S

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE CLINICA INFANTIL

ODONTOPEDIATRIA

AMANDA SILVA BERTASSO

QuanTIFicAGAO DE CELULAS DA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA E
DE PEPTIDEO ANTIMICROBIANO ( BETA-DEFENSINA-3), EM CISsTOS

RADICULARES DE DENTES DEcibpuos E PERMANENTES

RIBEIRAO PRETO
2022






AMANDA SILVA BERTASSO

QuanTIFIcAGAO DE CELULAS DA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA E
DE PEPTIDEO ANTIMICROBIANO ( BETA-DEFENSINA-3), EM CisTOsS

RADICULARES DE DENTES DEcibpuos E PERMANENTES

VERSAO ORIGINAL

Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de
Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao
Paulo, como parte dos requisitos para obtengdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Programa: Pds-Graduagao em Odontopediatria

Area de Concentracdo: Odontopediatria

Orientador: Prof. Dr. Paulo Nelson-Filho

RIBEIRAO PRETO
2022



AUTORIZACAO PARA REPRODUGCAO

Autorizo a reproducao e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer
meio convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a
fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Bertasso, Amanda Silva.

Quantificacdo de células da resposta imune e inflamatéria e de
peptideo antimicrobiano (Beta-defensina-3), em cistos radiculares de dentes
deciduos e permanentes. Ribeirdo Preto, 2022.

101p.:il.; 30 cm
Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, para obtencdo do titulo de

Doutor em Ciéncias. Programa: Pds-Graduacao em Odontopediatria. Area de
Concentragao: Odontopediatria.

Orientador: Nelson-Filho, Paulo.
Versao Original
1. Imunohistoquimica; 2. Dentes Permanentes; 3. Dentes Deciduos; 4.

Cistos Radiculares; 5. Resposta Imune; 6. Inflamacdo; 7. Beta-
defensinas




FOLHA DE APROVACAO

Bertasso AS. Quantificacdo de células da resposta imune e inflamatdria e de
peptideo antimicrobiano (Beta-defensina-3), em cistos radiculares de dentes
deciduos e permanentes. 2022. 101p. Tese (Doutorado em Odontopediatria) - Faculdade
de Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2022.

Tese de Doutorado apresentada a Faculdade de
Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao
Paulo, como parte dos requisitos para obtencao do titulo
de Doutor em Ciéncias.

Programa: P6s-Graduagdo em Odontopediatria.
Area de Concentragdao: Odontopediatria.

Aprovado em: / / 2022

BANCA EXAMINADORA

Prof.(a) Dr.(a)

Instituigao:

Julgamento: Assinatura:

Prof.(a) Dr.(a)

Instituigao:

Julgamento: Assinatura:

Prof.(a) Dr.(a)

Instituigao:

Julgamento: Assinatura:

Prof. Dr. Paulo Nelson Filho — Orientador e Presidente da Banca Examinadora

Assinatura:







DADOS CURRICULARES

AMANDA SILVA BERTASSO

Nascimento 03 de margo de 1991 — Mococa-SP

Filiacao Antonio Germano Bertasso
Fernanda F. Silva Bertasso

2011-2016 Curso de Graduagao em Odontologia
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP

2013-2014 Iniciacdo Cientifica (bolsa CNPq - PIBIC).
Orientador: Prof. Dr. Jorge Esquiche Léon
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP

2015-2016 Iniciacao Cientifica (bolsa CNPq).
Orientadora: Prof. Dra. Léa Assed B. da Silva
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP

2015-2017 Curso Aperfeicoamento em Pacientes Especiais
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP

2017-2018 Curso de Pds-Graduagao em Odontopediatria - nivel Mestrado (bolsa
CAPES)
Orientador: Prof. Dr. Paulo Nelson-Filho
Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto — USP

2018-2022 Curso de Pos-Graduacao em Odontopediatria - nivel Doutorado (bolsa
CAPES)
Orientador: Prof. Dr. Paulo Nelson-Filho
Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto — USP






EEDICAT()RIA

A Deus,
Ao Senhor, que sempre me concedeu bem mais do que eu pedi e/ou mereci, sobe hoje, em forma

de oragdo, o meu muito obrigado.

Aos meus Pais,
Antdnio e Fernanda, meu profundo agradecimento por tudo que fizeram por mim em toda a
minha vida. O amor que recebi foi incondicional e infinito e assim também & o meu amor por
vocés. Hoje s6 tenho gratiddo a Deus por ter me abengoado com uma familia tio maravilhosa,
amoros3 e perfeita.

M3e, obrigada por confiar em mim em todos os momentos da minha vida.

Pai, obrigada por ser meu porto sequro, quando tudo parecia desabar.

Para mim e para vocés (Pais) estes 4 anos de doutorado foram de muita luta,

perseveranga e fé, por isto este titulo é uma vitéria nossa! Obrigada por tudo, Amo

VOCES.

Ao meu amor,

Guilherme, vocé cheqou no meio da minha trajetéria da Pés-graduacio e veio para “ressignificar”
minha vida. Vocé me deu forcas para njo desistir do meu sonho: Ser Doutora pela Universidade de
S3o Paulo. Hoje este sonho se realiza e para vocé minha eterna gratiddo. O Amor verdadeiro

constréi, impulsiona e njo deixa o outro olhar para atrds. Te amo.

Aos meus Avés,
V& Minda e V& Orlando, V6 Leza e V& Luiz (in Memoriam) que, para mim, sio exemplos de
carater, honestidade, familia e amor. Agradego por terem contribuido na formagio do meu carster

mostrando, sempre com muito carinho, as melhores escolhas para mim.

Aos meus Padrinhos,
Romeu e Renata, obrigada por serem tjo presentes na minha vida, sempre me impulsionando para

que eu conseguisse alcancar meus objetivos.






HGRADECIMENTO SPEClAL

Ao meu Orientador Prof. Dr. Paulo Nelson Filho,

Professor, agradego por ter me aberto portas para que eu pudesse dar continuidade aos meus
estudos e concebesse 3 minha Tese de Doutorado. Agradego, pois vocé sempre teve o perfeito
equilibrio e discernimento para saber ouvir e falar na hora certa. Além disso, muitas vezes se
colocou na delicada posicio de compreender mais do que ser compreendido. Apesar das minhas
limitages, sempre acreditou que eu era capaz de superar minhas proprias dificuldades. Obrigada
por confiar em mim e no meu potencial. Meu profundo respeito e admiragio por ser um excelente
Professor, Pesquisador, Diretor e Orientador. Muitos dos seus ensinamentos vou levar para a vida
toda, inclusive o capricho. O senhor fez desabrochar em mim criatividade, bom senso e equilibrio
com ética, rigores académicos e cientificos e, sobretudo, responsabilidade, que s3o exigidos para

um Doutor. A minha eterna gratid3o.






PAGRADECIMENTOS

A Universidade de Sjo Paulo, nas pessoas do atual Reitor Prof. Dr. Carlos Gilberto

Carlotti Junior, e da Vice-Diretora Prof. Dra. Maria Arminda do Nascimento Arruda.

A Faculdade de Odontologia de Ribeirjo Preto da Universidade de Sio Paulo, na pessoa
do Diretor, Prof. Dr. Paulo Nelson-Filho, e do Vice-Diretor Prof. Dr. Ricardo Gariba Silva.

A Coordenacio do Curso de Pés-Graduacio em Odontopediatria da Faculdade de
Odontologia de Ribeirjo Preto da Universidade de Sjo Paulo, na pessoa da Coordenadora Prof.

Dra. Raquel Assed Bezerra Sedato, e da Vice-Coordenadora Profa. Dra. L& Assed Bezerra da Silva.

Ao Prof. Dr. Jorge Esquiche Léon,

Grande Professor e Pesquisador, exemplo de determinagdo e paciéncia. Acredito que nada
€ por 3caso, e agradeco 3 Deus 3 oportunidade de estarmos juntos novamente no meu Doutorado.
O senhor se dedicou para que tudo saisse como planejado, sempre me apoiando em todos os
momentos e me aconselhando quando necessirio. Este trabalho foi finalizado com sucesso com a

sua ajuda. A minha eterna gratid3o.

A Prof. Dra. Raquel Assed Bezerra Segato,

Meu profundo respeito e admiragdo, pelo seu trabalho como Pesquisadora e Professora.
Ainda como aluna de graduacdo tive a honra de poder trabalhar com a senhora e, desde aquele
momento até hoje, minha admiracio s6 aumenta. Obrigada por ter me acolhido tdo bem no

Programa de Pos-Graduacdo em Odontopediatria da FORP/USP.

A Dra. Marilia Pacifico Lucisano,
Por todo o apoio e auxilio na fase final do meu trabalho. Obrigada por toda a paciéncia e

dedicagio. A minha eterna gratid3o.

Aos meus amigos da Pés-Graduacio, Heitor Albergoni da Silveira, Evinio Vilela da Silva,
Olivia Santana Jorge e Xiomara Polanco. Obrigada por todo o apoio e amizade todos estes anos,

minha eterna Gratidjo.



Aos Professores do Departamento de Clinica Infantil da FORP-USP, Prof. Dr. Alberto
Consolaro, Prof. Dra. Léa Assed Bezerra da Silva, Prof. Dra. Raquel Assed Bezerra da Silva, Prof. Dra.
Alexandra Mussolino de Queiroz, Prof. Dr. Paulo Nelson Filho, Prof. Dra. Aldevina Campos de
Freitas, Prof. Dra. Andiara De Rossi Daldegan, Prof. Dr. Fabricio Kitazono de Carvalho, Prof. Dra.
Kranya Victoria Diaz Serrano, Prof. Dra. Maria Cristina Borsatto, Prof. Dra. Maria da Conceicio Pereira
Saraiva, Prof. Dr. Fibio Lourenco Romano, Prof. Dr. José Tarcisio Lima Ferreira, Prof. Dra. Maria
Bernadete Sasso Stuani, Prof. Dra. Mirian Aiko Nakane Matsumoto, Prof. Dr. Francisco Wanderley

Garcia de Paula e Silva e Prof. Dr, Murilo Fernando Neuppmann Feres.

Aos Funcionjtios do Departamento de Cinica Infantil,

Filomena Leli Placciti, Matheus Morelli Zanela, Nilza Leticia Maqalhdes, Dra. Carolina
Torres Montavani, Mary Possani Carmessano, Dra. Marilia Pacifico Lucisano, Carmo Euripedes
Terra Barreto (in Memoriam), Marco Antdnio dos Santos, Fatima Aparecida Jacinto Daniel,
Fatima Aparecida Rizoli e Rosemary Alves, por todo o apoio oferecido no dia-a-dia e por sempre

me tratarem com tanto amor, carinho e paciéncia.

Aos Funcionjrios da FORP/USP,

José Aparecido Neves do nascimento, Vera do Nascimento Scandelai, Karina Dadalt
Quaglio, Gledson Antunes da Silva, Kleber Auqusto Loureiro, Adriana de Mattos Gongalves da
Silva e Hermano Teixeira Machado, por todo o carinho e suporte durante todos estes anos. Muito

Obrigada.
A CAPES, pela bolsa concedida.

Agradeco a todos que, de alguma forma, contribuiram para o meu crescimento pessoal e

profissional.

Cada dia € uma dadiva,
Uma oportunidade de transformar sonhos em
realidade, e por mais este dia de vida eu Te

agradeco, meu Deus.



A parte experimental da referida Tese foi desenvolvida nos seguintes laboratdrios:

- Laboratério de Biologia Molecular e Cultura de Células, do Departamento de Clinica
Infantil da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto — USP.

- Laboratério de Histopatologia do Departamento de Estomatologia, Saude Coletiva e
Odontologia Legal da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto — USP.

S

ODONTOPEDIATRIA






SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...oeiueerisnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssassssannss 23
2. PROPOSICAO ... ceiiusrssssssssssssassssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssassssassssssssssnssssnssssnns 33
2.1 OBJIETIVOS ttreuuusrensssssnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnnssssnnssssnnss 35
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS 11euuurresssssnnsssssnssssnnsssssnsssssnsssssnsssssnsssssnsssssnsssssnnssssnnsnsnnnss 35
3. MATERIAL E METODOS .....ucviiseeessssssssssssasssssnssssnssssasessansssssssssnssssnsessanesssnssssnsssns 37
3.1 SELEGCAO DA AMOSTRA . .eutessessassasssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnsnssnnsnnsns 39
3.2 ETAPA CIRURGICA .uureusressssnssssssssnssssnsssnsssnssssnssssnsssnssssssssnssssnsssnsssnnssnnsssnnsssnnssnnsns 40
3.3 PROCESSAMENTO HISTOTECNICO 1eeeuussssssssnsssssnsssssnnssssnnssssnnssssnnsssssnsssssnnsssnnnsnsnnnss 40
3.4 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA .euuuremsssssnsssssnnssssnnssssnnssssnnssssnnsssssnsssssnnsssnnnsnnnnnss 41

PARTE 1 - ANALISE DA PRESENGA/AUSENCIA E QUANTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES DA
RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA c.uuuctresssssssnsnssssssmnssssssssnnssssssssnnsssssssnnnsssssssnnnsssssnnnns 43
PARTE 2 - ANALISE DA PRESENGA/AUSENCIA E LOCALIZACAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO

(HBD-3) E SUA RELACAO COM O TAMANHO DA LESAO RADIOGRAFICA...ctressssssssnnsssssssnnnnsss 44
ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA wussssssssssnnsssssssnnsssssssnnnsssssssnnsssssssnnssssssssnnssssssnnnsssssssnnnsssnnns 44
EXAME RADIOGRAFICO suusssssssnssssssssnnsssssssnnssssssssnssssssssnssssssssnnssssssssnssssssssnnsssssssnnnssssssnnns 44
MENSURACAO DO TAMANHO RADIOGRAFICO DAS LESOES PERIAPICAIS.ssssssssssssssssnnsssssssnnsssssssnnns 45
AVALIACAO DA RELACAO ENTRE O TAMANHO RADIOGRAFICO DAS LESOES PERIAPICAIS E A PORCENTAGEM
DAS AREAS DE IMUNOMARCACAO PARA HBD-3uusassssssssssssssssssssasssssssssssssasssnssssssassssssasssnssssssns 45
3.5 ANALISE ESTATISTICA ..utteeuurrnmsusmnmsssmnnsssmnnsssmnnsssmnnssssnnsssssnsssssnnssssnnssssnnssssnnnsssnnnss 45
4. RESULTADOS ....iciciiuieimunaressarassmsrss s sasssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssannsnnns 47
PARTE 1 - ANALISE DA PRESENGA/AUSENCIA E QUANTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES DA
RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA ...vtemessssssnnnsssssssnnsssssssnnssssssssnnssssssnnnsssssssnnsssssssnnnnnss 49
CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA sussssssnssssssnsssnssssssnsssssssssnsssnssssssnssssssnsssnssnsssnssnsssnssnsssnssnnss 49
ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA svsssssssssssssssnssssnsssnsssnssssnsssnnsssnsssnssssnsssnnsssnsssnsssnnsssnsssnnssnnns 49
IMASTOCITOS tunnssssnnssssnnssssnnssssnnssssnnssssnsssssnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnssssnnssssnnnss 50
LINFOCITOS T REGULATORIOS suxsssssssnsssssnssssssnssssnnssssnnssssnnssssnnssssnnsssssnsssssnssssnnssssnnnsssnnnss 53
LINFOCITOS Truussesnnssssnsssssnnssssnnssssnnssssnsssssnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnssssnnssssnnnss 55
LINFOCITOS T CITOTOXICOS sasssssnsssssnsssssnsssssnnssssnnssssnnssssnnssssnnsssssnsssssnssssnnssssnnssssnnssssnnnss 55

LINFOCITOS Bluvassssasnsnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssasnnnnsnssnsns 57



PARTE 2 - ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA E LOCALIZAGAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO
(HBD-3) E SUA RELAGAO COM O TAMANHO DA LESAO RADIOGRAFICA .ecussssssssssssssssnsssssnsnes D8
CARACTERIZACAO DA AMOSTRA «.cuvvessnsssnssnsssassnsssnssnsssnssnsssnssnsssnssssssnsssnssnssnnssnssnnssnnsnns D9
ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA — ESCORES DE INTENSIDADE DE MARCACAO........sereessennnsss 539
AVALIACAO DA RELACAO ENTRE O TAMANHO RADIOGRAFICO DAS LESOES PERIAPICAIS E A

PORCENTAGEMDASAIREASDEIMUNOMARCAC/TO PARA HBD=3......ccorimireresinsnsnnsesnsnannnnnn 61

5. DISCUSSAOD......ccmrierrinnisnnissnmssssssssssnssssssssssssssssnsssnssssssssnssssnssnsssnnsssnsssnsssnsssnssnns 03
DA ANALISE DA PRESENCA/ AUSENCIA E QUANTIFICACI\O DOS TIPOS CELULARES DA RESPOSTA
IMUNE E INFLAMATORIA...ucueuresssasassssasassmsessnsassssnsassssassnsnsnssnsassnsnsnnsnsnssnsannnsnsnnsnsansnnns OD
DA ANALISE DA PRESENGA/AUSENCIA E LOCALIZAGAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO (HBD-

3) E SUA RELAGAO COM O TAMANHO DA LESAO RADIOGRAFICA ....uurrsssssssssssnsssssrssnnssssnnnnns 7 1

6. CONCLUSAO . ....ceeeerreerreereeeeeeeseeessessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 75

REFERENCIAS.......ccooceeresssssnessesssssssssesssssnnssssssssnnssssssssnnssssssssnnssssssssnnesssssssnnsssesssans 79

ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA.....ctsmssrmssssnsssnssssnsssnsssnssssnsssnnsnes 93

APENDICES.......ccttiissseesssssesssnssssssnssssssnsesssansesssnssssssnsssssansesssnnsesssnnsesssnnesssansesssannes 97
APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO ..cueuresesessassssasassnsnssnsnsnns 99

APENDICE B - TERMO DE ASSENTIMENTO .vecuurrnesssrnnsssssnsssssnsssssnsssssnsssrsnnssssnnssennnssnenns 101



Bertasso, AS. Quantificacao de células da resposta imune e inflamatodria e de
peptideo antimicrobiano (Betadefensina-3), em cistos radiculares de
dentes deciduos e permanentes. [Tese de Doutorado]. Ribeirdo Preto:
FORP/USP, 2022.

RESuMo

O objetivo do presente estudo foi quantificar células da resposta imune e
inflamatdria (mastdcitos, células dendriticas plasmocitdides maduras e imaturas,
linfocitos T regulatérios - TREGS - maduros e imaturos, linfocitos T, linfocitos T
citotdxicos e Linfocitos B), em cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes.
Além disso, foi avaliada a presenca/auséncia, a intensidade e a porcentagem de
marcagao para beta-defensina-3 (hBD-3). Foram selecionados 19 casos de cistos
radiculares de dentes deciduos e 17 cistos radiculares de dentes permanentes, os
quais foram submetidos a analise imunohistoquimica por meio de marcadores
especificos. Os resultados obtidos foram submetidos aos testes de D'Agostino &
Pearson, Mann Whitney, teste t, Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn, com nivel de
significancia de 5%. Verificou-se que todos os tipos celulares avaliados estavam
presentes em todas os cistos radiculares. Os dentes deciduos apresentaram maior
expressao de células dendriticas plasmocitoides (maduras e imaturas), Linfécitos B e
Linfocitos T (p<0,05), enquanto os dentes permanentes apresentaram maior
expressao de linfocitos T, Dendriticas Plasmocitdides imaturas, linfocitos T citotdxicos
e linfécitos B (p<0,05). A hBD-3 foi expressa em 78,5% dos dentes deciduos e em
76,9% dos dentes permanentes, no epitélio e na capsula, porém nos dentes
deciduos essa expressdao ocorreu de maneira semelhante na capsula e no epitélio
(p>0,05), enquanto que nos dentes permanentes houve maior expressao na capsula
(p<0,05). Nos dentes deciduos observou-se maior producao de hBD-3 nas lesGes
pequenas, em comparagao as lesdes grandes (p<0,05). Por outro lado, nos dentes
permanentes nao foi observada diferenca na producao de hBD-3 entre lesoes
pequenas e lesdes grandes (p>0,05). Concluiu-se que todas as células avaliadas
estavam presentes em todos os casos (100%). As células com maior expressao nos
dentes deciduos foram as células dendriticas plasmocitdides imaturas, enquanto que
nos dentes permanentes foram os Linfocitos T. A hBD-3 foi produzida pelo
epitélio/capsula, tanto em dentes deciduos quanto em dentes permanentes. Nos
dentes deciduos observou-se maior producao de hBD-3 nas lesdes pequenas, em
comparagao as lesdes grandes. Por outro lado, nos dentes permanentes ndo foi
observada diferenca na producao de hBD-3 entre lesdes pequenas e lesdes grandes.

PALAVRAS-CHAVES: Imunohistoquimica; Dentes Permanentes; Dentes Deciduos;
Cistos Radiculares; Resposta Imune; Inflamagao; Beta-Defensinas.






Bertasso, AS. Quantification of immune and inflammatory cell responses and
antimicrobial peptide (beta-defensin-3) in radicular cysts of primary and
permanent teeth. [Doctoral Thesis]. Ribeirao Preto: FORP/USP, 2022.

ABSTRACT

The aim of the present study was to quantify immune and inflammatory response
cells (mast cells, mature and immature plasmacytoid dendritic cells, regulatory T
lymphocytes - TREGS - mature and immature, T Ilymphocytes, cytotoxic T
lymphocytes and B lymphocytes), in radicular cysts of primary and permanent teeth.
In addition, presence/absence, intensity and percentage of immunostaining for beta-
defensin-3 (hBD-3) were evaluated. Nineteen cases of periapical cysts of deciduous
teeth and 17 periapical cysts of permanent teeth were selected, which were
submitted to immunohistochemical analysis using specific markers. The results
obtained were submitted to D'Agostino & Pearson, Mann Whitney, t-test, Kruskal-
Wallis and Dunn's post-test, with a significance level of 5%. All cell types evaluated
were present in all radicular cysts. Primary teeth showed higher expression of
plasmacytoid dendritic cells (mature and immature) (p<0.05), T lymphocytes
(p<0.05) and B lymphocytes (p<0.05), while permanent teeth showed higher
expression of plasmacytoid dendritic cells immature (p<0.05), T
lymphocytes(p<0.05), B Ilymphocytes (p>0.05) and cytotoxic T lymphocytes
(p>0.05). Beta-defensin-3 was expressed in 78.5% of deciduous teeth and in 76.9%
of permanent teeth, in the epithelium and capsule. In primary teeth, this expression
occurred in a similar way in the capsule and in the epithelium (p>0.05), while in
permanent teeth there was greater expression in the capsule (p<0.05). In primary
teeth, a higher production of hBD-3 was observed in small lesions, compared to large
lesions (p<0.05). On the other hand, in permanent teeth, no difference was
observed in the production of hBD-3 between small and large lesions (p>0.05). It
was concluded that all evaluated cells were present in all cases (100%). The cells
with the highest expression in primary teeth were the plasmacytoid dendritic cells,
while in the permanent teeth the T lymphocytes were the cells with the highest
expression. Beta-defensin-3 was produced by the epithelium/capsule in both primary
and permanent teeth. In primary teeth, a higher production of hBD-3 was observed
in small lesions, compared to large lesions. On the other hand, in permanent teeth,
no difference was observed in the production of hBD-3 between small and large
lesions.

KEYWORDS: Immunohistochemistry; Permanent Teeth; Primary Teeth; Radicular
Cysts; Immune response; Inflammation; Beta-Defensins.
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1. INTRODUCAO

A lesdo periapical é representada pela inflamacao e destruicao do periodonto
apical, com origem pulpar (Academia Americana de Endodontia, 2020). Como
relatado em 2021 por Tiburcio-Machado et al., metade da populacao mundial adulta
apresenta pelo menos um dente com lesao periapical, o0 que chama a atengao para a
necessidade da implementacao de politicas publicas para o seu controle. Trata-se de
uma das lesdes mais frequentemente observadas na pratica clinica, em Odontologia
(MacDonald, 2019) e, na maior parte das vezes, é ocasionada pela infeccao
microbiana do sistema de canais radiculares, que desencadeia uma resposta
inflamatdria e imune (Marton e Kiss, 2000; Nan Ma et al., 2017; Taira et al., 2019;
Wang et al., 2022). Nesse aspecto, em 1997 Nair ja havia definido a lesdo periapical
como sendo a “interseccao dinamica entre a infecgdo do canal radicular e a resposta
do hospedeiro”. Dentre as lesdes periapicais, 0s abscessos periapicais, 0s cistos
radiculares (de origem inflamatdria) e os granulomas periapicais sdo as mais
frequentemente observadas (Altaie et al., 2021).

Com relacao a dinamica da formacao da lesdo periapical, quando a regido
periapical € invadida pelos micro-organismos ou por seus produtos/subprodutos, o
sistema imune inato é ativado, com migracdo de mastdcitos, neutrdfilos, macréfagos
e células dendriticas, dentre outras células, para o local da lesdo. A seguir, células do
sistema imune adaptativo, incluindo os linfécitos T e linfécitos B, migram para o local
da lesao (Silva et al., 2007; Polanco et al., 2021).

As primeiras células que combatem o agente agressor de forma inespecifica
sdao os mastdcitos (Consolaro, 2009), os quais atuam diretamente sobre os
patdgenos, sofrendo degranulacdo. Embora reconhecidos como fonte de histamina,
serotonina e outras aminas vasoativas, os mastocitos desempenham um papel
importante na patogénese da lesao periapical durante os estagios precoces e na fase
de transicdao da inflamacdo aguda para cronica (Sheethal et al., 2018). Em 2017,
Andrade et al. quantificaram mastdécitos em lesOes periapicais de dentes
permanentes e concluiram que o nuimero de mastocitos foi maior em granulomas

periapicais, em comparacdao com cistos radiculares. Além disso, apds avaliarem
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granulomas e cistos em dentes permanentes, Bergamini et al. (2020) verificaram que
a presenca de mastocitos pode estar associada com a progressao da lesdo.

Os neutrdfilos também participam do sistema imune inato, estando mais
relacionados as inflamacgdes agudas. No entanto, desde 2013 tornou-se evidente que
os neutrdfilos sdo, na verdade, células complexas, desempenhando diversas fungoes,
inclusive contribuindo para condicbes inflamatdrias cronicas e respostas imunes
adaptativas (Kolaczkowska e Kubes, 2013).

Os macrofagos também s3o células que atuam no desenvolvimento da lesdo
periapical, tendo como funcdo primaria ingerir e destruir os micro-organismos, ou
seja, sao células fagociticas. Além disso, s3o células apresentadoras de antigenos aos
linfocitos T (APCs), ingerem células mortas do hospedeiro, liberam inimeros
mediadores quimicos e, por meio destes mediadores quimicos liberados, células do
sistema imune adaptativo sao recrutadas para o local da lesao. Paralelamente,
promovem o reparo de tecidos lesionados, angiogénese e a sintese da matriz extra-
celular (Mills et al., 2000; Mills, 2015; Abbas 2015; Pereira et al., 2016; Veloso et al.,
2020).

A fagocitose realizada pelos macréfagos inicia-se com o englobamento do
agente agressor e a liberagdo enzimatica de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio NADPH (dinucleotideo de adenina e nicotinamida fosfato), que sao tdxicas
para os micro-organismos levando-os a morte. Apds a morte do agente agressor, 0s
macréfagos realizam a digestao proteolitica (Jenkins et al., 2013; Gammoh e Rink,
2017; Weber et al.,, 2018). Em 2018, Banica et al. realizaram um estudo
imunohistoquimico para deteccdo de macréfagos, plasmocitos, mastdcitos e linfocitos
T e B em granulomas periapicais de dentes permanentes, concluindo que os
macréfagos foram as células que se apresentaram em maiores nimeros.

Os macréfagos apresentam uma vasta dinamica de diferenciacdo, podendo
ser polarizados basicamente em tipo M1 (pré-inflamatdrio) e M2 (anti-inflamatdrio)
(Altaie et al., 2021). A polarizagdo macrofagica do tipo M1 esta relacionada ao
processo de combate aos patdgenos e destruicdo tecidual, por meio da produgdo de
citocinas proé-inflamatorias como IL-1B, TNF-qg, IL-12 e IL-18. Além disso, promovem
um ambiente altamente microbicida e tém um papel na mediacdo e destruicdo de

patogenos e de células tumorais (Arango e Descoteaux, 2015; Chavez Galan et al.,
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2015; Yunna et al., 2020). A liberacao de IL-6 e IL-23 também tem sido relatada
(Veloso et al., 2020). A polarizagdo em macréfagos M1 ocorre quando a célula
recebe estimulos, incluindo Interferon gama secretado principalmente por células
(Thl, células T citotoxicas e células NK), LPS bacteriano e Fator Estimulador de
Colonia de Granuldcitos e Macréfagos (GM-CSF) (Guha e Mackman, 2001; Fleetwood
et al.,2007; Billiau e Matthys, 2009; Chavez-Galan et al., 2015; Yuna, 2020).

Por outro lado, a polarizacdo macrofagica do tipo M2 esta relacionada ao
processo de proliferacdo celular e reparacao tecidual. Os macrofagos M2
desempenham um papel central nas respostas aos parasitas, remodelacao tecidual,
angiogénese, doencas alérgicas (Martinez et al., 2008; Jenkins et al., 2013; Chavez
Galan et al., 2015) e, recentemente, na COVID-19 (Yoo et al., 2021). Os macréfagos
M2 estao envolvidos na modulacao do sistema imune e processo de reparo, por meio
da secrecao de citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 e o TGF-B (Zhuang et al.,
2019). Em 2020, Bertasso et al. relataram que os macrofagos M1 e M2 estao
presentes em cistos radiculares associados a dentes deciduos e permanentes, com
maiores quantidades imunofenotipicas de M2.

Além dos mastdcitos e macréfagos, as células dendriticas também sao
células do sistema imune inato, sendo as células apresentadoras de antigenos mais
eficientes, devido a sua capacidade de capturar, processar e apresentar antigenos
aos linfocitos T, regulando a resposta imune adaptativa (Hahn e Liewehr, 2007,
Mittelbrunn et al., 2009). O sistema imune inato pode distinguir entre patdgenos
infecciosos e nao infecciosos e promover uma resposta imune apropriada (Webster
et al., 2017). As células dendriticas, portanto, englobam o antigeno, o que resulta na
sua migracao para os linfonodos, onde interagem com células da resposta imune
adaptativa (Iwasaki e Medzhitov, 2010; Linehan et al., 2014). Embora haja dois tipos
de células dendriticas (mieldides e plasmocitdides), ambas produzem grandes
quantidades de TNF-alfa em resposta a patdgenos e outros agentes inflamatdrios
(Rossi e Young, 2005; Constantino 2017).

As células da imunidade adaptativa migram para o local da lesdo mais
tardiamente, exercendo papel de defesa imunoldgica antigeno-especifica (Cooper e
Alder, 2006). Os linfocitos T fazem parte da imunidade adaptativa e secretam uma

série de mediadores e citocinas como Interferon-gama, TGF-beta, IL-2, IL-4, IL-6,
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IL-10 e IL-13. Algumas citocinas, como a IL-6 e a IL-10, tem a capacidade de
recrutar macréfagos para o local da lesao (Hahn e Liewebr, 2007).

As células T regulatdrias, conhecidas como TREGS (Janssen et al., 2016),
tém a funcao de suprimir a ativacdo imune por meio da modulacdo de diversas
funcOes celulares, como a proliferacao de células T e a produgao de citocinas, como
o TGF-beta (Hahn e Liewebr, 2007). As TREGS sao definidas pela expressao do fator
de transcricdo nuclear da proteina 3 (FOXP3) e da expressdao de CD4 e CD25 na
superficie celular (Miyara et al., 2011; Janssen et al., 2016). O FOXP3 atua como um
interruptor principal que rege o desenvolvimento e a funcdo das células T-
regulatdrias, cujas funcles incluem a inibicdo da resposta imune e da inflamacao.

Por outro lado, os linfocitos T citotdxicos (CD8) expressam perforinas (uma
das proteinas presentes nos granulos dessas células) e granzimas, causando dano
direto aos tecidos, enquanto as células T-helpers (CD4) secretam citocinas que
recrutam e ativam mondcitos e macréfagos (Cruvinel et al., 2010).

Segundo Bergamini et al. (2020), o conhecimento do padrao de células
envolvidas é importante para o melhor entendimento da patogénese da lesdao
periapical. Apesar do exposto, como salientado por Dokic et al. (2013), os
mecanismos imunorregulatorios que ocorrem durante a génese e o desenvolvimento
das lesOes periapicais sao, ainda, pouco explorados. Embora os macréfagos (Weber
et al., 2018; Weber et al., 2019; Banica et al., 2018; Veloso et al., 2020), os TREGS
(Colic et al., 2009; Araujo-Pires et al., 2014; Campos et al., 2015), os linfécitos T
citotdxicos (Araujo-Pires et al., 2014; Banica et al., 2018), os mastdcitos (Rodini,
Batista e Lara, 2004; Shiromany et al., 2014; Mahendrakumar et al., 2015; Mahita et
al., 2015) e as células dendriticas (Figueiredo et al., 2018), entre outras, ja terem
sido previamente avaliadas em alguns estudos envolvendo lesdes periapicais de
dentes permanentes, particularmente com relacao a denticdo decidua a literatura é
escassa (Bolan et al., 2008; Bertasso et al., 2020; Polanco et al., 2021).

Sabe-se que nos primeiros anos de vida da crianca ha uma imaturidade do
sistema imunoldgico, o que confere vulnerabilidade a doengas infecciosas (Carneiro-
Sampaio e Grumach, 1992; Bolan et al., 2008; Simon et al., 2015). Devido a
auséncia de estudos caracterizando e quantificando os diferentes tipos celulares da

resposta inflamatdria e imune em dentes deciduos com necrose pulpar e lesao
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periapical, e considerando os potenciais efeitos sistémicos da infeccdo e das reagoes
desencadeadas em criancas (Simon et al., 2015), torna-se relevante a realizagao de
estudos nesse sentido. Além disso, esse conhecimento pode propiciar uma melhor
compreensdao da patologia pulpar e periapical em dentes deciduos,
comparativamente aos permanentes, favorecendo o desenvolvimento e utilizacao de
técnicas de tratamento mais direcionadas (Braz-Silva et al., 2019; Wang et al., 2022;
Teixeira et al., 2022).

Como ja salientado, o combate aos agentes agressores é realizado por meio
da imunidade inata e/ou adaptativa (Dale e Krisanaprakornkit, 2001; Zasloff, 2002;
Martin et al., 2015). No entanto, além da imunidade inata atuar contra os micro-
organismos por meio de células (neutrdfilos, mastdcitos, macréfagos e células
dendriticas), pequenos peptideos catidnicos ou anidnicos conhecidos como Peptideos
Antimicrobianos (AMPs), que também fazem parte da imunidade inata,
desempenham atividade antimicrobiana, atuando contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos, parasitas e alguns virus (Allgrove et al., 2008).

Um total de 146 peptideos de defesa do hospedeiro foram identificados em
humanos, até o momento (Antimicrobial Peptide Database, 2022 - APD:

https://aps.unmc.edu/home) e, de acordo com Bechinger e Gorr (2017), mais de 40

peptideos antimicrobianos enddgenos podem ser expressos na cavidade bucal. Esses
peptideos podem ser encontrados na saliva, no tecido epitelial, nos neutrofilos (Dale
e Krisanaprakornkit, 2001), nos fibroblastos (Bautista-Hernandez et al., 2017;
Inomata et al. 2020) e no fluido crevicular (Ashby et al., 2014; Khurshid et al.,
2016).

Os AMPs sao classificados em classes diferentes de acordo com a
composi¢do de aminoacidos, tamanho e estruturas conformacionais (Hancock e
Lehrer, 1998; Brogden, 2005; Harris et al., 2009), estando as Defensinas (mais
especificamente as Beta-defensinas), as Histatinas e as Catelicidinas entre os AMPs
mais comumente expressos na cavidade bucal (Khurshid et al., 2016; Mai et al.,
2017). O mecanismo de acdo dos AMPs mais amplamente aceito é a
permeabilizacao, seguida pela ruptura da parede celular (Mai et al., 2017; Nireeksha
Varma et al., 2021).


https://aps.unmc.edu/home
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Além da atividade antimicrobiana, os AMPs também atuam como moléculas
bioldgicas efetivas na ativacao imunoldgica e no processo de reparo (Yang et al.,
2014). Assim, deve-se ressaltar que outro aspecto relevante na resposta do
organismo frente a presenca da lesdo periapical é a producao das beta-defensinas e
catelicidinas, como mecanismo de defesa.

As beta-defensinas humanas (B-defensinas ou hBDs) sdo peptideos
antimicrobianos cati6nicos enddgenos, conhecidos por desempenharem um papel
relevante na defesa do hospedeiro contra a infeccao microbiana (Zasloff, 2002; Lee e
Baek, 2012), presentes de forma abundante nos tecidos epiteliais (Li et al., 2016).
Além de sua atividade antimicrobiana, as beta-defensinas estdo envolvidas em varios
processos celulares, como o processo de reparo (Smiley et al., 2007). Tem sido
sugerido, inclusive, que as beta-defensinas sao capazes de apresentar um efeito de
neutralizacdo sobre a atividade do acido lipoteicdico (LTA), presente na parede
celular de micro-organismos Gram-positivos, e da endotoxina bacteriana (LPS),
presente na parede celular de micro-organismos Gram-negativos (Giacometti et al.,
2002; Lee et al., 2010; Inomata et al., 2020), o que torna o estudo desses peptideos
extremamente relevante, tanto na génese quanto no desenvolvimento e tratamento
da lesao periapical de dentes deciduos e permanentes.

O papel das beta-defensinas na defesa do hospedeiro tem sido amplamente
avaliado nas areas de Cariologia (Lips et al., 2017) e Periodontia (Li et al., 2016). De
acordo com estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, criancas livres de carie
apresentam maiores niveis de beta-defensinas salivares (Lips et al., 2017).

Embora as beta-defensinas ja tenham sido observadas nos epitélios das vias
aéreas, cornea, mucosa nasal e urogenital, células capilares endoteliais, tecido
intestinal, prostata (Lee et al., 2000; Schneider et al., 2005), mucoceles (Frederic et
al., 2008) e no epitélio gengival (Li et al., 2016), até o momento estudos envolvendo
beta-defensinas e Endodontia sao escassos, /in vitro em sua maioria e restritos aos
dentes permanentes (Song et al., 2009; Paris et al., 2009; Lee et al., 2013a; Lee et
al.,, 2013b; Lee e Baek, 2012; Yoo et al., 2017; Ghattas Ayoub et al., 2017;
Aminoshariae et al., 2017; Zhai et al., 2019), ou em modelo animal (Zhai et al.,
2020; Yoo et al., 2021), nao tendo sido ainda estudada em lesdes periapicais de

dentes deciduos e permanentes de humanos.
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Deve ser ressaltado que, dentre as 6 beta-defensinas humanas conhecidas,
apenas as hBD-1, -2, -3 (Dale e Krisanaprakornkit, 2001) e -4 (Paris et al., 2009) sao
expressas na cavidade bucal (epitélio gengival, lingua, palato, mucosa bucal,
glandulas salivares, polpa e saliva). Nesse sentido, sabe-se que a hBD-3 apresenta
potente atividade antimicrobiana contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-
negativos, mesmo em baixas concentracoes (Harder et al., 2001) e contribui para a
resposta imune inata, por meio do recrutamento e ativacdo quimiotatica de
mondcitos, neutrofilos, linfocitos T e células dendriticas (Zhang e Galo 2016). Pode,
também, inibir a diferenciacdo osteoclastica e a reabsorcao dssea (Park et al., 2017).

Assim, possivelmente o uso de materiais e técnicas que estimulem a
producao de hBDs enddgenas, ou o uso de hBDs recombinantes, poderia favorecer a
eliminacdo de micro-organismos presentes no microambiente local do sistema de
canais radiculares, contribuindo para o sucesso do tratamento endodontico.

Dessa forma, verifica-se que as beta-defensinas desempenham multiplas
funcbes no corpo humano, incluindo atividade antimicrobiana de largo espectro,
influéncia no processo de reparo, angiogénese (Khurshid et al., 2016) e reducao da
producdo de citocinas pré-inflamatorias estimuladas pelo LPS (Bedran et al., 2014).
Assim, pode-se hipotetizar que durante o desenvolvimento da lesao periapical, lesdes
menores poderiam ser resultantes, dentre outros fatores, de uma producao mais
efetiva desses peptideos antimicrobianos como resposta do organismo frente a
infeccdo microbiana dos canais radiculares, e essa resposta poderia ser diferente em
dentes deciduos e em dentes permanentes.

Pelo exposto, verifica-se que estudos clinicos sdao necessarios, avaliando a
resposta imune e inflamatoéria, bem como os peptideos antimicrobianos enddgenos,
visando maior compreensao das patologias pulpares e periapicais, particularmente
em dentes deciduos.
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2. PROPOSICAO

2.1 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi quantificar células da resposta imune e

inflamatoria e peptideo antimicrobiano (beta-defensina-3), em cistos radiculares de

dentes deciduos e permanentes de humanos.

2.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

Quantificacdo de células inflamatérias e imunes, por meio de
imunohistoquimica para mastdcitos, células dendriticas plasmocitdides
(maduras e imaturas), linfécitos T regulatérios (TREGS) (maduros e
imaturos), linfdcitos T, linfocitos T citotdxicos e Linfécitos B.

Deteccao da presenca/auséncia e da intensidade de marcagao para beta-
defensina-3 (hBD-3), por meio de imunohistoquimica.

Avaliagdo da relacdao entre o tamanho da lesdo radiografica e a

quantidade/intensidade da marcacao para hBD-3.

A hipotese nula a ser testada é que, em cistos radiculares de dentes

deciduos e permanentes de humanos, ndao ha diferenca nos parémetros a serem

avaliados.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi previamente submetido a apreciacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo, tendo sido aprovado (CAAE
80253417.6.0000.5419) (Anexo A).

Com relacdo as células inflamatdrias, o calculo amostral foi realizado com
base nos resultados de Bertasso et al. (2020). O poder da amostra foi calculado
levando em consideracao a média e o desvio padrdao dos grupos avaliados, sendo
obtido o valor do erro B de 0,8 e poder do teste de 81%, que estabeleceu que no
minimo 16 lesGes para cada grupo seria adequado para um resultado cientificamente
valido.

O calculo amostral para hBD-3 foi realizado tendo como base os resultados
do trabalho de Frederic et al. (2008). O poder da amostra foi calculado levando em
consideragao a média e o desvio padrao dos grupos avaliados, sendo obtido o valor
do erro B de 0,80 e poder do teste de 84%, que estabeleceu a necessidade de, no

minimo, 9 lesdes para cada grupo.

3.1 SELEGAO DA AMOSTRA

Para a amostra de dentes deciduos, foram selecionados para participacdo na
pesquisa pacientes que compareceram a Clinica de Odontopediatria do
Departamento de Clinica Infantil da FORP/USP, para tratamento odontoldgico, de
ambos os sexos, com faixa etaria de 5 a 8 anos de idade, com boa salde geral. Os
responsaveis pelos pacientes foram informados a respeito do estudo e assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido e um termo de assentimento (Apéndices
A e B), autorizando a participagdo na pesquisa. Foram selecionados dentes deciduos
(primeiros e segundos molares deciduos, superiores e inferiores) com indicagdo de
exodontia.

Para a amostra de dentes permanentes, foram selecionados pacientes que
compareceram as Clinicas da FORP/USP, para tratamento odontoldgico, de ambos os
sexos, com faixa etaria de 20 a 60 anos de idade, com boa saude geral. Os pacientes

foram informados a respeito do estudo e assinaram um termo de consentimento livre
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e esclarecido (Apéndice A), autorizando sua participacdo na pesquisa. Foram
selecionados dentes permanentes (primeiros e segundos molares e pré-molares,
superiores e inferiores) com indicacao de exodontia.

Os participantes da pesquisa nao deveriam ter sido submetidos a
antibioticoterapia ha pelo menos trés meses. Os dentes selecionados (deciduos e
permanentes) apresentaram necrose pulpar e lesao periapical visivel
radiograficamente, sem tratamento prévio, com extensa destruicdo coronaria em
funcao de lesbes de carie, impossibilitando o tratamento restaurador, com auséncia
de dor e presenca/auséncia de fistula. Para selecdo dos dentes, foi realizada a
anamnese, o exame clinico e o exame radiografico, tendo como base ficha
especifica. Os dentes selecionados deveriam apresentar lesdes periapicais com

extensdo de tecido que possibilitasse a realizagdo da técnica de imunohistoquimica.

3.2 ETAPA CIRURGICA

Apds a antissepsia da cavidade bucal com digluconato de clorexidina a
0,12% (Periogard Colgate/ Palmolive Industria Brasileira — Sao Paulo — SP), sob
forma de bochecho ou embrocagao por 1 minuto, foi realizada a anestesia local com
mepivacaina a 2% (DFL Ind. Comércio Ltda — Rio de Janeiro — RJ). A seguir, foi
efetuada a sindesmotomia, luxacdo, extracdao com elevadores ou forceps e sutura.
Apds extracao, foi realizada a lavagem do alvéolo com soro fisioldgico. Nos casos
onde a lesdo ndo foi removida juntamente com as raizes, foi efetuada a sua
preensao com pinga hemostatica, divulsdo com cureta e corte com bisturi lamina 15.

O tecido removido (dente e lesao) foi colocado em um Coletor Universal de
80mL, com formol tamponado a 10%, e enviado para o laboratério de Histopatologia
da FORP/USP, juntamente com a radiografia e com a ficha de exame
anatomopatoldgico preenchida, contendo informacg0es referentes as caracteristicas e

localizacao da lesao.

3.3 PROCESSAMENTO HISTOTECNICO
A lesdao removida foi fixada por, no maximo, 24 horas, sendo a seguir lavada
por 24 horas, desidratada em alcool, diafanizada em xilol e incluida em parafina. A

partir dos blocos de parafina, foram realizados 10 cortes seriados de 3 micrometros,
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os quais foram montados em laminas diferentes. Um dos cortes foi corado pela
Hematoxilina e Eosina e, no Laboratdrio de Histopatologia, foi realizada a analise
histopatoldgica e emissdao do laudo por um patologista experiente. Os casos com
diagndstico histopatoldgico de cisto radicular foram incluidos no presente estudo. Foi
entregue uma cdpia do referido laudo ao paciente/responsavel e a outra copia foi
anexada ao prontuario.

Cortes sequenciais de cada espécime foram montados em laminas
silanizadas, para realizacdo da técnica de imunohistoquimica pelo método do
complexo avidina-biotina-peroxidade (Andrade et al., 2012; Bezerra da Silva et al.,
2014; Bertasso et al., 2020).

A tabela 1 apresenta o peptideo antimicrobiano e os tipos celulares

avaliados, com as respectivas imunomarcacoes (fenétipos).

Tabela 1 - Tipos celulares e peptideo antimicrobiano (AMP) avaliados e as
respectivas imunomarcagoes

Células e AMP Imunomarcagao
Mastdcitos Triptase+
Células Dendriticas Plasmocit6ides Maduras CD123+
Células Dendriticas Plasmocit6ides Imaturas CD303+
Linfdcitos T regulatdrios (TREGS) Imaturos CD25+
Linfocitos T regulatdrios (TREGS) Maduros FOXP3+
Linfécitos T CD3+
Linfécitos T citotdxicos CD8+
Linfécitos B CD20+
Beta-defensina-3 hBD-3+

3.4 TECNICA DE IMUNOHISTOQUIMICA

Os cortes foram desparafinados e submersos em xilol por 20 minutos (foi
efetuada uma troca apds 10 minutos). Em seguida, foram hidratados em
concentragdes decrescentes de alcool (2 imersdes em dlcool 100% e uma imersao
em alcool 90%, 70% e 50%) e lavados em agua corrente. A recuperacao antigénica
foi realizada em panela de pressdo elétrica, durante 15 minutos, utilizando a solugdo
S2367 (Dako Target Retrieval Solution, pH 9, cddigo S2367 — Santa Clara - USA),

diluida em 1:10 em agua destilada. Quando os cortes atingiram a temperatura
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ambiente, foram enxaguados com agua destilada. O bloqueio da peroxidase
enddgena foi realizado com 18mL de perdxido de hidrogénio a 35% (Merck, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e 18mL de agua destilada, durante 20 minutos (foi efetuada uma
troca apdés 10 minutos). Em seguida, foram realizadas 5 imersdes em solucao salina
tamponada fosfatada (PBS) a 10mmol L (pH 7,4). O anticorpo primario para cada
tipo celular a ser avaliado (Tabela 2) foi depositado sobre os cortes e as laminas
foram mantidas durante 18 horas, a 4°C, em camara Umida.

Em seguida, as laminas foram lavadas com o tampao Dako (S3006) (Dako
Wash Buffer, cddigo S3006, Carpinteria, CA, EUA), diluido a 1:10 em agua destilada
e incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (LSAB Dako), durante 30 minutos
cada, a 37°C. Apos 3 lavagens em PBS, foi colocado o anticorpo terciario
(estreptavidina-biotina-peroxidase)(LSAB Dako - Universal Dako LSAB + kit
peroxidase, system HRP, codigo K0679, Carpinteria, CA, EUA), durante 30 minutos, a
37°C, seguida de 3 lavagens em PBS.

As amostras foram, entdao, submetidas a aplicagdo de diaminobenzidina
(DAB) como cromdgeno (Dako chromogen System, codigo k3468, Carpinteria, CA,
EUA) durante 10 minutos, e enxaguadas abundantemente em agua destilada. Apos a
revelacao, foi realizada a contra-coloracao das laminas com Hematoxilina de Carazzi,
durante 2 minutos, e a diferenciacdo da hematoxilina por meio de 20 trocas de agua
corrente, seguida da desidratacao em alcool absoluto (3 trocas), diafanizagdo em
xilol e montagem em Entellan.

Como controle negativo foi efetuada a omissdo do anticorpo primario. Foram
obtidos controles positivos para todos os anticorpos (Tabela 2).

A tabela 2 apresenta as especificacdes dos anticorpos primarios que foram
utilizados, para identificacdo dos diferentes tipos celulares, e os respectivos controles

positivos.
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Tabela 2 - Especificacdes dos anticorpos primarios a serem utilizados

~ . oo , Controle
Biomarcador Clone Descrigao Isotipo Diluicao Marca Célula .r.
Positivo
Triptase AA1 Morl;c;ctlsnal IgG1 1:5000 DakoCytomation Mastdcitos Tonsilas
Monoclonal " Células .
CD303 124B3.13 IgG1 1:500 Dendritics o Tonsilas
Rato Dendriticas
Célul
D123 BRams  moneconal o ooh 1:200  Leica Biosystems euias Tonsilas
Rato Dendriticas
M lonal Beck
CD25 B1.49.9 onociona IgG2a 1:400 eckman TREGS Tonsilas
Rato Coulter
M lonal Tonsilas
FOXP3 SP97 oCr;c;cI::a IgG Coelho 1:300 Spring Bioscience TREGS
Policlonal - ;
CD3 A0452 g;ﬁ:;a IGgl 1:500 DakoCytomation Linfécitos T Tonsilas
M lonal - .
CD8 C8/144B or;{c;ctgna 1Gg 1:400 DakoCytomation Linfocitos T Tonsilas
D20 126 Mor;;ctfna' 16G 1:2000  DakoCytomation Linfécitos B Tonsilas
Policlonal Pulméo,
hBD-3 23-67/67 IgG 1:400 Bioss Beta-defensina-3  Cdlon e
Coelho .
Tonsilas

As laminas foram analisadas em microscopio Axio Imager. M1 (Carl Zeiss
Microimagin GmbH, Gottingen, Alemanha) com camera acoplada, por um examinador
previamente calibrado (Kappa>0,9), em aumentos de 10 e 400x, conforme preconizado
por Gongalves et al. (2012) e Bertasso et al. (2020).

PARTE 1 - ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA E QUANTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES DA

RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA

Para essa analise foram utilizados 19 casos de cistos radiculares de dentes
deciduos e 17 casos de cistos de dentes permanentes.

No aumento de 400x foram escolhidos 5 campos representativos de cada
espécime, para registro da presenca/auséncia de imunomarcacdo e posterior
quantificacdo do nimero de células imunomarcadas, empregando o software Image J
1.28.

Inicialmente, cada lamina foi avaliada com relacdo a presenca/auséncia de cada
tipo celular (mastdcitos, células dendriticas plasmocitdides, linfocitos T citotdxicos,
TREGS, Linfécitos T e Linfdcitos B) e, em seguida, foi efetuada a contagem do nimero

de células positivas em cada campo, sendo a seguir obtida a média.
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Os resultados foram expressos em numeros de células de cada tipo celular, por

espécime.

PARTE 2 - ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA E LOCALIZACAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO
(HBD-3) E SUA RELACAO COM 0 TAMANHO DA LESA0 RADIOGRAFICA

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Dos casos iniciais, efetuou-se a analise imunohistoquimica para hBD-3 em 14
casos de dentes deciduos e 13 casos de dentes permanentes.

No aumento de 400x foram escolhidos 5 campos representativos de cada
espécime, para registro da presenca/auséncia de imunomarcacao e posterior analise
semi-quantitativa, empregando o software Image ] 1.28 (National Same patterns of
Health, Betheseda, California, EUA).

Em cada lamina, a analise da presenca/auséncia de imunomarcacao para hBD-3
foi realizada separadamente em dois locais distintos: na capsula cistica e no epitélio
cistico. Em seguida, foi realizada a andlise semi-quantitativa da imunomarcacao nesses

dois locais, com base nos seguintes critérios (Goncalves et al., 2012):

Escore 0: auséncia de expressao.

Escore 1: expressao de intensidade suave.

Escore 2: expressao de intensidade moderada.

Escore 3: expressao intensa.

Adicionalmente, foi realizada analise subjetiva da porcentagem de area com
imunomarcagao positiva para hBD-3 em cada espécime (Folkvord et al., 2006). Os
resultados foram expressos como a média das porcentagens obtidas na capsula e no

epitélio cistico, em cada espécime.

EXAME RADIOGRAFICO

As radiografias periapicais de cada caso, realizadas pela técnica digital
(Vistascan Perio Plus, Porto Alegre, Brasil), foram obtidas por meio de consulta ao
Sistema Romeu (Sistema de Informatizagdo de Clinicas da FORP/USP). As
radiografias realizadas pelo método convencional foram obtidas por meio de consulta

ao prontuario fisico dos pacientes sendo, a seguir, digitalizadas (Flatbed scan-ner -
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Scanjet 7450 c series, version 3.0.2, Hewlett- Packard, San Diego, Calif., USA), com
1.200 dpi de resolucao.

MENSURACAO DO TAMANHO RADIOGRAFICO DAS LESOES PERIAPICAIS

As imagens radiograficas foram transferidas para o programa Image J 1.28,
para mensuracao das areas radiolicidas periapicais, tanto nos dentes deciduos como
nos dentes permanentes, como descrito previamente (da Silva et al.,, 2008; de
Queiroz et al., 2016). A delimitacdao e a medida da area radiolicida presente em cada
raiz foi determinada em mm?. As avaliacdes radiograficas foram realizadas por 3
examinadores calibrados (Kappa>0,8). Com o objetivo de calibrar o programa, foi
realizada a medida do tamanho real de cada raiz, nas laminas contendo os cortes

histoldgicos.

AVALIACAO DA RELACAO ENTRE O TAMANHO RADIOGRAFICO DAS LESOES PERIAPICAIS E A
PORCENTAGEM DAS AREAS DE IMUNOMARCAGAO PARA HBD-3

Apds as mensuragoes, as lesdes periapicais foram divididas em dois grupos:

- Lesdes pequenas (0-30mm?); e

- LesBes grandes (>30mm?>).

Em seguida, foi realizada a avaliagago da relacdo entre o tamanho
radiografico da lesdo, em mm?®, e a porcentagem de drea com imunomarcagio
positiva para hBD-3 em cada espécime, nas lesdes pequenas e grandes, tanto para

dentes deciduos quanto para dentes permanentes.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, a distribuicao dos dados obtidos foi verificada por meio do teste
de normalidade D'Agostino & Pearson. Quando a distribuicao dos dados foi nao
paramétrica, os resultados obtidos foram comparados por meio do teste de Mann-
Whitney. Nos casos de distribuicdo paramétrica dos dados, a comparacao foi
realizada utilizando o teste t. Além disso, para as analises das células inflamatdrias
foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn.

Para todas as analises, foi utilizado o programa Graph Pad Prism 9.0 (Graph
Pad Software Inc, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4. RESULTADOS

PARTE 1 - ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA E QUANTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES DA
RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA

CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos 19 casos de cistos radiculares de dentes deciduos analisados, 36,8%
eram de individuos do sexo feminino e 63,2% de individuos do sexo masculino, com
idade média de 6,3 anos. Além disso, 63,2% dos cistos radiculares de dentes
deciduos estavam localizados na mandibula e 36,8% na maxila.

Dos 17 casos de cistos de dentes permanentes, 58,8% eram de individuos
do sexo feminino e 41,2% eram de individuos do sexo masculino, com idade média
de 51,4 anos. Um total de 70,6% dos cistos radiculares de dentes permanentes
encontrava-se na mandibula e 29,4% na maxila.

A Tabela 3 apresenta a caracterizagao da amostra utilizada no presente

estudo.

Tabela 3 - Caracterizagdao da amostra

Dentes Total Género Localizagao Idade
Feminino Masculino Mandibula Maxila Média
Deciduos 19 36,8% 63,2% 63,2% 36,8% 6,3
Permanentes 17 58,8% 41,2% 70,6% 29,4% 51,4

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A anadlise imunohistoquimica evidenciou imunomarcacdo para Triptase
(Mastdcitos), CD123 e CD303 (Células Dendriticas Plasmocitdides), FOXP3 e CD25
(Linfécitos - TREGS), CD3 (Linfécitos T), CD8 (Linfocitos T Citotdxicos) e CD20
(Linfécitos B) em todos os casos (100%), nos dentes deciduos e permanentes.

As células mais prevalentes nos cistos radiculares em dentes deciduos foram
as células dendriticas plasmocitdides maduras (CD123+) e imaturas (CD303+),
linfocitos T (CD3+) e os linfocitos B (CD20+) (p<0,05). Por outro lado, nos dentes
permanentes as células mais prevalentes foram os linfocitos T (CD3+), células
dendriticas plasmocitdides imaturas (CD303+), linfocitos T citotdxicos (CD8+) e
linfocitos B (CD20+) (p<0,05).
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A Figura 1 apresenta a comparacao da quantidade de células, por meio do
teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn, para Triptase, FOXP3, CD25, CD123,
CD303, CD3, CD8 e CD20.

Figura 1 — Comparacdo por meio do teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn, da quantidade de
células imunomarcadas para Triptase, FOXP3, CD25, CD123, CD303, CD3, CD8 e CD20,
apds avaliacdo imunohistoquimica, em cistos radiculares de dentes deciduos (A) e
permanentes (B). Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p<0,05)
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Ao comparar o numero de células imunomarcadas para Mastocitos (Triptase)
em dentes deciduos e permanentes, observou-se que os dentes deciduos
apresentaram mediana de 34,15 células (Q1=18,14; Q3=73,89), enquanto que 0s
dentes permanentes apresentaram mediana de 22,65 células (Q1=14,63;
Q3=31,15). Apesar da diferenca numérica entre os grupos, ndo foi possivel
encontrar diferenca estatisticamente significante entre a quantidade de Mastdcitos

em cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes (p=0,119) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Comparacao da quantidade de Mastdcitos (células imunomarcadas para Triptase), apds
avaliagdo imunohistoquimica, em cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 3 - Fotomicrografias representativas dos grupos avaliados, evidenciando a imunomarcacao
para Mastdcitos (células imunomarcadas para Triptase) nos cistos radiculares de dentes
deciduos (A) e permanentes (B) (Zeiss, 40X)
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CELULAS DENDRITICAS PLASMOCITOIDES

Com relacdo ao numero de células dendriticas plasmocitdides, evidenciadas
por meio do marcador CD123, verificou-se que os dentes deciduos apresentaram
mediana de células imunomarcadas de 110,8 (Q1=94,0; Q3=135,8), enquanto que
esse valor foi de 57,0 (Q1=32,38; Q3=107,2) nos dentes permanentes. A diferenca
entre esses 2 grupos foi estatisticamente significante (p=0,008), ou seja, os cistos
radiculares de dentes deciduos apresentaram ndmeros significantemente maiores de

Células Dendriticas Plasmocitoides, em comparacao aos dentes permanentes.
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O numero de células dendriticas plasmocitdides também foi avaliado por
meio da andlise do marcador CD303 (células dendriticas imaturas). Os cistos dos
dentes deciduos apresentaram média de células imunomarcadas de 208,6 (dp =
84,63), enquanto os cistos dos dentes permanentes apresentaram média de células
imunomarcadas de 115,4 (dp = 72,12). Assim, observou-se que as médias de células
dendriticas plasmocitdides em dentes deciduos também foram significantemente
maiores, quando comparadas as médias obtidas para os dentes permanentes
(p=0,001) (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Comparacdo da quantidade de células dendriticas plasmocitdides imunomarcadas para
CD123 (A) e para CD303 (B), apds avaliagao imunohistoquimica em cistos radiculares de
dentes deciduos e permanentes. Letras diferentes indicam que houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 5 - Células Dendriticas Plasmocitdides: Fotomicrografias representativas dos grupos avaliados,
evidenciando a imunomarcacdo para CD123 (A e B) e para CD303 (C e D) nos cistos
radiculares de dentes deciduos (A e C) e permanentes (B e D) (Zeiss, 40X)
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LINFOCITOS T REGULATORIOS

Ao avaliar o nimero de Linfocitos T regulatorios por meio do marcador
FOXP3 (TREGS — maduros), verificou-se que os dentes deciduos apresentaram média
de células imunomarcadas de 14,88 (dp = 6,58), enquanto que os dentes
permanentes apresentaram média de 20,56 (dp = 9,12). A analise estatistica desses
dados evidenciou que a quantidade de Linfocitos T regulatérios maduros (FOXP3) em
dentes permanentes foi significantemente maior, em comparacdao aos dentes
deciduos (p=0,04) (Figuras 6 e 7).

Por outro lado, ao comparar o nimero de Linfdcitos T regulatdrios (CD25)
(TREGS imaturos), evidenciou-se um valor médio de 45,54 (dp = 27,27) nos dentes
deciduos e de 22,26 (dp = 17,75) nos dentes permanentes. A média de Linfécitos T
regulatorios (CD25) em dentes deciduos foi estatisticamente maior, em comparagao

ao valor obtido para os dentes permanentes (p=0,011) (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Comparagao da quantidade de Linfécitos T regulatérios imunomarcados para FOXP3 (A) e
CD25 (B), apds avaliagdo imunohistoquimica, em cistos radiculares de dentes deciduos e
permanentes. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significante
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Figura 7 - Linfécitos T regulatérios: Fotomicrografias representativas dos grupos avaliados,
evidenciando a imunomarcacdo para FOXP3 (A e B) e para CD25 (C e D) nos cistos
radiculares de dentes deciduos (A e C) e permanentes (Be D) (Zeiss 40X)
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LivFociTtos T

A avaliacao do numero de Linfocitos T (CD3) evidenciou que os cistos
radiculares dentes deciduos apresentaram mediana de células imunomarcadas de
114,0 (Q1=86,0; Q3=172,8), enquanto nos dentes permanentes esse valor foi de
181,3 (Q1=110,0; Q3=256,8), com diferenca significante (p=0044). Portanto, a
mediana de Linfécitos T em dentes permanentes foi significativamente maior que em

dentes deciduos (Figuras 8 e 9).

LivFocrros T CITOTOXICOS
Ao comparar o numero de Linfocitos T citotoxicos (CD8), observou-se um
valor médio de células imunomarcadas de 61,82 (dp = 24,47) para os dentes

deciduos e de 70,29 (dp = 36,08) para os dentes permanentes. Ndo foi possivel
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evidenciar diferenca estatisticamente significante entre a quantidade de Linfécitos T

citotoxicos em cistos de dentes deciduos e permanentes (p=0,411) (Figuras 8 e 9).

Figura 8 - Linfécitos T e Linfécitos T citotdxicos: Comparacao da quantidade de células
imunomarcadas para CD3 (A) e para CD8 (B), apds avaliacdo imunohistoquimica, em
cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes. Letras diferentes indicam que
houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 9 - Linfocitos T e Linfocitos T citotoxicos: Fotomicrografias representativas dos grupos
avaliados, evidenciando a imunomarcacdo para CD3 (A e B) e para CD8 (C e D) nos
cistos radiculares de dentes deciduos (A e C) e permanentes (Be D) (Zelss 40X)
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LivFocrTos B

Com relacdo ao numero de Linfdcitos B (CD20), evidenciou-se média de
células imunomarcadas de 172,0 (dp = 75,68) para os dentes deciduos e de 106,3
(dp = 44,34) para os dentes permanentes. A analise estatistica desses dados
evidenciou que o numero de Linfécitos B, em cistos de dentes deciduos, foi

significantemente maior, em comparacao aos dentes permanentes (p=0,0024)
(Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Comparacdo da quantidade de Linfdcitos B (CD20), apds avaliacao imunohistoquimica,
em cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes. Letras diferentes indicam que
houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 11 - Linfdcitos B: Fotomicrografias representativas dos grupos avaliados, evidenciando a
imunomarcagao para CD20 nos cistos radiculares de dentes deciduos (A) e permanentes
(B) (Zeiss, 40X)
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PARTE 2 - ANALISE DA PRESENGA/AUSENCIA E LOCALIZACAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO
(HBD-3) E SUA RELACAO COM 0 TAMANHO DA LESAO RADIOGRAFICA

Nos 14 casos de dentes deciduos analisados, observou-se marcagao positiva
para hBD3 em 11 (78,5%). De forma semelhante, nos 13 dentes permanentes

observou-se marcacao positiva em 10 (76,9%).
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CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos 11 casos de cistos radiculares de dentes deciduos com marcagao
positiva para hBD3, 36,4% eram de individuos do sexo feminino e 63,6% de
individuos do sexo masculino, com idade média de 6,1 anos. Além disso, 72,7% dos
cistos radiculares de dentes deciduos estavam localizados na mandibula e 27,3% na
maxila.

Dos 10 casos de cistos de dentes permanentes com marcacao positiva para
hBD3, 60% eram de individuos do sexo feminino e 40% eram de individuos do sexo
masculino, com idade média de 38,6 anos. Um total de 60% dos cistos radiculares
de dentes permanentes encontrava-se na mandibula e 40% na maxila.

A Tabela 4 apresenta a caracterizagao da amostra utilizada no presente

estudo.

Tabela 4 - Caracterizagao da amostra

Dentes Total Género Localizagao Idade
Feminino Masculino Mandibula Maxila Média

Deciduos 11 36,4% 63,6% 72,7% 27,3% 6,1

Permanentes 10 60% 40% 60% 40% 38,6

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA — ESCORES DE INTENSIDADE DE MARCACAO

No epitélio cistico dos dentes deciduos foi encontrada a seguinte distribuicdo
da intensidade de marcacao para hBD3: 1 caso apresentou escore 0; 4 escore 1; 5
escore 2; e 1 escore 3.

Na capsula cistica dos dentes deciduos, a distribuicdo ocorreu da seguinte
forma: 2 casos apresentaram escore 0; 2 escore 1; 6 escore 2; e 1 escore 3.

No epitélio cistico dos dentes permanentes foi encontrada a seguinte
distribuicao de intensidade de marcacao para hBD3: 2 casos apresentaram escore 0;
6 escore 1; e 2 escore 2.

Na capsula cistica dos dentes permanentes, a distribuicdo ocorreu da
seguinte forma: 2 casos apresentaram escore 0; 2 escore 1; e 8 escore 2.

A Tabela 5 apresenta a distribuicao dos escores (intensidade de marcagao)

para hBD-3 na capsula e no epitélio cistico de dentes deciduos e permanentes.
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Tabela 5 - Distribuigdo dos escores (intensidade de marcacdo) para hBD-3 na capsula e no epitélio
de cistos de dentes deciduos e permanentes

Escores Total 0 1 2 3

Dentes Casos Capsula Epitélio Capsula Epitélio Capsula Epitélio Capsula Epitélio
Deciduos 11 2 1 2 4 6 5 1 1
Permanentes 10 0 2 2 6 8 2 0 0

A intensidade (escores) de marcacao para hBD3 no epitélio e na
capsula cistica nos dentes deciduos foi comparada e evidenciou-se que nao houve
diferenca estatisticamente significante (p=0,91).

Por outro lado, nos dentes permanentes, a comparagao da intensidade
(escores) de marcacdao para hBD-3 no epitélio e na capsula cistica evidenciou que

houve maior imunomarcagao na capsula (p=0,008) (Figura 12).

Figura 12 - Intensidade (escores) de marcagao para hBD-3 no epitélio e na capsula, apos a avaliagado
imunohistoquimica, em cistos radiculares de dentes deciduos (A) e permanentes (B).
Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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AVALIACAO DA RELACAO ENTRE O TAMANHO RADIOGRAFICO DAS LESOES PERIAPICAIS E A

PORCENTAGEM DAS AREAS DE IMUNOMARCACAO PARA HBD-3

Os dados obtidos nos dentes deciduos e permanentes foram expressos
radiograficamente em &rea (mm?) e pela imunohistoquimica em porcentagem de
areas de imunomarcagao para hBD-3 (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo das areas da lesdo periapical (mm?) e das porcentagens de areas de

imunomarcagdo para hBD-3, apds a avaliagdo radiografica e imunohistoquimica dos
cistos radiculares de dentes deciduos (A) e permanentes (B)

Casos Porcentagem da area de Casos Porcentagem da area de

Dentes (l;:::‘az) imunomarcagao para Dentes (ﬁr;az) imunomarcagao para

Deciduos hBD-3 Permanentes hBD-3
1 79 85% 1 18,2 80%
2 9,4 70% 2 19,2 80%
3 12,7 90% 3 8,9 35%
4 22,9 90% 4 27,8 20%
5 29,1 80% 5 27,8 65%
6 334 80% 6 48 100%
7 42,1 15% 7 80 55%
8 45,5 65% 8 150,3 15%
9 58,4 25% 9 160 20%
10 65,5 55% 10 358,6 58%
11 184,8 5%

Como ja relatado, para fins estatisticos os casos de cistos radiculares de
dentes deciduos e de dentes permanentes foram divididos radiograficamente em dois
grupos: lesbes pequenas (0-30mm?) e lesdes grandes (>30mm?).

Nos dentes deciduos, foi possivel concluir que as lesdes pequenas
apresentaram mediana de células imunomarcadas de 82,50 (Q1=77,50; Q3=90,00),
enquanto esse valor foi de 25,00 (Q1=10,00; Q3=60,00) nas lesdes grandes, sendo
estatisticamente significante (p=0,0078).

Nos dentes permanentes, foi possivel observar que as lesdes pequenas
apresentaram mediana de células imunomarcadas de 65,00 (Q1=27,50; Q3=80,00),
enquanto esse valor foi de 55,00 (Q1=17,50; Q3=78,75) nas lesOes grandes, nao

apresentando diferenca estatisticamente significante (p=0,599) (Figuras 13 e 14).
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Figura 13 - Porcentagem da area de imunomarcacdo para hBD-3 nas lesdes pequenas (0-30mm?) e
nas lesdes grandes (>30mm?), ap6s a avaliagdo imunohistoquimica e radiografica, em
cistos radiculares de dentes deciduos (A) e permanentes (B). Letras diferentes indicam
que houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05)
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Figura 14 - Fotomicrografias representativas dos grupos avaliados, evidenciando a imunomarcacao
para hBD-3 (A, B, C e D) nos cistos radiculares de dentes deciduos (A e B) e
permanentes (C e D) (Zeiss, 40X)
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5. DISCUSSAO

DA ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA E QUANTIFICACAO DOS TIPOS CELULARES
DA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA

A lesao periapical se inicia quando os micro-organismos, seus produtos/sub-
produtos e os mediadores inflamatdrios ultrapassam o forame apical, atingindo os
tecidos circundantes (Altaie et al., 2021). Assim, inicia-se um processo infeccioso,
inflamatdrio, imunoldgico e osteolitico na regido apical e periapical, no qual as
respostas imunes e inflamatorias sdo ativadas (Cavalla et al., 2021), com reabsorgao
dos tecidos mineralizados (Wang et al., 2022). Nesse processo, a resposta imune
inata e adaptativa desempenha um papel importante, recrutando células imunes e
inflamatorias para o local da infeccao (Lee et al., 2021). Paralelamente, os altos
niveis de endotoxina bacteriana encontrados em lesdes periapicais de dentes
deciduos (Leonardo et al., 2004; de Queiroz et al., 2016) e permanentes (Silva et al.,
2002; Nelson-Filho et al., 2002) podem induzir um efeito proliferativo nas células
epiteliais, originando cistos radiculares (Meghiji et al., 1996).

Para a realizacao do presente estudo foram selecionados cistos radiculares
de dentes deciduos e permanentes, pela facilidade de obtencdo das amostras. Couto
et al. (2021) avaliaram histopatologicamente 10.381 lesGes periapicais cronicas, em
dentes permanentes, observando que os cistos radiculares foram as lesdes mais
comuns (59,9% dos casos). Além disso, de acordo com Mass et al. (1995) e Yang et
al. (2018), os cistos radiculares também sao lesdes frequentes em dentes deciduos.

Sabe-se que a formacdo, o desenvolvimento e a perpetuacdo das lesoes
periapicais cronicas ocorre devido a acdo de varios tipos celulares e mediadores
quimicos, que resulta no possivel equilibrio entre os processos de protecdo e
destruicao dos tecidos. Devido ao fluxo continuo de micro-organismos e seus
produtos do canal radicular infectado, a lesdo geralmente ndo é autolimitante,
apesar dos potentes mecanismos de defesa do hospedeiro (Bystrom et al., 1987;
Orstavik et al., 1996; Marton e Kiss, 2000).

No presente estudo, os diferentes tipos celulares (mastdcitos, células
dendriticas plasmocitoides, linfocitos T regulatorios, Linfocitos T, Linfocitos T

citotoxicos e linfécitos B) foram avaliados em diferentes cortes histoldgicos
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sequenciais (seriados) de cada espécime. De acordo com os resultados obtidos,
observou-se que todas os tipos celulares avaliados foram identificados em 100% dos
cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes, atuando de forma conjunta
para combater o agente agressor. Como salientado por Teixeira et al., em 2022,
essas células produzem um ambiente complexo, inclusive com producdo de citocinas,
envolvidas na etiologia das lesOes periapicais.

Segundo a Sociedade Brasileira de Pediatria (2021), o sistema imunoldgico
esta em constante desenvolvimento, desde a concepcao até a idade adulta, sendo
um processo continuo. Nos primeiros anos de vida, a resposta imediata, ou seja,
aquela realizada pelas células da imunidade inata, é essencial para manutencdo da
salde geral da crianga, visto que a imunidade adaptativa ainda se encontra em
desenvolvimento. Os resultados do presente estudo corroboram essa afirmativa, uma
vez que as células mais prevalentes nos cistos radiculares de dentes deciduos,
numericamente, foram as células dendriticas plasmocitoides imaturas (células da
resposta imune inata), enquanto que para os dentes permanentes foram os linfécitos
T (células da resposta imune adaptativa).

Dentre as células do sistema imune inato, as células dendriticas se destacam,
uma vez que apresentam importantes fungdes nas reagoes imunes mediadas por
células, bem como na patogénese das lesOes periapicais (Santos et al., 2007;
Bergamini et al., 2020). Estas células sdo responsaveis pela apresentacdo de
antigenos as células T e sao extremamente importantes na liberacdo de mediadores
inflamatodrios, que ativam as células Thl, Th2, Th17 ou TREGS (Bergamini et al.,
2020). Além disso, a presenca de células dendriticas em lesdes periapicais cronicas
de dentes permanentes pode ser um indicativo da gravidade da lesao, com presenca
constante dos antigenos na regidao periapical (Figueiredo et al., 2018).
Adicionalmente, essas células podem atuar como potenciais determinantes da
mudanca de resposta do hospedeiro uma vez que, na presenca de altos niveis de
RANKL, podem adquirir um fendtipo tolerogénico. O estado de tolerancia,
sistemicamente e localmente, suprime o desenvolvimento de respostas exacerbadas
e contribui para a estabilidade das lesdes (Cavalla et al., 2021).

As células dendriticas plasmocitdides sdo subtipos de células dendriticas

formados na medula dssea e sao responsaveis pela interseccao das respostas imunes
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inata e adaptativa (Figueiredo et al., 2018), sendo detectadas pela expressao das
moléculas de CD123 e CD303 (Rodini et al., 2001). O CD123 expressa células
dendriticas plasmocitdides de cadeia alfa de receptor IL-3, enquanto que o CD303
expressa células dendriticas plasmocitoides sanguineas (imaturas).

No presente estudo foi possivel identificar as células dendriticas
plasmocitdides em 100% dos casos de cistos radiculares de dentes deciduos e
permanentes. As células dendriticas plasmocitdides imaturas foram as mais
prevalentes na denticdo decidua e o segundo tipo celular mais prevalente na
denticao permanente.

Em um estudo realizado por Weber et al., em 2019, as células
apresentadoras de antigenos (células dendriticas e macréfagos) e linfdcitos T foram
avaliadas, em cistos radiculares de dentes permanentes. Concluiram que essas
células sdo relevantes para a fisiopatologia da lesdao periapical. No entanto, o estudo
do Weber et al. (2919) difere do presente estudo, pois avaliou células dendriticas
mieldides maduras, por meio do marcador CD83.

No presente estudo, a presenca abundante de células dendriticas
plasmocitdides, observada tanto nos cistos radiculares de dentes deciduos quanto
nos permanentes, pode ser explicada pelo fato de as lesdes estarem na fase cronica
nao expansiva (Kaneco et al., 2008).

Deve ser ressaltado que, na literatura especifica, ainda nao existem estudos
publicados avaliando células dendriticas plasmocitdides em lesdes periapicais dentes
deciduos, impossibilitando a comparacao com os resultados do presente estudo.

Adicionalmente, no presente estudo obteve-se um resultado inédito, ou seja,
a deteccdo da presenca de células dendriticas plasmocitdides (maduras e imaturas)
imunomarcadas em cistos radiculares de dentes deciduos, inclusive em maiores
numeros, em comparacao com dentes permanentes (p<0,05).

Outro tipo celular por nos avaliado foram os mastdcitos, os quais, assim
como as células dendriticas, também fazem parte do sistema imune inato, sendo
consideradas como células protetoras (Rodini et al., 2004; Choudhary et al., 2021).
Em comparagdo as células dendriticas, no presente estudo os mastdcitos

apresentaram-se em menores nimeros, apesar de estarem presentes em 100% dos
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casos de dentes deciduos e permanentes, sem diferenca significante entre eles
(p>0,05).

Apesar de ndao haver estudos publicados na literatura especifica avaliando
mastdcitos em lesOes periapicais de dentes deciduos, alguns autores avaliaram essas
células em granulomas e cistos radiculares de dentes permanentes (Shiromany et al.,
2014; Mahendrakumar et al., 2015; Lima et al., 2011; Choudhary et ak., 2021).

Em um estudo realizado por Mahendrakumar et al. (2015) foi avaliada a
expressao imunohistoquimica e localizacao da triptase de mastdcitos em granulomas
e cistos radiculares, concluindo que os mastdcitos estavam presentes em areas
inflamatorias ativas, bem como em regides periféricas de ambas as lesOes
periapicais. Em adicao, em um estudo realizado por Shiromany et al. (2014), nos
cistos os mastdcitos estavam localizados no tecido conjuntivo, logo abaixo do
epitélio, o que também foi observado no presente estudo, tanto em cistos radiculares
de dentes deciduos como de permanentes.

Segundo Choudhary et al. (2021), os mastdcitos estiveram presentes em
todos os cistos e granulomas periapicais, porém foram predominantemente
observados nos cistos radiculares, sugerindo um papel significativo dos mastdcitos na
iniciagao, desenvolvimento e progressao das lesdes periapicais.

De acordo com os resultados do presente estudo, a média de mastdcitos
encontrada foi de 22 para os dentes permanentes, corroborando com os resultados
de Lima et al. (2011), no qual foi encontrada uma média de 10 mastdcitos.

Ainda com relacdo aos mastdcitos, deve ser ressaltado que o presente
estudo apresenta um resultado inédito, uma vez que foi possivel detectar que o
numero de células imunomarcadas para mastocitos em cistos radiculares de dentes
deciduos e permanentes foram estatisticamente semelhantes, apesar de haver uma
tendéncia a uma maior quantidade de mastdcitos em dentes deciduos.

Outro tipo celular da imunidade adaptativa avaliado no presente estudo
foram os linfécitos T, os quais estavam presentes em 100% dos casos de cistos
radiculares de dentes deciduos e permanentes, porém com maior expressao na
denticao permanente (p<0,05). Esse fato permite inferir que a resposta tardia
mediada por linfocitos T ocorre mais efetivamente em adultos (Sociedade Brasileira
de Pediatria, 2021).
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Adicionalmente, no presente estudo foram avaliados também os Linfocitos T
regulatorios (TREGS) e os Linfocitos T citotdxicos.

As TREGS desempenham um importante papel no controle do microambiente
inflamatdrio dos cistos radiculares (Bergamini et al., 2020) e, em lesOes periapicais,
expressam IL-10 e TGF-B (Colic et al., 2009), em dentes permanentes. No presente
estudo, as TREGS (maduras e imaturas) foram identificadas por meio dos
imunomarcadores das proteinas FOXP3 e CD25 (Melo e Carvalho, 2009), em 100%
dos casos de cistos radiculares de dentes deciduos e permanentes.

Em um estudo realizado por Bergamini et al. (2020), no qual foi utilizado o
FOXP3 para analise imunohistoquimica de TREGS, obteve-se como resultado uma
média de 5,9 células imunomarcadas nos cistos radiculares de dentes permanentes.
No presente estudo foi encontrada uma média de 20 células imunomarcadas nesses
dentes. A diferenca entre os achados de Bergamini et al. (2020) e o presente estudo
é sutil e pode ser devido ao estagio em que as lesdes se encontravam.

Além disso, no presente estudo, foi possivel verificar maior expressao de
linfocitos TREGS maduros em cistos radiculares de dentes permanentes e maior
expressao de TREGS imaturos em cistos radiculares de dentes deciduos. Assim,
pode-se hipotetizar que, nos cistos radiculares de dentes deciduos, ou seja, em
criancas, a maturacao de células TREGS ndo ocorre de forma tao efetiva como em
adultos.

Mais uma vez deve ser ressaltado que as células TREGS ja foram estudadas
em lesOes periapicais de dentes permanentes, porém na denticao decidua ainda nao
ha estudos publicados, o que impede a comparacao direta com os resultados obtidos
no presente estudo.

De acordo com Zhang et al. (2021), na lesao periapical as TREGs contribuem
para manter a homeostase da resposta imune do hospedeiro e para minimizar os
danos teciduais. Assim, o estudo dessas células pode favorecer a implementacao,
futuramente, da imunoterapia para o tratamento dessas lesoes.

Os linfocitos T citotoxicos foram outro tipo celular avaliado no presente
estudo. Essas células, segundo Rodini e Lara (2001) e Stashenko e Yu (1989), estdo
relacionadas a fase cronica da lesdo. No presente estudo apresentamos um outro

resultado inédito na literatura especifica, uma vez que demonstramos que 0s
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linfdcitos T citotdxicos estdo presentes em cistos radiculares de dentes deciduos, sem
diferenca significante (p>0,05) em comparacao aos dentes permanentes, apesar de
haver uma tendéncia de maior concentracdo de linfécitos T CD8+ nos cistos
radiculares de dentes permanentes.

Com relacao aos cistos radiculares de dentes permanentes de humanos,
nossos resultados sao concordantes com os relatados por Philippi et al. (2003), que
observaram a presenca de linfdcitos T, pela técnica de imunohistoquimica.

O ultimo tipo celular avaliado no presente estudo foi os linfécitos B, os quais
produzem anticorpos (imunidade humoral) (Abbas, 2015). Em 2021, Polanco et al.
caracterizaram as imunoglobulinas (cadeia leve e pesada) presentes em granulomas
e cistos, observando diferenga significante entre cistos e granulomas periapicais de
dentes deciduos e permanentes, com maior expressao de IgG em cistos radiculares
de dentes deciduos.

No presente estudo, diferentemente do que ocorreu com os linfécitos T, os
linfocitos B foram encontrados em maior nimero em cistos radiculares de dentes
deciduos, quando comparados com a denticdo permanente (p<0,05), o que pode ser
explicado pelo fato de que os linfocitos B, embora sejam classificados como células
da imunidade adaptativa, exercem tanto funcdes de células da imunidade inata
quanto da resposta adaptativa. Por pertencerem aos dois tipos de resposta,
provavelmente essas células representam uma forma primitiva e conservada da
imunidade (Mesquita Janior et al., 2010).

Sumarizando, apds consulta as bases de dados, observa-se que estudos
imunohistoquimicos avaliando lesdes periapicais em dentes deciduos de humanos
sao escassos. Em 2008, Bolan et al. publicaram um estudo imunohistoquimico
avaliando a presenca de linfécitos T e B e macrofagos, em lesOes periapicais de
dentes deciduos, de maneira geral (granulomas, granulomas epitelizados, abscessos
agudos e abscessos cronicos). Concluiram que a resposta imune humoral e mediada
por células é importante nas lesGes periapicais de dentes deciduos.

Em um estudo do nosso grupo de pesquisa recentemente publicado
(Bertasso et al., 2020), foi avaliada a polarizacao de macrofagos M1 e M2 em cistos

radiculares de dentes deciduos e permanentes de humanos, por meio de
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imunohistoquimica. Nao foi observada diferenca significante entre os cistos
radiculares de dentes deciduos e permanentes, com relacao a essas células.

No entanto, a comparacao dos resultados obtidos no presente estudo, em
dentes deciduos, torna-se impossibilitada, em funcdo da auséncia de trabalhos

semelhantes publicados na literatura especifica, até o momento.

DA ANALISE DA PRESENCA/AUSENCIA E LOCALIZACAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO
(HBD-3) E SUA RELACAO COM 0 TAMANHO DA LESAO RADIOGRAFICA

Na area da Endodontia, um nimero reduzido de estudos avaliou a hBD-
3 (Lee e Baek, 2012; Song et al., 2009; Paris et al., 2009; Lee et al., 2013; Lee et
al., 2013; Yoo et al., 2017; Ghattas Ayoub et al., 2017; Yoo et al., 2019; Yoo et al.,
2021). Esses estudos foram realizados apenas em dentes permanentes /n vitro em
sua maioria e/ou em modelo animal. Verificou-se que a hBD-3 apresenta efeito
antimicrobiano /n vitro, em cultura microbiana, contra Actinomyces naeslundii,
Lactobacillus salivarius, Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis, sendo essa
acao maior que a da clorexidina e da solucao de hidréxido de célcio (Lee et al.,
2013a); ocasiona inibicao do crescimento de £. faecalis em blocos de dentina
infectados (Lee et al., 2013b); e apresenta acao antifingica contra Candida albicans,
em blocos de dentina radicular humana (Yoo et al., 2017).

Yoo et al. (2019) realizaram um estudo /n vitro utilizando a hBD-3-C15
humana sintética. Observaram que tanto o hidroxido de calcio (padrao ouro) como a
hBD-3-C15 inibiram a resposta inflamatdria em células da polpa dental humana, além
de apresentarem efeito antimicrobiano. Em adicdo, em um estudo realizado em
modelo animal (cao), Yoo et al. (2021) observaram que a hBD-3-C15 apresentou
resultados antimicrobianos e radiograficos semelhantes aos do hidréxido de célcio na
desinfeccdo. No entanto, histologicamente o hidroxido de cdlcio ocasionou processo
de reparo superior.

Deve ser ressaltado que, em 2012, Lee e Baek demonstraram /in vitro a
neutralizacdo do LTA de Enterecoccus faecalis, apds exposicao a hBD-3. Em 2007,
Funderburg et al. demonstraram que a hBD-3 é capaz de inibir o LPS (endotoxina
bacteriana), modulando a resposta do hospedeiro. A hBD-3 também pode inibir a

diferenciacao de osteoclastos e a reabsorcao ossea (Park et al., 2017). Além disso, a
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rHBD3 (beta-defensina humana recombinante) elimina /n vitro até 98% das bactérias
patogénicas prevalentes nos canais radiculares (Song et al. 2009).

Segundo Harder (2001), a hBD-3 pode ter um importante papel na
defesa contra os micro-organismos, principalmente no epitélio. Embora a presenca
de hBD-3 ja tenha sido previamente evidenciada no epitélio da mucosa bucal, no
epitélio das vias aéreas, epitélio da cornea, epitélio das mucosas nasal e urogenital,
epitélio das células capilares endoteliais, epitélio dos tecidos intestinais, epitélio da
prostata (Lee et al., 2000; Schneider et al., 2005), epitélio de mucoceles (Frederic et
al., 2008) e epitélio gengival (Li et al., 2016), o presente estudo foi o primeiro a
demonstrar a expressao de hBD-3 no epitélio e na capsula de cistos radiculares de
dentes deciduos (em 78,5% dos espécimes) e permanentes (em 76,9% dos
espécimes).

Embora no presente estudo a porcentagem de casos que expressaram
a hBD-3 tenha sido semelhante nos cistos radiculares de dentes deciduos e
permanentes, nos dentes deciduos essa expressao ocorreu de maneira semelhante
na capsula e no epitélio, enquanto que nos dentes permanentes houve maior
expressao na capsula, relacionada a células do sistema imune como macréfagos,
linfocitos e plasmacitos.

Yu et al. (2018) avaliaram o papel da hBD-3 na modulagao e ativacao
de macréfagos, em animais, durante a resposta inflamatoria aguda estimulada por
LPS. Concluiram que a hBD-3 modula macréfagos para o fendtipo M2, contribuindo
para sua propriedade anti-inflamatdria. Com relacao aos linfécitos, a hBD-3 pode
fornecer sinais para que as células T e as células dendriticas sejam recrutadas para o
local da infeccdao (Rohrl et al., 2010). Outra célula envolvida na liberacdo de hBD-3
sao os plasmdcitos que, estimulados pela presenca da infeccdo, expressam hBD-3
(Rahman et al., 2007).

No presente estudo, um dado importante foi a maior produgao de hBD-

3 nas lesdes pequenas (menores que 30mm?), em comparacdo as lesdes grandes
(maiores que 30mm?). Esse fato pode significar que a producdo de hBD-3 no
epitélio/capsula dos cistos radiculares de dentes deciduos pode atuar como um

mecanismo de protecao do organismo, auxiliando na circunscricao do processo e na
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limitacao da expansao da lesao. Esses resultados evidenciam o importante papel
protetor da hBD-3 enddgena, em lesdes periapicais de dentes deciduos.

Por outro lado, nos dentes permanentes nao foi observada diferenca na
producao de hBD-3 entre lesdes pequenas e lesdes grandes. Possivelmente, nesses
dentes, outros fatores podem ter influenciado, incluindo a producao de outros
Peptideos Antimicrobianos (AMPs), incluindo outras defensinas, histatinas e
catelicidinas, evidenciando a necessidade de estudos adicionais.

Pelo exposto, verifica-se que a hipdtese nula do presente estudo foi
parcialmente aceita, uma vez que as células mais prevalentes nos cistos radiculares
em dentes deciduos foram as células dendriticas plasmocitdides maduras e imaturas,
linfocitos T e os linfécitos B. Por outro lado, nos dentes permanentes as células mais
prevalentes foram os linfocitos T, células dendriticas plasmocitdides imaturas,
linfocitos T citotoxicos e linfocitos B. Além disso, a hBD-3 foi expressa no epitélio e
na capsula de forma diferente nos dentes deciduos e permanentes, com maior
producdo nas lesdes pequenas apenas nos dentes deciduos.

Estudos adicionais sdo necessarios, avaliando outros tipos celulares da
resposta inflamatdria e imune, além de outras defensinas.

Finalizando, o conhecimento de que os cistos radiculares de dentes
deciduos apresentam uma populagdo celular complexa, com maior expressao células
dendriticas plasmocitdides maduras e imaturas, linfocitos T e linfocitos B, sendo
extremamente relevante, considerando a imaturidade do sistema imunoldgico da
crianca e os potenciais efeitos locais e sistémicos da infeccdo e das reagles
desencadeadas (Simon et al., 2015).

Outro resultado relevante obtido no presente estudo foi a evidenciacao
da producao de hBD-3 pelo epitélio e pela capsula de cistos radiculares de dentes
deciduos e permanentes, inclusive com maior producao em lesdes pequenas de
dentes deciduos, evidenciando seu papel protetor. Esses resultados podem abrir
perspectivas futuras como o desenvolvimento e a producao de materiais que
estimulem a producdo de hBDs enddgenas, ou que empreguem hBDs recombinantes,
contribuindo para o sucesso do tratamento endodoéntico.

Deve ser ressaltado que esses conhecimentos podem propiciar uma

melhor compreensao da patologia pulpar e periapical em dentes deciduos,
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comparativamente aos permanentes, favorecendo a instituicdo de técnicas de
tratamento mais direcionadas e o desenvolvimento de materiais de uso endodontico
imunologicamente ativos e com propriedades imunomoduladoras, como salientado
por Weber et al. (2019), Braz-Silva et al. (2019), Zhang et al. (2021), Wang et al.
(2022) e Teixeira et al. (2022).



6. ConcLuszo






Conclusio | 77

6. CONCLUSAO

Com base nas metodologias empregadas e nos resultados obtidos no

presente estudo, pdde-se concluir que, nos cistos radiculares de dentes deciduos e

permanentes:

A andlise imunohistoquimica evidenciou presenca de mastdcitos, células
dendriticas plasmocitdides (maduras e imaturas), linfocitos T regulatdrios
(TREGs) maduros e imaturos, linfécitos T, linfcitos T citotdxicos e linfécitos B
em todos os casos (100%), tanto em dentes deciduos quanto em dentes
permanentes.

As células com maior expressao nos dentes deciduos foram as células dendriticas
plasmocitoides, enquanto que nos dentes permanentes foram os Linfocitos T.

As células mais prevalentes nos cistos radiculares em dentes deciduos foram as
células dendriticas plasmocitdides maduras e imaturas, linfécitos T e os linfdcitos
B. Por outro lado, nos dentes permanentes as células mais prevalentes foram os
linfocitos T, células dendriticas plasmocitdides imaturas, linfocitos T citotdxicos e
linfocitos B.

A beta-defensina-3 (hBD-3) foi produzida pelo epitélio/capsula, tanto em dentes
deciduos quanto em dentes permanentes. No entanto, nos dentes deciduos essa
expressao ocorreu de maneira semelhante na capsula e no epitélio, enquanto
que nos dentes permanentes houve maior expressao na capsula.

Nos dentes deciduos observou-se maior producdo de hBD-3 nas lesOes
pequenas, em comparacdao as lesdes grandes. Por outro lado, nos dentes
permanentes nao foi observada diferenca na producao de hBD-3 entre lesoes

pequenas e lesdes grandes.
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ANEXO

Anexo A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

S, USP - FACULDADE DE
k'.§i  ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO ann
2% PRETO DA USP - FORP/USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Caracterizag&o e Quantificagéo dos Tipos Celulares da Resposta Inflamatéria e Imune
em Lesdes Periapicais de Dentes Deciduos e Permanentes: Estudo em Humanos

Pesquisador: Amanda Silva Bertasso

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 80253417.6.0000.5419

Institui¢ao Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.905.102

Apresentagéo do Projeto:
A presente notificagdo refere-se & solicitagdo de emenda ao projeto de pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: O objetivo do presente estudo sera identificar e quantificar, por meio da técnica de
imunohistoquimica, macréfagos M1 e M2, linfocitos T (TREGS e T citotoxicos), células NK e células
dendriticas plasmocitoides, em lesdes periapicais de dentes deciduos e permanentes de humanos.
Objetivo Secundario: Sera avaliar por meio de analise histopatolégica as diferengas morfolégicas entre a
les&o periapical de dentes deciduos e permanentes.

AvaliagZo dos Riscos e Beneficios:
Avaliados no momento da submiss&o do projeto de pesquisa ao CEP.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa propde mapear as células inflamatérias na Les8o Periapical de Dentes Deciduos e
Dentes Permanentes e realizar uma comparagdo, se a resposta Imunolégica do Adulto é diferente da
crianga, além das caracteristicas morfolégicas em si da lesdo periapical.

Endereco: Avenida do Café sin® - Bloco K ¢, salak-10

Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-0493 Fax: (16)33154102 E-mail: cep@forp.usp.br
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USP - FACULDADE DE

ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO “§

PRETO DA USP - FORP/USP

Continuagao do Parecer: 4905102

Consideragoes sobre os Termos de apresentag¢ao obrigatoria:

vide item Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Recomendagdes:

vide item Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Emenda aprovada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Emenda aprovada conforme deliberado na 250% Reunido Ordinaria do CEP/FORP de 05/08/2021.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Platafor

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_179329] 22/07/2021 Aceito
do Projeto 9_E2pdf 08:51:53
Outros documento.docx 22/07/2021 |Amanda Silva Aceito
08:51:18 | Bertasso

Recurso Anexado | justificativa.docx 03/11/2019 |Amanda Silva Aceito

pelo Pesquisador 19:05:59 | Bertasso

TCLE / Termos de | tclepara23.pdf 23/11/2017 |Amanda Silva Aceito

Assentimento / 11:35:45 |Bertasso

Justificativa de

| Auséncia

Projeto Detalhado / | projetopara23.pdf 23/11/2017 |Amanda Silva Aceito

Brochura 11:35:31 [Bertasso

Investigador

Folha de Rosto folhaderostopara23.pdf 23/11/2017 |Amanda Silva Aceito
11:35:15 |Bertasso

Cronograma cronogramacep.pdf 21/11/2017 |Amanda Silva Aceito
09:28:59 | Bertasso

Parecer Anterior plataformasimone.pdf 10/11/2017 |Amanda Silva Aceito
13:12:13 | Bertasso

Declaragdo de autorizacaoinfraestruturaaa. pdf 10/11/2017 |Amanda Silva Aceito

Instituicdo e 13:07:11 |Bertasso

| Infraestrutura

Declaragdo de autorizacaoinfraestruturaa. pdf 10/11/2017 |Amanda Silva Aceito

Instituicdo e 13:07.00 |Bertasso

Infraestrutura

Declaragdo de autorizacaoinfraestrutura.pdf 10/11/2017 |Amanda Silva Aceito

Instituicdo e 13:06:48 |Bertasso

Infraestrutura

Enderego: Avenida do Café s/n° - Bloco K ¢, sala k-10

Bairro:  Monte Alegre

CEP:

UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO

Telefone: (16)3315-04%3

Fax: (16)33154102

E-mail: cep@forp.usp.br
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Continuai#o do Parecer. 4.905 102

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
N&o

RIBEIRAO PRETO, 13 de Agosto de 2021

Assinado por:
Simone Cecilio Hallak Regalo
(Coordenador(a))
Enderego: Avenida do Calé sin® - Bloco K ¢ sala k-10
Bairro: Monte Alegre CEP: 14.040-904
UF: SP Municipio: RIBEIRAO PRETO
Telefone: (16)3315-0493 Fax: (16)33154102

E-mail: cep@forp.usp.br
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO
DEPARTAMENTO DE CLINICA INFANTIL - ODONTOPEDIATRIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Resolugdo 466/2012 — Conselho Nacional de Saade)

Nos, Prof. Dr. Paulo Nelson-Filho (orientador e responsavel pelo projeto), Prof. Dr. Jorge
Esquiche Léon (pesquisador) e Pés-Graduanda Amanda Silva Bertasso (Doutoranda do Programa
de Pos-Graduagdo em Odontopediatria) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo, responsaveis pelo projeto convidamos

voceé >
CPF , bem como seu (sua) filho (a) ou quem esteja sobre seus
cuidados , a participar do referido projeto de

pesquisa “Caracteriza¢do e Quantifica¢do dos Tipos Celulares da Resposta Inflamatoria e Imune
em Lesdes Periapicais de Dentes Deciduos e Permanentes: Estudo em Humanos”, que sera
realizado na Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto-USP.

Este termo consta de 2 vias idénticas, que serdo assinadas por todos os pesquisadores e por vocé.
Uma via ficara com vocé e a outra sera arquivada pelo pesquisador. Esta pesquisa tem como
objetivo identificar e quantificar células presentes na lesdo, que esta presente no seu dente ou no
dente do seu (sua) filho (a) que foi extraido.

Vocé e seu (sua) filho (a) ou quem esteja sobre cuidados terdo de comparecer as Clinicas
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo
(FORP/USP), durante o periodo de tratamento. O nosso estudo consiste em coletar o dente com
indicagio de extragdo, para analise.

Esta pesquisa ndo trara nenhum risco adicional para vocé e seu (sua) filho (a), pois consiste
somente na coleta do dente deciduo no ato da extragdo. O dente deve apresentar extensa destruigdo
coronaria, que ndo possibilite tratamento restaurador e ter lesdo periapical visivel
radiograficamente.

O seu (sua) filho (a) ou quem esteja sobre seus cuidados tera como beneficio remover a infecgio,
além disso tera acesso a um laudo feito por um patologista experiente sob a condi¢do do dente do
seu filho que foi extraido. A participagdo do seu (sua) filho (a) ou quem esteja sobre seus cuidados
nesta pesquisa é muito importante, pois os resultados encontrados poderdo trazer beneficios a
ciéncia e assim ajudar outras pessoas.

Nio sera oferecido nenhum tipo de pagamento pela participagdo na pesquisa, mas caso necessario
serdo ressarcidas despesas eventuais como transporte e alimentagdo para o comparecimento na
FORP. Todo o atendimento ao seu (sua) filho (a) ou quem esteja sobre seus cuidados sera gratuito.
A identidade do seu (sua) filho (a) ou quem esteja sobre seus cuidados sera mantida em sigilo. As
divulgagdes dos resultados das pesquisas serdo publicadas em revistas cientificas e tera, por parte
de nos, pesquisadores, a garantia do sigilo (segredo), garantindo a sua privacidade.

Vocé tera total liberdade para pedir maiores esclarecimentos antes e durante o
desenvolvimento da pesquisa. Se tiver alguma duvida podera ligar para a pesquisadora para pedir
qualquer informagdo (Amanda Silva Bertasso cel: 16 988568454 — Avenida do Café S/N —
Departamento de Clinica Infantil — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto). Suas
reclamagdes e/ou insatisfagdes relacionadas a sua participagdo na pesquisa poderdo também ser
comunicadas por escrito a secretaria do CEP/FORP/USP (16) 3315-0493 - horario de atendimento
das 8h as 12h, de segunda a sexta-feira, devendo conter seu nome que sera mantido em sigilo. A
participagdo de vocés ndo é obrigatoria, e vocés poderdo desistir a qualquer momento, retirando
sua autorizagdo por meio de documento escrito. Caso ndo queira participar ou decida sair da
pesquisa em momento posterior, ndo havera nenhum prejuizo ao seu (sua) filho (a) ou quem esteja
sobre seus cuidados, bem como em seu relacionamento com o pesquisador ou com a Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto — USP.

Vocé podera conversar com outras pessoas, se julgar necessario, antes de decidir se ira
participar desta pesquisa.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO
DEPARTAMENTO DE CLINICA INFANTIL - ODONTOPEDIATRIA

Eu , portador do
RG , residente a 5
nimero , na cidade de no Estado , Telefone

, declaro que li, compreendi e concordo com o presente Termo. Por isso
assino este documento de livre e espontanea vontade.

Ribeirdo Preto, de de 20 :

Assinatura do responsavel direto pelo participante de pesquisa

Amanda Silva Bertasso Prof. Dr. Jorge Esquiche Léon Prof. Dr. Paulo Nelson Filho
CPF: 400.928.2 98-30 CPF: 228.617.908-57 CPF: 156.200.398-4
Pesquisadora Pesquisador Pesquisador Responsivel
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Apéndice B - Termo de Assentimento

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE CLINICA INFANTIL — ODONTOPEDIATRIA

TERMO DE ASSENTIMENTO

Vocé, esta sendo convidado (a) a
participar do projeto de pesquisa “Caracteriza¢do e Quantificag@o dos Tipos Celulares da Resposta Inflamatoria
e Imune em Lesdes Periapicais de Dentes Deciduos e Permanentes: Estudo em Humanos™. Participam deste
projeto, Prof. Dr. Paulo Nelson-Filho (orientador e responsavel), Prof. Dr. Jorge Esquiche Léon (pesquisador) e
Amanda Silva Bertasso (P6s-Graduanda do Programa de Pos-Graduagio em Odontopediatria) da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FORP/USP). Este documento tem duas vias
idénticas (folhas iguais), que serdo assinadas pelo seu responsavel legal e por mim. Uma via (folha) ficara com
vocé e a outra sera guardada por mim. Esta pesquisa tem a finalidade de identificar e quantificar células
presentes na lesdo presente no seu dente que foi extraido.

Vocé e o seu responsavel (pai, mae ou cuidador) terdo que doar o dente extraido para pesquisa. Se vocé
quiser participar deste projeto de pesquisa, seu responsavel também tera que concordar. Porém se vocé ndo
quiser, mesmo que seu responsavel concorde, vocé podera falar que ndo quer. Vocé pode conversar com seu
responsavel antes de decidir se quer ou ndo participar. Pode ter algumas palavras que vocé ndo entenda ou
coisas que vocé quer que eu explique mais, porque vocé ficou interessado ou preocupado. Por favor, peca que
eu pare, a qualquer momento, e explique novamente. Ninguém ficara bravo com vocé se vocé disser ndo; a
escolha ¢ sua.

Esta pesquisa consiste na doagdo do dente extraido para analise. A sua participagdo ¢ muito importante,
pois os resultados encontrados poderdo trazer varios beneficios a ciéncia e ajudar outras pessoas. O seu nome
bem como e o do seu responsavel serdo mantidos em segredo, mas participando da pesquisa vocé autoriza que
os resultados obtidos seja divulgados e publicados em revistas cientificas e terd, por parte dos pesquisadores, a
garantia do sigilo (segredo). Nos garantimos sigilo (segredo) e sua privacidade na hora da publicagéo.

Se tiver alguma divida podera ligar para o pesquisador para pedir qualquer informagdo (Amanda Silva
Bertasso, cel: 16 988568454 — Avenida do Café S/N — Departamento de Clinica Infantil — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto. Suas reclamagdes e/ou insatisfagdes relacionadas a sua participagdo na pesquisa
poderdo ser comunicadas também por escrito a secretaria do CEP/FORP/USP (16- 3315-0493 - Horario de
atendimento das 8h as 12h, de segunda a sexta-feira), devendo conter seu nome que sera mantido em sigilo.

Ribeirdo Preto, de de 20 s
Nome do responsavel legal:
Assinatura ¢ CPF:

Nome da crianga ou adolescente:

Amanda Silva Bertasso
CPF:400.928.298-30



