo de apoptose (MENEZES et al.,, 2006; TYROVOLA et al.,, 2008;
GINER et al., 2009; TEKKESIN et al., 2011; GUERRINI et al.,2014).

O RANKL também conhecido como OPGL (ligante da osteoprotegerina)
ou ODF (fator de diferenciacéo dos osteoclastos) € um polipeptideo codificado
pelo gene TNFSF11 com 317 aminoéacidos (TYROVOLA et al., 2008; CHEN et
al.,2014; GUERRINI et al., 2014), se apresentando em duas formas: ligada a
membrana (a mais comum), com 40-45 kDa e a forma solavel, com 31kDa
(TELLTELBAUM, 2000; KHOSLA, 2001). Ele foi descoberto em 1998, sendo
considerada a mais importante citocina, atuando como indutor fisiolégico da
osteoclastogénese, onde se liga diretamente ao RANK na superficie celular
dos pré-osteoclastos e osteoclastos. Ao ativar o RANK, participa ativamente
no processo de maturacdo e desenvolvimento destas células (MENEZES et
al.,, 2006; GINER et al., 2009; BRAUN et al.,, 2012; RECHENBERG et al.,
2014).

RANKL €& expresso por osteoblastos, fibroblastos, linfocitos T e B e
macrofagos (GUERRNI et al., 2014). Segundo Honma et al. (2014) estudos
recentes sugerem que o0s osteécitos sdo fonte principal de RANKL em
processos patoldgicos e fisiolégicos da osteoclastogénese. Ostedcitos irdo
fornecer RANKL aos precursores de osteoclastos através de interacéo direta
de suas extremidades dendriticas. Em contrapartida, o papel de RANKL com

0s osteoblastos ainda néo esta claro e precisa ser elucidada.
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Osteoprotegerina (OPG) é uma proteina soltuvel, membro da familia TNF
e é representado por 380 aminoacidos, expressa pelo gene TNFRSF11b. Ela
funciona como receptor e tem propriedades antagonicas ao RANKL porque
age como inibidor ao interagir com alta afinidade com o RANKL, impedindo
sua ligagdo ao RANK, levando assim, a diminuicdo da osteoclastogénese
(MENEZES et al., 2006; TEKKESIN et al., 2011; GUERRINI et al., 2014).
Como o0 RANKL, a OPG é modulada por citocinas inflamatérias (COCHRAN,
2008).A OPGeé expressa por osteoblastos, linfocitos, fibroblastos e células
endoteliais (KUNTZ et al.,, 2001;MENEZES et al.,2006; BOYCE et al., 2007;
GINER et al.,2009).

Desequilibrios na propor¢do RANKL/OPG constituem a base de diversas
patologias, locais ou sistémicas, que se caracterizam pela reabsor¢cdo do
tecido 6sseo (ANANDARAJAH, 2009; LAMOUREUX et al., 2010). Alteracdes
na expressdo de RANKL e OPG, decorrentes de um aumento nos niveis de
RANKL ou de uma diminui¢cdo nos niveis de OPG, podem resultar no estimulo
da atividade osteoclastica e, consequentemente, a reabsor¢édo 6ssea (BOYCE
e XING, 2008; COCHRAN, 2008; ANANDARAJAH, 2009). Evidéncias
provenientes de estudos em processos patoldgicos variados, como ostedlise
periprotética (WANG et al., 2010), artrite reumatoide (AINOLA et al., 2008),
talassemia (SKORDIS et al.,, 2008), mieloma multiplo (GORANOVA -
MARINOVA et al., 2007), metastases tumorais (CANON et al., 2008), doenca
periodontal (RECHENBERG et al., 2014) e periodontite apical (RONG et al.,
2011) sugerem que a propor¢cdo RANKL/ OPG constitui um fator importante
no processo de reabsor¢cdo éssea.

O RANK, RANKL e OPG parecem estar intimamente relacionados com
infiltrado inflamatorio em lesbes periapicais cronicas (RONG et al.,2011;
MORAES et al., 2013). Um estudo realizado por Armada et al. (2015), avaliou
a distribuico da expressdo destes reguladores da reabsorcdo O0ssea em
cistos radiculares. Os resultados demonstraram que o tipo de infiltrado

inflamatoério presente nos CRs, parece influenciar a expressdao de RANK,
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RANKL e OPG. O infiltrado cronico esteve associado a um aumento da

atividade osteolitica.

De Moraes et al. (2011) desenvolveram um estudo onde o obijetivo foi
avaliar a participacéo dos fatores osteoclastogénicos, RANK, RANKL e OPG,
na expansdo de cistos odontogénicos. Foram realizadas analises
imunoistoquimicas da expressdo proteica destes fatores tanto no epitélio
como na capsula fibrosa em 40 cistos (20 cistos inflamatorios e 20 cistos
dentigeros). Os resultados sugeriram que a relacdo entre RANKL e OPG na
capsula cistica estava associada com as diferentes etapas de progressao da
lesdo. Embora nenhuma relacao significativa (p> 0,05) tenha sido encontrada
neste estudo, houve casos que pareceu haver equilibrio homeostéatico
(OPG=RANKL) e alguns casos onde houve minima atividade osteoclastica
(OPG >RANKL). Estes autores acreditam que a relacdo entre RANKL/OPG
seria mais desfavoravel no inicio da formacdo da cavidade cistica. Por outro
lado, no epitélio, houve aumento da concentracdo de OPG comparada a de
RANKL, que segundo estes autores, a OPG tera funcdo de criar uma barreira

contra a expansao cistica.

Belibasaki et al. (2013) conduziram uma revisdo sistematica relacionada
a RANKL e/ou OPG na polpa dentaria e em doencas periapicais no periodo
entre 1948 e 2011. Foram utilizadas as bases de dados da Medline, Biosis,
Cochrane, Embase e Web Sciences. Os autores concluiram que ha
relativamente escassez de informacéo disponivel que enfatize a participacao
especifica do RANKL e OPG na polpa dentaria e em lesbes periapicais.
Constataram também que a OPG pode agir de forma protetora contra a
reabsorcéo radicular interna e que se a razdo entre RANKL e OPG estiver
crescente, podera estar indicando a presenca de um processo de reabsorcao

Ossea.

Amostras de lesdes periapicais e tecidos periapicais saudaveis foram
analisados imunoistoquimicamente para deteccdo de expressdo RANKL e
OPG por Rong et al. (2011). Os resultados demonstraram que o numero de
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células positivas para RANKL e a relacdo RANKL/OPG em les@es periapicais

sdo maiores do que as encontradas em tecidos periapicais sadios.

Um estudo feito em ratos (LIU e PENG 2013), onde foram feitas analises
histoldgicas, histoquimica, imunoistoquimica e imunofluorescéncia, constatou-
se que fatores inibidores de macréfagos, que séo citocinas chaves na
regulacdo na imunidade inata e adaptativa, podem também estar associados
a diferenciacdo dos osteoclastos em lesdes periapicais. Estes fatores
parecem contribuir na patogénese da periocopatia através da inducdo do
RANKL.

Garlet et al. (2010), em um estudo com ratos com lesdes periapicais
induzidas, sugeriram que na cinética destas lesdes em desenvolvimento, o
efeito do aumento da concentracdo de RANKL so iria influenciar o aumento
do numero de osteoclastos, sete dias apds o inicio do processo. Segundo
estes autores, uma possivel justificativa para este espaco de tempo, seria 0
periodo necessario para 0s pré-osteoclastosse diferenciarem em

osteoclastos, quando o processo de reabsorcao 0ssea teria inicio.

Menezes et al. (2006) em um estudo com humanos constataram que o
aumento da razdo RANKL/OPG esta diretamente relacionada ao processo de
destruicdo 6ssea em cistos e granulomas periapicais. Demonstraram, ainda,
gue ha expressao de RANK, RANKL e OPG no epitélio de revestimento da
parede de cistos odontogénicos, incluindo os cistos radiculares.

A expressdo de RANK, RANKL e OPG é sistematizada direta ou
indiretamente por citocinas pro-inflamatoérias, tais como IL1, IL6, IL11, IL17,IL
33, TNFa, fator inibidor de leucemia e Oncostatin M, regulando a
osteoclastogénese e envolvendo uma relagéo intima entre inflamacéo e perda
O0ssea, atuando de forma crucial na resposta imune e inflamatéria. Elas
poderao induzir a diferenciacdo dos osteoclastos, aumentando a expressao
de RANKL e diminuindo a de OPG. Antagonicamente, ha a presenca de

citocinas anti-inflamatérias, tais como IL10 e IL13, que também irdo gerir a
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expressdo de RANKL e OPG, diminuindo o primeiro e estimulando o segundo
(BRAUN e SCHETT, 2012; CHEN et al., 2014).

2.2.2.2 Citocinas Inflamatérias

Lesbes periapicais hormalmente resultam de uma resposta inflamatoria
persistente, estimulada pela exposi¢cdo continua a agentes bacterianos,
desencadeando uma resposta imunolégica tanto inata como adaptativa.
Durante este periodo em que ha “reserva bacteriana”, principalmente
bactérias Gram-negativas, dentro do sistema de canais radiculares, havera
liberacdo de citocinas inflamatérias e outros mediadores como quimiocinas,
prostaglandinas e leucotrienos aos tecidos periapicais. Estes mediadores iréo
reforcar o recrutamento de leucécitos polimorfonucleares e outros leucdécitos,
criando atividades mediadoras tanto de protecdo como destruicdo Ossea
(PRSO et al.,2007; HENRIQUES et al., 2011; GRAVES et al., 2011; MACIEL
et al., 2012).

Citocinas inflamatérias ou interleucinas sao proteinas sollveis que
possuem um papel importante na resposta imune, iniciando e coordenando
eventos celulares, regulando a resposta do hospedeiro as endotoxinas,
estimulando a reabsorgédo 6ssea através da Interleucina | a e 3, TNFa ou IL6
e inibindo o processo inflamatério, como a IL10. As citocinas sédo secretadas
por uma variedade de células, como mondcitos, células dendriticas, linfocitos
neutrdéfilos, células endoteliais e fibroblastos (GORSKA et al., 2003; MACIEL
et al., 2011; GRAVES et al., 2011).

De acordo com conceitos atuais, células CD4+ e T helper (Th) possuem
4 subtipos: Th1,Th2, Thl7 e Treg. A resposta imune tipo 1 é caracterizada
pela producdo de IFN y, TNF a e IL1, estando envolvidos na progresséo,
reabsorcdo e remodelacdo 6ssea em lesdes periapicais. Ao contrério destas,

mecanismos imunossupressores mediados por Treg e Th2, produzem
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citocinas que sao responsaveis por cicatrizacdo tecidual, restringindo o

mecanismo imune inflamatério (HENRIQUES et al., 2011).

Como esperado, as citocinas inflamatérias diante da inabilidade do
hospedeiro em debelar a invasao bacteriana, tendem a estimular a formagéo
e crescimento de lesGes osteoliticas como granulomas periapicais e cistos
radiculares, mesmo com a presenca antagonica de citocinas antiflamatorias
(TEIXEIRA-SALUM et al., 2010).

Muglali et al. (2008) realizaram um estudo para analisar concentracdes
de TNFaq, IL1 a, pelo método ELISA no fluido cistico aspirado de 21 pacientes
(11 cistos radiculares e 10 cistos residuais). Constatou-se que tanto nos
fluidos cisticos dos cistos radiculares como nos residuais houve presenca de
TNF a e IL1a, havendo diferenca estatistica entre as les6es, sendo maior no
cisto radicular em comparacdo como o cisto residual (p< 0,001).0s autores
chegaram a conclusdo que nos cistos residuais ha um certo grau de
inflamacédo, embora em menor extensdo quando comparados aos cistos

radiculares, porém, existindo potencial para expanséao da lesao.

Gazivoda et al. (2009) isolaram células inflamatérias em 67 lesdes
periapicais humanas, sendo cultivadas por 24 horas.Os niveis de citocinas
pré- inflamatdrias (IL1B, IL6, IL8 e TNF a) e citocinas imunoreguladoras
(TGFB e IL10) foram determinados em cultura. Concluiu-se que lesdes
sintométicas sao caracterizadas pela alta producdo de citocinas proé-
inflamatoérias e as citocinas imunoreguladoras sdo mais importantes na

supresséo de inflamacdo em lesGes assintomaticas.

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa) é o principal membro da
superfamilia do TNF, possui um papel importante no inicio e coordenacédo dos
eventos celulares que irdo fazer parte do sistema de resposta imunoldgica
contra o processo infeccioso, estando relacionado com reabsorcdo éssea,

particularmente em doengas 0sseas inflamatorias crénicas (LAM et al., 2000).
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TNFa é um mediador pro-inflamatério secretado por macrofagos,
monacitos, fibroblastos e células NK (KOBAYASHI et al., 2000; PRSO et al.,
2007; JURISIC et al., 2008). Ele ira estimular a osteoclastogénese de forma
independente, como também estimulara a expressdo de RANKL junto com
outras citocinas, como IL1 e IL6 (KITAURA et al., 2013).

De forma alternativa, na presenca do TNFa, a diferenciacdo dos
osteoclastos podera ser induzida pelo RANKL em baixa concentragcéo, onde o
TNFa ira potencializar a acdo do RANKL (KITAURA et al.,2013). Segundo
Lamet al.(2000) em um estudo in vitro, concluiram que uma populacdo de
precursores de osteoclastos ndo conseguiram completar a osteoclastogénese
guando tratados somente com a presenca de TNFa. Em contraste, esta
citocina estimulou drasticamente a diferenciacdo dos macréfagos com menos
de 1 % da quantidade de RANKL necessério para a inducdo da formacéo dos

osteoclastos.

TNFa exibe propriedades bioldgicas pela ligagdo com dois receptores de
alta afinidade (TNFR1 e TNFR2),com tamanhos moleculares de 55 kDa e 75
kDa (NIKOLOPOULOS et al., 2008). Ambos podem traduzir sinais
intracelulares que estimulam a quebra proteolitica de | kB, um inibidor
citoplasmatico do NFkB. O NFkB ativado € entéo translocado para o nucleo,
onde induz a transcricdo de varios genes responsivos ao TNFa. Além disso, a
ligacdo do TNFa ao seu receptor TNFR1 desencadeia a morte celular
programada em muitas células. Este processo depende da presenca do
"dominio de morte", localizado na regido citoplasmatica de TNFR1, que é
ausente em TNFR2 (KOBAYASHI et al., 2000).

O insucesso do tratamento endodéntico é frequentemente causado pela
persisténcia de microrganismos dentro do sistema de canais. Sabendo deste
fato, Henriques et al. (2011) fizeram um estudo pra determinar se havia
RNAmM de TNFa expresso em lesdes periapicais refratarias comparando com
um grupo controle (tecido vital pulpar). Os resultados demonstraram diferenca

significativa entre os niveis de RNAm de TNFa, quando comparados ao grupo
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controle. Conclui-se que ha um aumento importante na expressdo de TNF a
em lesBes periapicais refratarias, sugerindo que citocinas pro-inflamatérias

possuem papel importante neste tipo de lesdes.

Em um estudo, Prso et al. (2007), demonstraram alta concentracéo de
TNFa em todas as lesdes periapicais coletadas, sem diferenga estatistica
entre lesdes sintomaticas e assintomaticas. Ainda encontraram pouca
concentragdo deste em tecidos saudaveis, demonstrando claramente, que o
TNF a € um potente e importante mediador no processo de reabsorcao

Ossea.

Jurisic et al. (2008) investigaram a concentracdo do TNFa em 43
amostras de cistos radiculares em humanos retiradas de fluido cistico obtidos
apos procedimento cirdrgico. O objetivo deste estudo foi o de correlacionar
valores de TNFa, dependendo da contagem de células inflamatdrias e grau
de vascularizacédo nos cistos radiculares. O resultado demonstrou a presenca
de alta concentracdo de TNFa associado aos menores cistos, como também
de proteinas e células inflamatérias no conteddo cistico. Estes autores
acreditam que a determinagdo de TNFa em fluido cistico simultaneamente
com outros parametros pode ser ferramenta auxiliar importante ao diagnostico

clinico.

Segundo Teixeira-Salum et al. (2010), em um estudo com 17 cistos
radiculares e 30 granulomas periapicais em humanos, observou-se alto grau
de citocinas inflamatdrias, como TNFa, nos cistos radiculares, comparados
aos granulomas periapicais. Os resultados demonstraram também altas
concentragdes de TNFa, IFNy relacionados a presenca de edema tecidual,

sugerindo participacao destes na reacéo inflamatéria aguda.

Em 1999, foi identificada outra citocina pré-inflamatéria, membro da
familia da Interleucinal (IL1), denominada de Interleucina 33 (IL33)
(VILLARREAL et al., 2014; CAYROL e GIRARD, 2014). Primeiramente, a 1L33

foi descoberta como um fator nuclear presente em células endotelias e
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epitelias, sendo mais tarde, identificada como ligante extracelular funcional do
receptor de membrana ST2 (LEFRANCAIS e CAYROL, 2012; VILLARREAL e
WEINER, 2014; CAYROL e GIRARD, 2014; DA LUZ et al., 2014).

O receptor ST2 é expresso por varias células de defesa com linfocitos
Th2, NK, mastoécitos e células de linhagem mieldide (mondcitos, células
dendriticas e granulécitos). A IL33 ira se ligar ao receptor ST2 e juntos irdo
promover tanto resposta imunolégica Thl como Th2, dependendo do tipo de
célula ativadora como também do microambiente onde esta ocorrendo o dano
tecidual (MILOVANOVIC et al., 2012; VILLARREAL e WEINER, 2014).

Esta proteina tornar-se altamente atrativa as pesquisas, devido a
descoberta que sua principal célula alvo, seria a célula linféide inata tipo2,
envolvida no inicio da resposta imune em infec¢des parasitarias e doencas
alérgicas, como a asma (LEFANCAIS e CAYROL, 2012; MILOVANOVIC et
al., 2012).

A IL33 é expressa, predominantemente, na camada epitelial como a
primeira linha de defesa contra os patégenos, sendo ativada por células
hematopoiéticas, mastdcitos, eosinodfilos, basofilos, células NK, CD8+,
linfocitos e células ndo hematopoiéticas. Ela ira atuar tanto no nucleo como
fora da célula, podendo ser encontrada de duas formas: IL33 completa (pro-
IL-33) ou IL33 madura (mtr IL33) (VILLARRREAL e WEINER, 2014; CAYROL
e GIRARD, 2014). Segundo Da Luz et al. (2014), durante a apoptose, a IL33 é
retida no ndcleo, ocorrendo sua clivagem e a inativacéo de suas propriedades
pré-inflamatérias. Em contrapartida, durante a necrose tecidual, a IL33 sera
secretada na matriz extracelular e provavelmente ira ter sua fungéo de alarme
imunologico, sinalizando o local da injuria. Esta citocina precisa estar presente
extracelularmente, para que tenha participacdo ativa em doencas
inflamatorias, infecciosas e autoimunes, incluindo choque anafilatico, artrite

reumatoide, arteriosclerose, esclerose sistémica e doencas cardiovasculares.

Saidi et al. (2011) investigaram a participagdo da IL33 no processo de

remodelacdo Ossea em amostras de sangue de 3 doadores humanos
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saudaveis. Os resultados revelaram que RNAm da IL33 é expresso pelos
osteoblastos/ostedcitos tanto in vivo quanto in vitro, como, também, os
adipécitos podem ser fonte de IL33 em medula 6ssea humana. Neste
trabalho, os autores chegaram a constatacdo que a expressao do RNAmM da
IL33 parece ser elevada por citocinas como TNFa e IL1B em células do
estroma medular, osteoblastos e células adipocitas. Porém, a IL33 nao
mostrou efeito sobre estas células ou sobre células precursoras
osteoclasticas (CD14) e nenhuma destas células expressou o receptor ST2
em condicdes basais. Acreditaram entdo, que a IL33 parece nao ter

participacdo direta na remodelagéo 0ssea.

Num estudo realizado por Kim e Choi (2012), foram coletadas amostras
de sangue de doadores humanos sadios. Mondcitos CD14+ foram isolados
das células periféricas mononucleares. Inicialmente, eles determinaram se
células CD14+ expressavam o receptor ST2 da IL33. O resultado demonstrou
gue mais de 90% das células apresentavam os receptores em sua superficie.
Foi investigado se a acao da IL33 dependeria ou ndo da acdo do RANKL. Os
autores observaram que houve uma resposta igual e potente da IL33,
estimulando a diferenciacdo dos osteoclastos, quando sozinha e quando
associada a presenca do RANKL. E possivel que a combinacdo de tratamento
entre IL33 e RANKL leve ao aumento da diferenciacdo dos osteoclastos. O
bloqueio do receptor ST2, resultou na inibicdo da IL33 e sua a¢do nao foi
influenciada pelo bloqueio de OPG ou RANKL, sugerindo que a diferenciacao
dos osteoclastos pela IL33 parece ocorrer atraves do receptor ST2,
independente da triade RANK/RANKL/OPG. Eles acreditam que a habilidade
da IL33 em estimular a formacéo de osteoclastos e reabsorcdo 0ssea podera

ter implicagbes terapéuticas nas doencgas 6sseas inflamatorias.

Segundo alguns autores, mesmo se sabendo que ha aumento de
concentracédo de IL33 em processos inflamatorios e alérgicos, mais estudos
sobre sua forma de acdo e regulacdo devem ser conduzidos para o0
desenvolvimento de terapias para doencgas inflamatérias e alérgicas
(CAYROL e GIRARD, 2014; VILLARREAL e WEINER, 2014).
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2.2.2.3 Catepsina K

No ano de 1995, uma nova proteinase de cisteina lisossdmica foi
identificada, membro da familia da papaina, recebendo a denominacdo de
Catepsina K (Catps K). Esta enzima é sintetizada, primeiramente, como uma
pro enzima antes de ser transportada para os lisossomos, onde seré clivada
para transformar-se em enzima ativa. Ela é produzida de forma intensa pelos
osteoclastos, atuando em pH acido e sendo regulada pelo ligante do Receptor
Ativador Nuclear kB (RANKL). O RNAmM da Catepsina K ja foi encontrado em
ovario, coracao, pulméao, musculos e intestino (GARNERO et al.,1998; GOTO
et al.,2003; GAO et al.,, 2008; FULLER et al., 2010; BONNEN et al.,2012;
DUONG, 2012).

Quando comparada as outras catepsinas (B, C, D, E, Ge L), a Catps K é
a mais secretada e importante protease, participando ativamente na mediagcao
e degradacdo dos componentes proteicos da matriz 6ssea, participando
ativamente do processo de reabsor¢cdo 6ssea (GOTO et al.,2003; FULLER et
al., 2010; DUONG, 2012, GAO et al., 2013).

Na zona de selamento, onde ocorrera o processo de reabsorcdo 0ssea,
serdo secretados prétons e enzimas lissosomais, que irdo formar
hemivacuolos digestivos extracelulares. Nestes hemivacuolos, os prétons irdo
solubilizar os componentes minerais, expondo as fibras colagenas, que
correspondem a 90% da matriz 6ssea organica. Uma vez que este colageno
figue exposto, estara disponivel para a dissolucdo pela Catepsina K. A
CatpsK destruira o colageno tipo 1, ndo apenas no sitio do telopeptideo como
também em multiplos sitios de dominio helicoidal (FULLER et al., 2010;
LEUNG et al., 2011; JENSEN et al., 2014; HAO et al., 2015).

Tanto em animais como em humanos, a deficiéncia genética de

Catepsina K compromete a reabsorcdo Ossea e pode estar implicada na
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osteopetrose. A inibicdo da acdo desta proteina € uma promissora estratégia
no tratamento de osteoporose (SHILLING et al., 2007; PENNYPACKER et
al.,2009; FULLER et al., 2010; JENSEN et al., 2014). Outra importante acao
da Catepsina K, foi sugerida por Yamalik et al. (2012), apdés um estudo feito
em humanos, em que a Catps K poderia servir de parametro bioquimico para
monitorar perda 6ssea alveolar em pacientes com periodontites e apos
implantes dentarios. Segundo Bonnem et al. (2012), quando a Catepsina K
apresenta-se ausente ou inibida em ratos, coelhos ou macacos, a formacéao
0ssea é mantida ou elevada. Em humanos, segundo estes autores, a inibicdo
desta protease é associada com reducdo nos marcadores de reabsorcao
0ssea, mas com pequena ou temporaria reducdo nos marcadores de

formacédo 6ssea.

Em um estudo, feito por Gao et al (2013), foram utilizados
camundongos, 0s quais tiveram a expressao génica da Catps K silenciada,
visando bloqueara producdo de osteoclastos e reabsorcdo Ossea. Lesbes
periapicais foram induzidas em primeiros molares inferiores, através de
contaminacdo pulpar com quatro tipos de bactérias. Os resultados
demonstraram que, onde houve presenca de RNA silenciador, houve minima
imagem radiogréafica sugestiva de reabsor¢cdo 6ssea periapical. Em contraste
com o grupo controle, onde houve significante indicacao de imagem sugestiva
de reabsorc¢ao 6ssea. Estes achados demonstraram que o RNA silenciador de
Catps K, reduz o desenvolvimento de lesdes de origem endodontica,

consequentemente inflamacéo na regido periapical e destruicdo 6ssea.

Outro trabalho in vitro, realizado por Leung et al.(2011), demonstrou a
importancia da Catps K em relacdo a sua acdo estimuladora da reabsorcao
Ossea. Estes autores utilizaram a Odenacatib (ODN), uma potente e seletiva
medicacdo, utilizada em pacientes do sexo feminino, no periodo pos
menopausa, contra a osteoporose. Este estudo demonstrou que ODN é um
inibidor importante na acdo da Catps K. Como conclusdo, ap6s o uso da
ODN, observou-se uma seletiva acdo da Catps K sobre os osteoclastos,

reduzindo o processo de reabsorcéo 6ssea, bloqueando a desmineralizagcéao e
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degradacdo do colageno tipo | nas zonas de reabsor¢cdo, como também
retardou a transcitose para futuros processos de degradacgédo proteica. Os
osteoclastos mantiveram outras fungdes importantes, mesmo com a inibigéo
do processo de reabsorcao, tais como a formacéo celular, sobrevivéncia e
polarizacdo destas células, caracteristicas também observadas por Duong
(2012).

Os mecanismos moleculares exatos, associando a inibicdo da Catps K e
formacdo Ossea, ainda permanecem obscuros e provavelmente, segundo
Duong (2012), é provavel que envolva uma complexa rede de comunicacao
célula/célula. Porém, sabe-se que a Catepsina K € uma enzima que esta
envolvida no metabolismo ésseo e que devido a esta caracteristica importante
podera ser de extrema relevancia no processo saude doenga que envolve o
sistema estomatognatico (YAMALIK et al.,2011).

Diante do exposto percebe-se que a expressao da catepsina K parece
ter relagdo com outros fatores osteoclastogénicos comentados nesta revisao,
alguns mostrando uma relacdo direta com a super expressdo desta
colagenase. No entanto, seu papel nas doencas inflamatorias crbnicas €
pouco estudado e nas lesdes periapicais humanas ainda ndo existem estudos

publicados na literatura.

Portanto, constata-se que varias moléculas participam do processo de
reabsorcdo Ossea e possivelmente podem estar envolvidas na patogénese
das lesbes periapicais cronicas, ora estimulando a atividade
osteoclastogénica ora inibindo este processo. Alguns destes fatores
osteoclastogénicos tém sido extensamente estudados nas doencas
inflamatoérias crénicas, enquanto outros como a IL-33 e Catepsina K
necessitam de mais investigacfes. Ademais, € relevante investigar a relacéo
entre os fatores estimuladores e inibidores da osteoclastogénese com a
finalidade de melhor esclarecer suas vias de sinalizagdo.O conhecimento

dessas vias de sinalizagdo proporcionara o surgimento de meétodos de
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controle da atividade osteolitica, o que pode ser (til para o tratamento das

patologias inflamatdrias que envolvem a perda éssea.
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30BJETIVOS

3.1 Geral

Investigar a expressdo imunoistoquimica de fatores osteoclastogénicos,
RANKL, TNFa, I1L33, Catepsina K e OPG em uma série de casos de lesdes
periapicais cronicas humanas (CRs e GPs).

3.2 Especificos

e Comparar a expressao das proteinas entre CRs e GPs;

e Verificar correlacdo da expressdo protéica com o0s parametros
clinicomorfolégicos: tamanho da lesdo e intensidade do infiltrado
inflamatorio;

e Verificar quais tipos de células expressam as proteinas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas

O presente projeto de pesquisa encontra-se aprovado pelo comité de
ética em pesquisa com seres Humanos da UEFS sob numero de parecer
140.524 (Relatoria: 27/11/2012).

4.2 Caracterizacéo Do Estudo

O presente estudo foi caracterizado por uma pesquisa retrospectiva e
descritiva, constituida pela analise e registro da expressédo imunoistoquimica
do RANKL, TNFaq, IL33, CatpsK e OPG em GPs e CRs.

4.3 Variaveis Estudadas

Em relacdo as variaveis estudadas, elas estao representadas no Quadro

1 abaixo.

Variavel Categorizagao

Lesao Periapical Cronica Cisto Radicular =1
Granuloma Periapical =2

Proteina RANKL =1 OPG =2 TNFa =3

IL33=4 Catps K=5

Porcentagem expressdo imunoistoquimica no | 0 a 10% = 0; 11-25% =1; 26—
epitélio 75% =2; >76% =3

Porcentagem expressao imunoistoquimica | 0 a 10% =0 ; 11-25% =1; 26—

capsula/conjuntivo 75% =2; >76% =3

Quadro 1: Descricdo das variaveis estudadas. Salvador/BA — 2016
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4.4 Populacao

A populagdo foi constituida por todos o0s casos registrados,
diagnosticados e armazenados no Laboratorio de Patologia Cirargica da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) de 2002 a 2015 e no Laboratorio de
Patologia Oral da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) de
2005 até 2015.

4.5 Amostra

A amostra foi constituida por 52 casos de lesdes periapicais
inflamatdrias crénicas, assim distribuidas: 30 CRS e 22 GPs.

De uma maneira geral, como critérios de inclusao foram considerados os
seguintes aspectos para cada caso: (1) quantidade suficiente de tecido no
bloco de parafina arquivado; e (2) condicbes de armazenamento dos
espécimes, critérios estes necessarios para a realizacdo do estudo

imunoistoquimico.

Para os GPs, foram selecionados apenas os casos com auséncia de
qgualquer remanescente de epitélio odontogénico disperso no tecido conjuntivo
constituinte da lesdo. Para as lesfes cisticas, foram incluidos somente os
espécimes que exibiram uma cavidade patolégica revestida total ou
parcialmente por epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado e
guantidade suficiente de capsula fibrosa para realizacdo das avaliacdes

morfolégica e imunoistoquimica.

No caso dos granuloma periapicais e cistos radiculares foi comprovada a
existéncia de um dente com comprometimento pulpar associado a leséo.
Estes dados estavam presentes nas fichas de encaminhamento de bidpsia

dos referidos casos e/ou nas imagens radiogréaficas disponiveis.
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4.5.1 Caracterizacdo da Amostra

Informacdes referentes a idade e sexo dos pacientes acometidos pelas
patologias periapicais incluidas na amostra, bem como a localizacdo e
tamanho das lesGes encontram-se na tabela 1. Com a relacdo a idade dos
pacientes estudados, nos CRs a média foi de 44,3 anos e nos GPs foi de 38,8
anos, sendo os homens e mulheres acometidos igualmente pelo CR e as
mulheres apresentaram maior frequéncia de GPs. Os dois tipos de lesdes
acometeram mais a maxila, especialmente a regido posterior, sendo o
tamanho médio encontrado de 2,16cm para os CRs e 1,63 para os GPs. Em
alguns casos, ndo foi possivel obter informacdes sobre localizacdo das

lesOes, devido a falta de dados na ficha clinica.

Tabela 1. Informacdes clinicas dos pacientes de acordo com o tipo da lesao.
Salvador/BA - 2016.

LESAO IDADE SEXO % (N) LOCALIZACAO TAMANHO
Média F M Md.A Md.P Max. A Max.P  Média (min-max)
(min-max)

CR 44,3 (14-66)  50(15) 50(15) 2 4 11 8 2,16 (0,3-10)

GP 38,8 (19-68)  63,63(14) 36,6(8) 0 6 3 10 1,63 (0,1- 5,5)

*CR: Cisto Radicular, GP: Granuloma Periapical, F:feminino,M: Masculino, min: minimo, max:
maximo, Md A: mandibula anterior, Md P: mandibula posterior, Mx A: maxila anterior, Mx P:

maxila posterior.Fonte: Programa de Pés-Graduacao em Odontologia e Salude/UFBA

4.6 ANALISE MORFOLOGICA

Esta andlise foi realizada em cortes histolégicos de 5um de espessura,
corados pela técnica de rotina da hematoxilina e eosina (HE), em laminas

confeccionadas e arquivadas no laboratério de Anatomia Patoldgica da UFBA
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e UEFS, sob microscopia de luz. Foram descritos os aspectos referentes aos
padrbes caracteristicos do tecido conjuntivo/capsula de todas as lesdes
estudadas e do componente epitelial das lesdes cisticas.

O infiltrado inflamatério foi caracterizado em relacdo aos seguintes

parametros:

»Tipos de células predominantes (linfocitos, plasmadcitos, macréfagos,

neutrofilos);

» Localizagdo do infiltrado nos cistos (justaepitelial, dispersamente
distribuido ou na periferia da lesdo) e nos granulomas periapicais

(centralizado ou dispersamente distribuido);

»Intensidade do infiltrado foi estabelecida através da gradacéo sugerida por
Tsai et al. (2004). Cada espécime, corado em HE, foi graduado num aumento
de 100x como: grau discreto (células inflamatérias representam menos de 1/3
da lesdo), grau moderado (células inflamatérias representam 1/3 a 2/3 da

lesdo), grau severo(células inflamatorias representam mais de 2/3 da leséo).

Para os CRs, a espessura do revestimento epitelial foi analisada de
acordo com metodologia proposta por Moreira et al. (2000). Nesta
perspectiva, foram considerados atroficos 0s revestimentos epiteliais que
apresentaram em sua maior extensdo 2 a 10 camadas de células de
espessura e hiperplasicos os revestimentos epiteliais com espessura variavel,

constituidos por mais de 10 camadas de células.

Todas as analises foram realizadas por dois observadores
independentes e em caso de discordancia, houve a participagdo de um

terceiro observador, para o desempate.
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4.7 Estudo Imunoistoquimico
4.7.1 Técnica da imunoistoquimica

Todos o0s espécimes fixados em formol a 10% e emblocados em
parafina,referentes aos casos previamente selecionados para este estudo,
foram submetidos a cortes histolégicos de 3um de espessura, os quais foram
estendidos em laminas de vidro previamente limpas e preparadas com
adesivo a base de Organosilano (3-aminopropyltrietoxi-silano, Sigma
Chemical Co, St Louis, Mo, USA). Posteriormente, foram submetidos ao
método da imunoistoquimica, pela técnica da imunoperoxidase, utilizando-se
0s anticorpos anti-RANKL,anti-OPG, anti-TNFa, anti-IL33, e anti-Catepsina K,
de acordo com o protocolo descrito a seguir. As especificacdes dos anticorpos
utilizados encontram-se na Tabela 2. A lesé@o central de células gigantes foi
utilizada como controle positivo e, como controle negativo, cortes histoldgicos
foram incubados com soro diluente (S3022, Dako, Carpenteria, CA, USA)

substituindo os anticorpos primarios.

Tabela 2. Especificacdes dos anticorpos utilizados.

Anticorpo  Fabricante Clone Recuperacdo Diluicdo Incubacéo
antigénica

RANKL Santa Cruz  N-19 Citrato 1:150 Overnight

OPG Santa Cruz  N-22 Citrato 1:150 Overnight

TNFa Santa Cruz  52B83 Citrato 1:200 Overnight

IL33 Abcam Ab118503  Citrato 1:150 Overnight

CatpskK Abcam 2F1 Citrato 1:750 Overnight

Fonte:Programa de Pods-graduacdo em Odontologia e Saude.,Salvador/BA -
2016
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Desparafinizag&o: 3 banhos em xilol (1,2 e 3) — 5 min cada;
Reidratacdo: 2 banhos em éalcool absoluto (100% - 1 e 2), 1 em alcool
95% (3) e 1 em alcool 70% (4) — 3min cada,
Lavagem: PBS/Triton 0,1%, 2 vezes por 5 min;
Blogueio da Peroxidase Enddgena: incubagdo em solucdo de H202 a
3% em PBS, por 45 min;
Lavagem: PBS/Triton 0,1%, 2 vezes por 5 min;
Recuperacdo Antigénica: incubacdo em tampéao citrato-fosfato — pH 6,0
a 96°C (steamer ou banho-maria), por 20 min;
Resfriamento: 20 min, temperatura ambiente;
Lavagem: PBS/Triton 0,1%, 2 vezes por 5 min;
Bloqueio de biotina enddgena: leite molico 4% por 10 min para o
anticorpo RANK-L, OPG e Catps K;
Bloqueio de Ligacdes Inespecificas: Protein Block Serum-Free (K0909,
Dako) 10 min para os anticorpos RANKL, OPG, I1L33 e Catps K;
Incubacédo Anticorpo Primario: diluidos em diluente (S3022, Dako) por
18h (overnight) a 4°C;
Lavagem: PBS/Triton 0,1%, 2 vezes por 5 min;
Sistema de Deteccéo:

+ Kit LSAB+System HRP (K0690, Dako) para RANKL, OPG e

Catps K;
« ADVANCETM HRP (K4069, Dako) para TNFa e IL33, ambos em
duas etapas 30 min cada,

Lavagem: PBS/Triton 0,1%, 2 vezes por 5 min;
Cromogeno: kit DAB (Dako, K3468) 5-10min;
Agua destilada (paralizac&o reacdo do DAB);
Contra-Coloragéo:

* Hematoxilina de Harris;

* Lavagem em agua corrente por 10 min;
« Alcool 70% por 2 min;

« Alcool 1 por 2 min;

+ Alcool 2 por 2 min;
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+ Alcool 3 por 2 min;
+ Xilol 1 por 3 min;
* Xilol 2 por 3 min;

+ Xilol 3 por 3 min;

4.7.2 Analise imunoistoquimica

As laminas coradas pela imunoistoquimica foram analisadas em
microscoépio de luz e as caracteristicas do padréo de expresséo de cada fator,
foram registrados em fichas individuais, sendo analisados 0s seguintes

aspectos:

» Presenca de imunorreatividade em células epiteliais e/ou mesenquimais;

»Tipo de célula mesenquimal positiva (inflamatoria, fibroblastos e células

endoteliais)

= Porcentagem da imunomarcacdo: a imunoexpressdo foi avaliada no
revestimento epitelial e capsula fibrosa/tecido conjuntivo de acordo com
Moraes et al. (2011). A imunoexpressao no epitélio foi semi quantitativamente
analisada por 2 observadores num aumento final de 100x e classificada de
acordo com o0s escores: 0 ou nenhuma marcacdo (<10% das células
positivas), 1 (11-25%), 2 (26—75%) e 3 (>76%). Na capsula/tecido conjuntivo,
a analise foi quantitativa e o namero de células positivas foram contados em
cinco campos histolégicos representativos com aumento final de 400x. A
imagem de cada campo foi obtida em fotomicroscopio Nikon E200 com
camera digital acoplada a um microcomputador para o qual as imagens foram
transferidas. As células imunomarcadas e ndo marcadas foram contadas com
a utilizacado do Software Image J for Windows versédo 3.0, sendo calculado,

entdo, o numero médio em cada caso. Baseado na média de células totais
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obtidas para cada caso, obteve-se 0 percentual de células positivas,

atribuindo assim o mesmo sistema de escore utilizado na analise epitelial.

4.8 Andlise Estatistica

Os dados numéricos foram tabulados e tratados estatisticamente com o
auxilio do programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) na
versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). O nivel de significancia utilizado
na decisdo dos testes foi de 5% (p < 0,05) e Intervalo de Confianca de 95%).
Para a andlise das associacdes foram utilizado o teste Qui-quadrado (X2) com

0 intuito de testar as hipoteses a sequir.

Ho - N&o existem diferengas estatisticamente significativas entre a expressao
de fatores estimuladores e inibidores da osteoclastogénese nas lesdes

periapicais inflamatorias estudadas.

Hi — Existem diferencas estatisticamente significativas entre a expresséo de
fatores estimuladores e inibidores da osteoclastogénese nas lesdes

periapicais inflamatorias estudadas.

5 RESULTADOS

5.1 Dados Morfoldgicos

Analisando a capsula dos CRs, bem como o tecido conjuntivo dos GPs,
foi observada a predominancia de um infiltrado inflamatério mononuclear,
onde foi possivel observar linfocitos, plasmdcitos e macréfagos e em alguns
casos, notou-se a presenca de neutrofilos. Este infiltrado inflamatoério
apresentou-se dispersamente distribuido na maioria dos casos de CRs e GPs.
Em ambas as lesfes, predominou a intensidade severa, como ilustra a tabela
3.
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Tabela 3. Intensidade do infiltrado inflamatério relacionado aos casos de CRs e GPs.
Salvador/BA, 2016.

TIPO DE LESAO ITENSIDADE DO INFILTRADO

Leve Moderado Severo
CR 5 11 14
GP 3 5 14

*Fonte: Programa de P6s Graduagédo em Odontologia e Satude/UFBA

A analise do revestimento epitelial das lesdes cisticas revelou um

epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado, exibindo ora aspecto

hiperplasico (n=15), ora atrofico (n=15), como demonstra a figura 1.

Figura 1. Fotomicrografias de CRs corados em hematoxilina/eosina (H/E). Em A, CR exibindo

epitélio de revestimento cistico hiperplasico; em B, CR mostra epitélio atréfico (HE, 100x).

5.2 IMUNOEXPRESSAO DO RANKL, TNFa, OPG, IL33 e Catps K

De uma forma geral, considerando o compartimento celular, a
positividade de marcacéo foi evidenciada predominantemente no citoplasma,
tanto das células epiteliais quanto das células do tecido conjuntivo. Os tipos
celulares que imunoexpressaram as proteinas em estudo no tecido
conjuntivo/capsula foram linfocitos, plasmaocitos, neutrofilos, macrofagos,
fibroblastos, células endoteliais, bem como osteoblastos quando na presenca

de tecido 6sseo, oriundos do procedimento cirdrgico.
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Expressado imunoistoquimica nos CRs

Ao comparar a expressao das proteinas estudadas no epitélio cistico, foi
observada maior imunomarcagao para o TNFa (90% dos casos classificados
no escore 3), seguido pela IL33, CatpsK, RANKL e OPG, com diferenca

estatisticamente significativa (p=0,000) (tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo percentual da imunomarcacdo de RANKL, TNFa, OPG, IL33 e Catps K
no epitélio dos CRs. Salvador/BA, 2016.

PROTEINA ESCORE DE MARCACAO EM EPITELIO

1 2 3
(11 a 25%) (26 a 75%) (76 a 100%) Valor de p
n (%) n (%) n (%)

RANKL 3(10) 12(40) 15(50)

OPG 6(20) 20(66,7) 4(13,3) 0,000*

TNFa 0(0) 3(10) 27(90)

IL33 0(0) 4(13,3) 26(86,7)

Catps K 0(0) 13(43,3) 17(56,7)

*Teste Qui- Quadrado. Fonte: Programa de Pds Graduacgao em Odontologia e Saude/UFBA

A figura 2 ilustra a expressao imunoistoquimicado RANKL, TNFa, OPG,

IL33 e Catps K no epitélio de revestimento dos CRs.
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Figura 2. Imunoexpressdode RANKL, OPG, TNFa, IL33 e Catps K em CRs. Note alta
expressdo de RANKL (A), TNFa (C), IL33 (D), Catps K (E) no epitélio cistico (asterisco)
e no infiltrado inflamatdrio cronico (setas). A cabeca de seta mostra a positividade nas
células endoteliais. Em B, area de baixa expressao de OPG no epitélio e capsula cistica
(imunoperoxidase, x200).

As proteinas estudadas também mostraram imunoexpressao
diferenciada na capsula dos CRs, com diferenca estatisticamente significativa
(p=0,000) (tabela5). A IL33, Catps K e TNFa apresentaram a maior marcagao
pelas células mesenquimais, no qual a maioria dos casos foi classificado no
escore 3 (tabela 5). A maior parte dos casos imunomarcados pelo RANKL
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(76,7%) foram incluidos no escore 2 e a menor marcacéo foi obtida pela OPG

(56,7% classificados no escore 0).

Tabela 5. Distribuicdo percentual da imunomarcagdode RANKL, TNFa, OPG, IL33 e Catps K

nas células mesenquimais dos CRs. Salvador/BA, 2016.

PROTEINA ESCORE DE MARCACAO EM CONJUNTIVO
0 1 2 3 Valor de p
0a10% (11 a 25%) (26 a 75%) (76 a 100%)
n(%) n(%) n(%) n(%)
RANK L 0(0) 0(0) 23(76,7) 7(23,3)
OPG 17(56,7) 6(20) 7(23,3) 0(0) 0,000*
TNFa 0(0) 0(0) 6(20) 24(80)
IL33 0(0) 0(0) 0(0) 30(100)
Catps K 0(0) 1(1,3) 2(6,7) 27(90)

*Teste Qui- Quadrado. Fonte: Programa de Pds Graduacgao em Odontologia e Saude/UFBA

Expressdo imunoistoquimica nos GPs

Em relacdo a imunoexpressdo das proteinas no tecido conjuntivo dos
GPs, foi observada marcacdo superior para a IL33, Catps K e TNFa
(predominancia do escore 3), seguidos pela OPG e RANKL, com diferenca
estatisticamente significativa (p=0,000), como demonstra a tabela 6. A figura 3

ilustra a marcacao das proteinas no tecido conjuntivo dos GPs.
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Tabela 6. Distribuicdo percentual da imunomarcagdode RANKL, TNFa, OPG, IL33 e Catps K

nas células mesenquimais dos GPs. Salvador/BA- 2016.

PROTEINA ESCORE DE MARCACAO EM CONJUNTIVO
0 1 2 3 Valor de P
0a10% (11 a 25%) (26 a 75%) (76 a 100%)
n(%) n(%) n(%) n(%)
RANKL 0(0) 0(0) 19(86,4) 3(13,6)
OPG 0(0) 1(4,5) 16 (72,7) 5(22,7) 0,000
TNFa 0(0) 0(0) 1(4,5) 21(95,5)
IL33 0(0) 0(0) 0(0) 22(100)
Catps K 0(0) 0(0) 0(0) 22(100)

*Teste Qui- Quadrado. Fonte: Programa de P6s Graduacdo em Odontologia e Saude/UFBA.
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Figura 3. Imunoexpressdaode RANKL, OPG, TNFa, IL33 e Catps K em GPs. Note alta
expressdo das células mesenquimais para todas as proteinas (A-E). As setas indicam a
positividade no infiltrado inflamatério cronico e a cabega de seta mostra a positividade nas
células endoteliais (D, E) (imunoperoxidase, x200).
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Comparacdo da expressao imunoistoquimica do RANKL, TNFa, OPG,
IL33 e Catps K entre CRs e GPs

A expressao imunoistoquimica das proteinas estudadas foi comparada
entre os CRs e GPs, sendo observado que o GP apresentou as maiores
expressdes de OPG (p=0,000) (tabela 7, figura 4). O RANKL, TNFa, IL33 e
Catps K foram igualmente expressos pelas células mesenquimais da

capsula/tecido conjuntivo dos CRs e GPs.

Tabela 7. Comparacdo da imunomarcacdode RANKL, TNFa, OPG, IL33 e Catps K na
capsula/tecido conjuntivo entre CRs e GPs. Salvador/BA- 2016.

PROTEINA ESCORE DE MARCACAO EM CONJUNTIVO
0 1 2 3
0al0% (11 a 25%) (26 a75%) (76 a 100%)
n(%) n(%) n(%) n(%)
RANKL
CR - - 23(76,7) 7(23,3)
GP - - 19 (86,4) 3(13,6)
OPG
CR 17(56,7) 6 (20) 7(23,3) -
GP - 1(4,5) 16(72,7) 5(22,7)
TNFa
CR - - 6(20) 24( 80)
GP - - 1(4,5) 21(95,5)
Catps K
CR - 1(3,3) 2(6,7) 27(90)
GP - i i 22(100)

Valor de P

0,381

0,000

0,107

0,311

*Teste Qui- Quadrado. Fonte: Programa de Pds Graduagdo em Odontologia e Salde/UFBA.
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Figura 4. Imunoexpressdo de OPG em CR e GP. Note em A, area de baixa expressdo

de OPG no epitélio e capsula do CR; em B, alta expressdo nas células mesenquimais

do GP (imunoperoxidase, x200).

Expressado imunoistoquimica x parametros clinicos morfolégicos

O teste de Pearson avaliou a possivel correlacdo da expressao
imunoistoquimica das proteinas estudadas com o0s parametros
clinicomorfolégicos: tamanho da lesdo periapical e intensidade do infiltrado
inflamatério. Apesar das lesBes com infiltrado inflamatério severo
apresentarem expressao mais elevada de RANKL, TNFa, IL33 e Catps K, néo
foi observada correlacdo estatisticamente significativa para nenhum dos
marcadores (p> 0,05),tanto em relacdo a intensidade do infiltrado, como o

tamanho das LPCs.
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6 DISCUSSAO

As lesBes periapicais cronicas (LPCs) ocorrem como resultado de
uma resposta imune, a qual é mediada por células inflamatérias e seus
produtos. Os mecanismos precisos de reabsor¢cdo Ossea inflamatoria
periapical ainda ndo s&do completamente compreendidos, no entanto,
pesquisas vém demonstrando que algumas proteinas parecem influenciar a
atividade osteoclastica dessas lesfes. O presente estudo sugere o
envolvimento do RANKL, OPG, TNFaq, IL33 e Catps K no desenvolvimento e

crescimento dos CRs e GPs.

As LPCs sado caracterizadas pela presenca de numerosas células
inflamatérias mononucleares, as quais incluem principalmente, o0s
macroéfagos, linfocitos e plasmocitos (HARGREAVES e COHEN, 2011).A
andlise da qualidade do infiltrado inflamatério dos casos de CR e GP do
presente estudo revelou o predominio destes tipos celulares, concordando
com os achados de De Paula-Silva et al. (2009). Ocasionalmente, foi
observada a presenca de alguns neutrdfilos, o que pode estar associado ao
estagio de progressdo da lesdo. Segundo Peixoto e Peixoto (2012) os
neutrofilos apresentam tempo médio de vida curto (48-72 horas) e devido a
persisténcia da agressdo bacteriana, posteriormente sédo substituidos por
células da linhagem monocitica/macrofagica, as quais representam a
segunda linha de defesa. Dessa forma, se atribui aos neutroéfilos um papel
importante no inicio das lesdes periapicais e aos macrofagos nas etapas
subsequentes do processo inflamatoério, o que elucida o motivo pelo qual os
neutrofilos normalmente ndo aparecem em estagios mais avancados dessas
lesdes, excetuando-se as condicbes de reagudizacdo e formacdo de

abscessos.

O infiltrado inflamatorio pode variar de discreto a severo, dependendo
do estado evolutivo em que se encontra a lesdo. Em nosso estudo houve

um predominio do infiltrado de intensidade severa para ambas as lesfes, o
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gue pode justificar grande atividade osteolitica na regido periapical dos
dentes acometidos, uma vez que as células inflamatérias expressam o0s
fatores osteclastogénicos investigados. Rong et al.(2011) e Armada et
al.(2015) demonstraram que lesGes periapicais com intenso infiltrado de
linfécitos e macrofagos, mostraram maior expressdo de RANKL, quando
comparados as les6es com infiltrados discreto a moderado, indicando que
estas células sdo fontes secretoras de RANKL em processos de reabsorcao

Ossea periapical.

Alguns CRs apresentaram epitélio hiperplasico e isso pode ser
atribuido a maior intensidade do infiltrado inflamatoério presente na capsula
dessa lesdo, o qual favorece essa alteracdo arquitetural (MORAES et al.,
2013). Por outro lado, uma mesma proporcao de CRs, apresentou epitélio
mais delgado e regular, sendo estes casos associados, possivelmente, a

uma capsula menos inflamada e mais colagenizada (GARCIA et al., 2007).

Na andlise realizada,varios tipos celulares exibiram expressao
imunoistoquimica para as proteinas estudadas, tais como células epiteliais,
fibroblastos, células endoteliais e do infiltrado inflamatério.Estes achados
estdo de acordo com alguns relatos da literatura que investigaram a
imunoexpressdo destes mesmos fatores osteoclastogénicos em LPs.
Menezes et al.(2006), Vernal et al. (2006) e Moraes et al. (2013) observaram
imunopositividade para RANKL e OPG em linfécitos, plasmacitos,
neutrofilos, macréfagos,fibroblastos e células endoteliais,indicando inclusive
uma relagcdo positiva entre a atividade leucocitaria e maior expressdo de
RANKL durante a perda Ossea periapical. No estudo de Velickovic et al.
(2015), a IL33 foi expressa por celulas inflamatorias e por fibroblastos,
enquanto, Jurisic et al. (2008)observaram que a expressao de TNFa estava
relacionada ao grande numero de macréfagos na parede dos CRs,
mostrando uma possivel relagdo dos macréfagos ativados com a formagéo
de LPCs. Estes resultados indicam que esta grande variedade de células

esta envolvida no processo da osteoclastogénese e relacionada intimamente
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com a expressao de citocinas inflamatorias, contribuindo com a expanséao de

lesdes de origem endodontica.

Nos CRs do nosso estudo, observou-se positividade para todas as
proteinas estudadas, o que indica um possivel papel destas moléculas na
regulacado do metabolismo 6sseo envolvido no desenvolvimento desta leséo.
Tanto no epitélio quanto no tecido conjuntivo, as maiores expressdes foram
obtidas pela IL33, Catps K, TNFa e RANKL, as quais sdo consideradas
estimuladoras da atividade osteolitica,uma vez que vem demonstrando
serfavoravel a reabsorcdo Ossea, fato comprovado em diversos estudos
(JURISIC et al., 2008; VELICKOVIC et al., 2015; ARMADA et al., 2015).

Jurisic et al. (2008) detectaram alta expressdao de TNFa em CRs,
sendo mais significativa nos cistos com menores dimensdes quando
comparados a lesdes de maior tamanho. Os autores sugerem que
provavelmente ocorra dissolucao desta proteina dentro do volume cistico em
lesbes maiores. Velickovic et al.(2015) demonstraram que IL33 e seu
receptor ST2 sao altamente expressos em CRs, sinalizando uma provavel
participacdo desta proteina na patogénese dos CRs. Outro estudo
importante feito por Armada et al.(2015) demonstraram a presenca de
RANKL e OPG em CRs e observaram que o infiltrado inflamatério crénico,
presente nestas lesdes, estava associado diretamente a uma maior
expressdo de RANKL em relacdo a OPG, indicando maior atividade

osteolitica nestas lesodes.

Por outro lado, em nossa pesquisa a OPG mostrou a menor
expressdo nos CRs, tanto em epitélio quanto na capsula de tecido
conjuntivo, quando comparado as outras proteinas.Considerando que as
moléculas relacionadas ao favorecimento da reabsorcdo Ossea estédo
altamente reguladas nos CRs aqui estudados, € de se esperar que a OPG
estivesse com expressao inferior, ja que € uma molécula que inibe a

proliferacao e diferenciagdo dos osteoclastos, competindo com o RANKL ao
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impedir que este se ligue ao RANK, inibindo, dessa forma, a atividade
osteolitica (GRAUNAITE et al., 2011).

Concordando com o nosso estudo, Zhang et al.(2011) demonstraram
gue houve expressdo de OPG em CRs, porém com menor intensidade
guando comparado ao RANKL, indicando que ambos possuem papel
importante na osteoclastogénese. Nosso resultado corrobora ainda com
Armadaet al.(2015), onde a expressao de OPG foi menor que RANKL,tanto
no epitélio atréfico como no hiperplasico, indicando uma menor
concentracéo de fatores anti-reabsortivos no epitélio cistico.

O tecido epitelial tem sido considerado um importante componente no
processo inflamatorio, incluindo sua participacdo no processo de
sensibilizacdo de células T helper pela acdo de células dendriticas
(HAMMAD e LAMBRECHT, 2008). As ceélulas dendriticas apresentam
antigenos as células imunes e podem estar envolvidas na
osteoclastogénese induzida pelo processo inflamatério, com consequente
efeito na reabsorcdo 6ssea (ALNAEELI e TENG, 2009). Outro fato
importante € a capacidade de células dendriticas imaturas se
transdiferenciarem em osteoclastos funcionais na presenca de RANKL e
fator estimulante de col6nia de macréfagos, resultando na formacdo de
lesBes osteoliticas derivadas de doenga dssea inflamatéria (RIVOLLIER et
al., 2004). Um estudo imunoistoquimico prévio mostrou a presenca de
células dendriticas em epitélio de cisto radicular e dentigero expressando
RANKL (DEMORAES et al., 2011). Esses achados, juntamente aos do
presente estudo indicam uma alta concentracdo de fatores que favorecem a

reabsorcéo no epitélio cistico.

Os fatores IL33, Catps K, TNFae RANKL também parecem participar do
processo de reabsorcdo 0ssea nos GPs avaliados na presente pesquisa.
Semelhante ao nosso estudo, Araujo-Pires et al. (2014), também encontraram
alta expressdao de TNFa na fase ativa dos GPs. Hu et al. (2015)
demonstraram a presenca de RANKL e OPG em GPs, sugerindo o

envolvimento dessas moléculas na remodelacdo o6ssea dessa leséo.
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Velickovic etal.(2015) indicaram em seu estudo a expresséo relevante de I1L33
e seu receptor ST2 em GPs, mostrando marcagéo positiva, principalmente em
fibroblastos. Esses resultados enfatizam a importancia desses fatores

proteicos na progressao e expansao dessas lesoes.

Interessante notar que a OPG teve expresséo superior a0 RANKL nos
GPs, sugerindo que sejam potencialmente lesbGes mais estaveis.Esses
resultados estdo de acordo com Menezes et al.(2008), onde a expressao de
RANKL e OPG esteve associada ao GP, sendo constatado que poderia haver
variacdo na proporgédo de expressdo entre RANKL e OPG, dependendo do
estdgio de evolucdo da lesdo, podendo ser considerada estavel
(OPG>RANKL) ou em progressdo (RANKL>OPG). Segundo Hargreaves e
Cohen (2011) este evento também pode ser explicado pelo fato que as
células T ativadas produzem fatores proteicos que regulam negativamente
citocinas pro-inflamatorias, implicando em processo de reabsorcéo tardia nos
GPs. Sendo assim, é possivel que os GPs fiquem “inativos” por um longo
periodo, até que ocorra um desequilibrio entre fatores estimuladores e

inibidores.

Todos estes relatos da literatura, em conjunto aos nossos resultados,
reforcam a hipotese de que a IL33, Catps K, TNFa e RANKL funcionam como
estimuladores da osteoclastogénese relacionada as LPCs. Dessa forma, a
evolucdo e crescimento da lesdo vado depender da relacdo entre estas
proteinas pro-inflamatérias e outros fatores, tais como proteinas anti-
inflamatdrias e as proprias endotoxinas, oriundas do sistema de canais
radiculares (GRAUNAITE et al., 2011; RONG et al.,, 2011; ARMADA et al.,
2015).

Em nossos resultados, as expressdes da IL33, Catps K e TNFa
predominaram em relacdo ao RANKL nos CRs e GPs. Fato compreensivel,
tendo em vista que a literatura demonstra que o TNFa e IL33 tém a

capacidade de favorecer a perda 6ssea tanto de forma independente, como
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também estimulando a expressdo de RANKL junto com outras citocinas pro-
inflamatorias (GRAVES et al.,, 2011; KITAURA et al., 2013). Como o
demonstrado por Graves et al. (2011), onde os autores indicam que o TNFa
estaria associado a producdo de RANKL, induzindo a diferenciacdo dos
osteoclastos, com consequente reabsor¢cdo O6ssea. Kitaura et al.(2013),
consideraram que a TNFa age diretamente no aumento da expressao do
RANKL nos macrofagos e células do estroma, promovendo a
osteoclastogénese. Assim, é possivel que maiores concentracfes de TNFa e

IL33 antecederiam o aumento da expressao do RANKL.

A 1L33 é pouco estudada, especialmente em LPCs.As pesquisas
demonstram resultados controversos, nos quais ela parece atuar como
favorecedora da atividade osteolitica (MUN et al., 2012; KIM et al., 2012; DA
LUZ et al.,, 2014) e por vezes, inibidora do processo osteoclastogénico
(MILOVANOVIC et al., 2012). Mun et al.(2012) demonstraram em seu estudo
gue a IL33 age de forma independente a acdo do RANKL, regulando a
diferenciacdo dos osteoclastos. Da Luz et al. (2014) relatam que a alta
expressado IL33 parece induzir a producao de Catps K. Contudo, Milovanovic
et al. (2012), revelaram que ela parece agir como uma citocina anti-

inflamatoria, promovendo tanto a resposta imune Thl como a Th2.

A partir dos resultados da presente pesquisa, podemos sugerir que a
IL33 realmente atua como proteina pré-inflamatéria, favorecendo a perda
O0ssea em LPCs, uma vez que sua alta expressdo foi acompanhada por
fatores estimuladores ja conhecidos. No entanto, mais estudos sao

necessarios para confirmar sua possivel relagdo com o RANKL.

Outros estudos foram realizados (KAWASHIMA et al., 2007; GAO et al.,
2013; HAO et al.,, 2015 e SUZUKI et al., 2015) mostrando a relevancia da
expressdo de RANKL, OPG, TNFaq, IL33 e Catps K em lesdes periapicais
induzidas em ratos, confirmando, mais uma vez, que estas proteinas

participam estimulando ou inibindo ativamente o0 processo de
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osteoclastogénese. Na pesquisa de Kawashima et al. (2007), as expressoes
de RANKL e TNFa foram correlacionadas com a expansao das lesdes
periapicais, indicando uma fungcdo importante destas proteinas na cinética
destas lesbes, como também foi mostrado o efeito antagbnico da OPG no
processo de reabsorcdo 6ssea. Outros estudos recentes, como o de Gao et
al, (2013); Hao et al.(2015) e Suzuki et al.(2015) demonstraram o efeito de
silenciadores da Catps K em lesdes periapicais cronicas, através da reducao
da destruicdo dssea e inflamacdo periapical e inibicdo da evolucdo da
doenca. Os resultados sugeriram que estes silenciadoresatuaramtanto como
inibidores da acdo da Catps K nos osteoclastos, mas, também, como
bloqueadores da sintese de mediadores pro-inflamatérios relacionados a

osteoclastogénese.

Ao analisar comparativamente os CRs e GPs estudados, podemos
inferir que os fatores estimuladores da osteoclastogénese participam do
crescimento de ambas as lesGes, uma vez que expressdo semelhante foi
observada para todas as proteinas estimuladoras.Resultados semelhantes
foram relatados por Velickovic et al. (2015), mostrando que a IL33 e seu
receptor ST2 se expressavam de maneira semelhante tanto nos CRs quanto
GPS, exibindo um aumento de fibroblastos marcados positivamente para
estas moléculas. J& Teixeira-Salum et al., (2010), encontraram
maiorexpressdo de TNFa nos CRs quando comparados aos GPs.Fato este
justificado, por serem os CRs mais ativos e por isto, a possibilidade de haver

maior atividade osteoliticado que nos GPs.

Por sua vez, o nosso trabalho mostrou a OPG mais evidenciada nos
GPs. Este achado pode justificar o crescimento superior, que geralmente é
observado para as lesdes cisticas em relacdo aos granulomas. Achados
semelhantes aos nossos foram descritos por Zhang et al.(2012), onde a
OPG foi mais expressa nos GPS quando comparados aos CRs,
demonstrando menor atividade osteoclastogénica nos GPs. Porém,diferente
dos nossos resultados, Menezes et al. (2006) avaliaram a expressédo de

RANKL e OPG em CRs e GPs, verificando que a OPG sempre era menos
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expressa nos GPs, sendo a razdo entre as duas proteinas a mesma para as

duas lesdes.

Acredita-se que quanto maior a expressao dos fatores estimuladores
da osteoclastogénese, maior o tamanho das lesbes periapicais, pois maior
reabsorcdo 0ssea estaria ocorrendo. De acordo com Armada et al. (2015) a
expressao de fatores osteoclastogénicos, tais como RANK, RANKL e OPG é
mais evidente em areas de infiltrado inflamatorio crénico em comparacao
com areas de infiltrado misto. Assim, € de se esperar que a quantidade e
tipo do infiltrado inflamatério influenciem na quantidade de células

imunomarcadas.

Em nosso estudo nao foi observada correlacdo estatistica da expressao
imunoistoquimica com as dimensfes das LPCs. Além disso, apesar das
lesbes com infiltrado mais severo mostrarem uma tendéncia a ter maior
expressdo dos fatores osteoclastogénicos, correlacdo estatistica também nao
foi constatada.Este achado pode ser justificado, pelo fato da maioria das
LPCs terem sido classificadas com intensidade severa de infiltrado
inflamatdério e poucas células polimorfonucleadas foram detectadas nas

lesdes.

A visdo molecular mais ampla do processo de formacdo das LPCs tem
relevancia clinica quando se considera as dificuldades e desafios enfrentados
pelo dentista clinico ou pelo préprio especialista, ao se depararem com
imagens radiogréficas inconclusivas e/ou achados clinicos subjetivos, em
relacdo a evolugcdo ou resolutividade da LPCs. A comprovacdo do
envolvimento dessas proteinas na etiopatogenia das LPCs em humanos
implica no surgimento de promissores e efetivos desenhos terapéuticos, uma
vez que torna possivel a idealizacdo e desenvolvimento de moléculas
silenciadoras capazes de atuar como bloqueadoras da progressdo dessas

lesdes.
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7 CONCLUSOES

e RANKL, TNFaq, IL33 e Catps K participam do desenvolvimento e processo

de reabsorcdo 6ssea nos CRs e GPs;

e OPG teve participacdo distinta, sendo mais significativa nos GPs,

influenciando possivelmente seu crescimento inferior em relacéo aos CRs;

e N&o houve correlacdo estatisticamente significante entre expressédo das
proteinas estudadas com o tamanho da lesdo e intensidade do infiltrado

inflamatorio;

e Os fatores estimuladores e inibidores da atividade osteoclastica sao

expressos pelas células epiteliais e mesenquimais constituintes das LPCs.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 140524
Data da Relatoria: 27/11/2012

Apresentagio do Projeto:

Segundo a autora, "o estudo sera caracterizado por uma pesquisa retrospectiva e descritiva, constituida
pela analise e registro da express3o munoistoquimica do RANKL, TNF,IL-8, catepsina K, OPG, IL-10 e IL-
33 em granulomas periapicais (GPs), cistos radiculares (CRs) e cistos radiculares residuais (CRRs),
objetivando correlacionar a express3o destes biomarcadores com as caracteristicas clinico-morfologicas e
observar a

relac3o com o comportamento biologico das lesdes”.

De acordo com o Projeto de Pesquisa apresentado a amostra do estude sera constituida por todos os casos
registrados, diagnosticados e amazenados no Laboratorio de Patologia Bucal da UEFS & no Laboratorio de
Patologia Cirdrgica da UFBA. Sera constituida por 90 casos de lesdes periapicais inflamatorias cronicas,
distribuidos em: 30GPS, 30 CRs e 30CRRs. Os critérios de inclus3o na amostra obedecer3o aos aspectos
descritos a seguir e deverdo estar descritos nas fichas de encaminhamento de bidpsia dos referidos casos
elou

nas imagens radiograficas disponiveis.(1) quantidade suficiente de tecido no bloco de parafina arquivado;(2)
condigdes de armazenamento dos espécimes, Para os GPs, serdo selecionados os casos com auséncia de
qualquer remanescente de epiélio odontogénico disperso no tecido conjuntivo constituinte da les3o. Para as
lesdes cisticas, serdo incluidos somente os espécimes que exibirem uma cavidade patologica revestida total
ou

parcialmente por epitélio pavimentoso estratificado n3o ceratinizado, o qual apresente subjacente uma
quantidade suficients de capsula fibrosa para realizag3o das avaliagdes morfologica e
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imunoistoquimica. No caso dos granuloma periapicais e cistos radiculares devera ser comprovada a
existéncia de um dents com compromentimento pulpar associado a lesdo. Serdo excluidos dos arquivos, os
casos dos arquivos dos laboratdrios de patologia da UEFS & UFBA que n3o apresentem o diagnostico das
lesdes periapicais inflamatorias cronicas a serem estudadas e n3o atendam aos demais critérios de inclusdo
propostos.

Delimitada a amostra de estudo. posteriormente sera feita a analise clinica, morfologica. o estudo
imunoistoquimico & 3 analise estatistica dos dados.

O orgamento da pesquisa € de RS 20.700,00. Descreve detalhadamente a contrapartida da UEFS e
apresenta o cronograma de acordo com as atividades propostas.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar a express3o imunoistoquimica de fatores estimuladores (RANKL, TNF alfa, IL-1alfa, IL-8. IL-17 e
catepsina K) e inibidores (OPG, IL-10, IL-33 e interferon-gamma - IFN-gamma) de atividade
osteoclastogénica em uma série de casos de lesdes periapicais cronicas (GPs, CRs e CRRs). Apds
correlac3o da expressio destes biomarcadores com aspectos clinicos e morfologicos de cada lesdo
estudada, bem como nvestigac3o de possiveis cormelagdes entre diferentes nivers de atvidade osteolitica e
o crescmento das lesdes, pretendese

contribur para uma maior compreens3o sobre aetiopatogenia e envolvimento destes fatores no processo de
reabsorg3o 6ssea dos GPs, CRs e CRRs.

Objetivos Secundirios:

-Comrelacionar a express3o das proteinas propostas com os f Jini ho da les3o e historia de
tratamento endoddntico prévio.

-Correlacionar a express3o das proteinas propostas com as caracteristicas morfologicas: intensidade e
qualidade do infitrado inflamatério no tecido conjuntivo/capsula; & com a espessura do revestimento epitelial
nas lesdes cisticas.

- Correlacionar a express3o da catepsina K com as outras proteinas do estudo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Na avaliag3o de riscos considera apenas os riscos fisicos. pois classifica os riscos do estudo como minimos,
pois sera realizado a partr das fichas de bidpsia. laminas histolégicas e material armazenado em bloco
parafinade procedentes de bidpsias previamente realizadas e armazenadas no Laboratoric de Patologia
Cirirgica da UFBA e no Laboratdrio de Patologia Bucal da UEFS porém, n3o considera riscos de outra
natureza.

Ressalta como Beneficio da pesquisa o reexame da biopsia feito por pesquisadores da area de patologia
oral, ao caso desejem. podendo ainda contar com orientac3o, acompanh periadico e
tratamento das lesdes por profissionais na Clinica da UEFS mas n3o fica claro como sera feito o
encaminhamento dos Sujeitos da Pesquisa que venham a precisar de
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um atendimento de sadde de maior complexidade.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto € bem fundamentado, possui bibliografia vasta, metodologia cuidadosamente descrita, porém
precisa melhor detalhamento sobre a abordagem dos sujeitos da pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Apresenta todos os termos de apresentacio obrigatoria, embora esteja ausente 3 identificacdo do Bidlogo
que participara da equipe.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto Aprovado

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

FEIRA DE SANTANA, 07 de Novembro de 2012
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