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RESUMO

O fator de necrose tumoral-alfa € uma citocina pré-inflamatdria relacionada a destruicao dssea
de algumas doencas inflamatdrias. Quando se liga aos seus receptores TNFR1 e TNFR2, possui
fungdes distintas de inflamagao e apoptose celular ou controle da inflamacdao e hemostasia,
respectivamente. Dessa maneira, o objetivo geral deste estudo foi investigar o papel do TNF-
a na inflamacao, no desenvolvimento da lesdo periapical e no reparo pulpar utilizando como
modelo experimental camundongos geneticamente deficientes do receptor-1 do mediador
(TNFRSF1- Knockout) comparativamente a animais selvagens (C57BL6 — Wild-Type). Para o
estudo da lesao periapical foram utilizados cem camundongos, 50 animais Knockout e 50
animais Wild-type. Apos anestesia o tecido pulpar foi exposto ao ambiente bucal para
contaminagao microbiana por 7, 14, 28 e 42 dias. No reparo pulpar, quarenta camundongos
foram utilizados, 20 animais knockout e 20 animais Wild-Type. Apds a anestesia foi realizado
uma exposicao pulpar e posteriormente a protecao pulpar direta com MTA e acompanhado
por 7 e 70 dias. ApOs a eutanasia dos animais, os blocos contendo dente e osso foram
utilizados para avaliacdo  microtomografica,  histopatoldgica,  histomorfométrica,
histomicrobioldgica, nimero de osteoclastos, RT-PCR e imunohistoquimica. A lesdao periapical
foi caracterizada pelo amplo espacamento do ligamento periodontal e recrutamento de células
inflamatdrias. A auséncia do TNFR1 conteve a formacao da lesao periapical no periodo de 42
dias (p<0,05). O nimero de neutrdfilos foi menor aos 14, 28 e 42 dias nos animais Knockout
(p<0,05). A ablacao do TNFR1 resultou na menor formagao de osteoclastos aos 14 e 42 dias
(p<0,05), menor expressao de Rank/ (p<0,0001) e a expressao de Opg foi reduzida aos 28
dias (p<0,0001). A razdo Ranki| Opg foi favoravel a reabsorcao aos 7 e 42 dias nos Wild-Type
(p<0,0001). Na falta do TNFR1 a expressao de RNAm para 7nf-a se mostrou menor aos 7 e
28 dias (p<0,0001), em consonancia, a expressao de Mmp9, CtsK e Ptsg2 foi menor aos 7
(p<0,0001). A neoformacao de tecido mineralizado foi limitada nos animais knockout aos 70
dias (p<0,0001). Os animais Knockout desenvolveram necrose pulpar e lesao periapical aos
70 dias (p<0,0001), além de, maior recrutamento de neutrdfilos (p=0,0003). A falta do TNFR1
ocasionou menor marcagao para o TNF-a aos 7 e 70 dias (p<0,05), consequentemente, menor
sintese dos marcadores de mineralizagdo DSP (p=0,0003) e OPN (p=0,0289). A auséncia da
ligagao do TNF-a/TNFR1 conteve o desenvolvimento da lesao periapical e diminuiu a expressao
de genes relacionados ao catabolismo 6sseo desde os periodos iniciais da lesao periapical. No
reparo pulpar, a falta do TNFR1 limitou a formacgao de tecido mineralizado, se mostrou com
um maior processo inflamatdrio do tecido pulpar que gerou necrose pulpar e desenvolvimento
da lesao periapical.

Palavras-chave: Fator de necrose tumoral, TNFR1, Periodontite Periapical, Inflamacao,
Protegao Pulpar Direta.
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ABSTRACT

Tumor necrosis factor-alpha is a pro-inflammatory cytokine related to bone destruction of
some inflammatory diseases. When it binds to its TNFR1 and TNFR2 receptors, it has distinct
functions of cell inflammation and apoptosis or inflammation control and hemostasis,
respectively. Thus, the general objective of this study was to investigate the role of TNF-a in
inflammation, in the development of periapical lesion and in pulpal repair using mice
genetically deficient in mediator receptor-1 (TNFRSF1- Knockout) as an experimental model
compared to wild animals. (C57BL6 — Wild-Type). For the study of the periapical lesion, one
hundred mice, 50 Knockout animals and 50 Wild-type animals were used. After anesthesia,
the pulp tissue was exposed to the oral environment for microbial contamination for 7, 14, 28
and 42 days. For pulp repair, forty mice were used, 20 knockout animals and 20 wild-type
animals. After anesthesia, pulp exposure was performed and later direct pulp protection with
MTA was performed and followed up for 7 and 70 days. After the euthanasia of the animals,
the blocks containing tooth and bone were used for microtomographic, histopathological,
histomorphometric, histomicrobiological evaluation, number of osteoclasts, RT-PCR and
immunohistochemistry. The periapical lesion was characterized by wide spacing of the
periodontal ligament and recruitment of inflammatory cells. The absence of TNFR1 contained
periapical lesion formation within 42 days (p<0.05). The number of neutrophils was lower at
14, 28 and 42 days in Knockout animals (p<0.05). TNFR1 ablation resulted in lower osteoclast
formation at 14 and 42 days (p<0.05), lower Rankl expression (p<0.0001) and Opg expression
was reduced at 28 days (p<0.0001). The RANKL/OPG ratio was favorable to reabsorption at 7
and 42 days in Wild-Type (p<0.0001). In the absence of TNFR1, the expression of mRNA for
Tnf-a was lower at 7 and 28 days (p<0.0001), accordingly, the expression of Mmp9, CtsK and
Ptsg2 was lower at 7 (p<0.0001). The neoformation of mineralized tissue was limited in
knockout animals at 70 days (p<0.0001). Knockout animals developed pulpal necrosis and
periapical lesion at 70 days (p<0.0001), in addition to greater recruitment of neutrophils
(p=0.0003). The lack of TNFR1 led to lower marking for TNF-a at 7 and 70 days (p<0.05),
consequently, lower synthesis of mineralization markers DSP (p=0.0003) and OPN (p=0.0289).
The absence of TNF-a/TNFR1 binding contained the development of the periapical lesion and
decreased the expression of genes related to bone catabolism from the early stages of the
periapical lesion. In the pulp repair, the lack of TNFR1 limited the formation of mineralized
tissue, it was shown with a greater inflammatory process of the pulp tissue that generated
pulp necrosis and development of the periapical lesion.

Keywords: Tumor Necrosis Factors, TNFR1, Periapical Periodontitis, Inflammation, Dental
Pulp Capping
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1. INTRODUCAO

A polpa dentaria é um tecido de origem mesenquimal oriundo da crista neural que
esta localizada no interior da cdmara pulpar e no canal radicular (Shah et al., 2020; Galler et
al., 2021). E composta por tecido conjuntivo frouxo com células pulpares (Odontoblastos,
fibroblastos e células de defesa — macroéfagos, histidcitos, células dendriticas e linfocitos T,
células de Schwann e células vasculares / perivasculares), fibras de colageno, matriz
extracelular, nervos e vasos sanguineos e apresenta capacidade de defesa frente a injurias
microbianas, quimicas, fisicas, mecanicas ou térmicas que afetam o tecido pulpar (Paula-Silva
et al., 2009a; Cooper et al., 2014; Goldberg e Hirata, 2017; Shah et al., 2020; Galler et al.,
2021). A resposta pulpar ira depender da duracao, intensidade e profundidade da penetragao
bacteriana, podendo iniciar o processo de reparo com uma reacao inflamatoria (Shah et al.,
2020).

O processo de neoformacdo dentinaria é coordenado primariamente pelos
odontoblastos, células que apresentam como funcdo primaria a deposicao de tecido
mineralizado. Estas células representam estruturas sensoriais importantes do tecido pulpar, ao
detectar a agressao para, em seguida, sinaliza de modo paracrino o inicio da resposta imune
(Couve e Osorio, 2013; Bleicher, 2014; Cooper et al.,, 2014). Em quadros pulpares
inflamatorios mais intensos, a deposicao de dentina reacional pelos odontoblastos pode ser
cessada e a neoformacdo dentindria passa ser realizada por células-tronco que migram do
interior da polpa dental para a extremidade (Bleicher, 2014; Cooper et al., 2014). Por meio da
modificacdo do micro-ambiente, estas células tém seu comportamento e potencial de
diferenciacao afetados. Diante da necrose e/ou apoptose de odontoblastos, as células
mesenquimais indiferenciadas sdo capazes de sofrer diferenciacdo em células semelhantes a
odontoblastos, as quais passam a secretar matriz dentinaria sob a forma de dentina reparadora
(Chmilewsky et al., 2014; Emilia e Neelakantan, 2015; Xu et al., 2018).

Durante a resposta imunoinflamatéria do tecido pulpar ocorre também o
recrutamento de células de defesa de origem hematopoiética. As células de defesa atravessam
a barreira endotelial e atingem o local da injuria tecidual com o intuito de eliminar o agente
agressor e propiciar um ambiente adequado para o restabelecimento da homeostase (Farges,
2013; Goldberg e Hirata, 2017). De modo geral, o processo de reparo ocorre por meio do
adequado suprimento sanguineo e de células inflamatdrias finamente coordenadas por
citocinas, fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular e outras moléculas
biologicamente ativas (Paula-Silva et al., 2009a; Bleicher, 2014; Bakhtiar et al., 2018;
Goldberg, 2018; Giraud et al., 2019).



Introdugdo | 17

Um aspecto interessante e peculiar as células mesenquimais indiferenciadas (células-
tronco) da polpa dentaria e da regidao periapical é a sua plasticidade, uma vez que apresentam
capacidade de autorrenovacao, diferenciagao, multilinhagem e producdao de estruturas
mineralizadas, além de propriedades antiinflamatdrias e imunorregulatdrias (Aradjo-Pires et
al., 2014a; Li et al., 2014; Ding et al., 2015; Mezey e Nemeth et al., 2015). Dessa forma, o
tecido pulpar se revela um ambiente com ampla capacidade de reparo, especialmente por
apresentar células progenitoras e sintese de moléculas sinalizadoras pro-reparo tecidual,
mesmo em sitios inflamados (Gronthos et al., 2000; Chmilewsky et al., 2014).

Todavia, quando a capacidade de defesa da polpa dentaria é vencida e ocorre a
necrose tecidual, o canal radicular se torna contaminado por micro-organismos advindos da
cavidade bucal, resultando no desenvolvimento da lesdo periapical. A lesdo periapical
representa uma resposta imunoinflamatdria localizada contra os micro-organismos advindos
do interior dos canais radiculares (Stashenko et al., 1991; Stashenko, Teles e D'Souza, 1998;
Nair, 1997; Nair, 2004; Marton e Kiss, 2014). E definida como inflamacdo e destruicio do
periodonto apical proveniente do tecido pulpar, clinicamente se observa como uma area
radiolicida no apice radicular sendo assintomatico (American Association of Endodontists,
2020). Essa lesao é caracterizada pela presenca de um infiltrado inflamatdrio misto, composto
por neutrofilos, macrdéfagos, células dendriticas, linfocitos e plasmdcitos, dependendo do
estagio da doenga (Kabak et al., 2005; Paula-Silva et al., 2009b; Braz-Silva et al., 2019;
Figueredo et al., 2018; Weber et al., 2018). A resposta inflamatdria ndo-controlada na regiao
periapical leva a reabsorgao de tecidos mineralizados ao redor do dente (Paula-Silva et al.,
2010a; Marton e Kiss, 2014).

A reabsorcdo dssea se inicia com a osteoclastogénese, um processo que envolve a
proliferagdo de células precursoras de osteoclastos advindas de mondcitos da linhagem
hematopoiética, seguido pela diferenciagdo e maturacdo celular. Os osteoclastos ativos
produzem enzimas proteoliticas e prétons que levam a degradacao da matriz organica
colagénica e solubilizacdo do contetido inorganico do tecido ésseo (Gallagher, 2008; Paula-
Silva et al., 2009c; Paula-Silva et al., 2010a; Boyce, 2013). Esse processo é controlado pelo
receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK), pelo seu ligante (RANKL) e pela
osteoprotegerina (OPG), membros da superfamilia do fator de necrose tumoral. Sucintamente,
o receptor RANK é expresso na superficie dos osteoclastos e seus precursores e células
dendriticas (Lener, 2004; Boyce, 2013). O mediador soltvel RANKL, que ativa os osteoclastos,
¢ sintetizado por osteoblastos, células do sistema imune e células endoteliais (Leibbrandt e

Penninger, 2008). A OPG é um receptor sollvel que se liga ao RANKL e impede sua ligacdo ao
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receptor RANK, inibindo a diferenciacao e a atividade de osteoclastos (Belibasakis et al., 2013;
Kang et al., 2014).

Tanto durante a resposta inflamatoria pulpar, como durante o desenvolvimento da
lesdo periapical, diversos mediadores bioquimicos sdo liberados localmente com o objetivo de
estimular a resposta imune inata e adaptativa (Cotti et al., 2014; Rechenberg et al., 2016;
Hirsch et al., 2017). Trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, demonstraram que
duas vias de metabolismo do acido araquidonico, ciclo-oxigenase e lipoxigenase, estao
envolvidas na perda 6ssea (Paula-Silva et al., 2016; Ribeiro-Santos et al., 2019; Ribeiro-Santos
et al., 2021; Lorencetti-Silva et al., 2022). Entretanto, as tentativas no sentido de controlar a
reabsorcdo utilizando medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroidais ndo mostrou bons
resultados (Petean et al., 2021). Por outro lado, Paula-Silva et al., (2009a) demonstraram /n
vitro que o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) induz um fenédtipo odontoblastico em células
indiferenciadas da polpa dentaria e posterior mineralizagdao. Assim, neste estudo o foco sera o
TNF-a, uma citocina que é supra-regulada tanto durante a inflamagao do tecido pulpar como
na lesdo periapical (Kawashima e Stashenko, 1999; Prso et al., 2007; Garlet et al., 2012;
Araljo-Pires et al., 2014b; Rechenberg et al., 2016; Hirsch et al., 2017; Nokolic et al., 2019).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatdria associada a perda éssea em uma variedade
de doengas inflamatdrias, além de estimular prostaglandinas e sintese de protease por diversos
tipos celulares incluindo fibroblastos e osteoblastos (Pezelj-Ribaric et al., 2007; Xu et al.,
2018). Esta citocina € um mediador solivel e sintetizado por macréfagos e outros tipos
celulares imunocompetentes, seu papel € regular e coordenar alguns processos celulares que
estao relacionado a resposta imune durante uma infecgao (Idriss e Naismith, 2000; Prso et
al., 2007). Além de ativar os leucdcitos como linfécitos T e B, macrofagos e células NK, outros
efeitos bioldgicos podem ser coordenados pelo TNF-a como inducdo de febre, regulacdo do
sono, liberagao de proteinas na fase aguda, citocinas e quimiocinas e ativacdao de células
endoteliais (Kawashima e Stashenko, 1999; Prso et al., 2007). Os seus receptores de
membrana sao o TNFR1 ou P-55 / TNFR2 ou P-75 (Idriss e Naismith, 2000; Tacchini-Cottier
et al., 1998). A maior parte dos efeitos antimicrobianos e pré-inflamatorios do TNF- a é
mediada pelo receptor 1 (p55; TNFRSF1) (Peschon et al., 1998).

A citocina TNF-a foi descrita pela primeira vez por Carswell et al., 1975, ao qual,
observou uma proteina capaz de ocasionar uma rapida diminuicdo em células necréticas de
tumores, que foi denominado “Fator de Necrose Tumoral”. Seu isolamento e caracterizacao
foi realizado somente em 1984 (Holbrook et al., 2019). Este nome é abrangente aos dois tipos
existentes de TNF, o TNF-a e a linfotoxina ou denominado TNF-B (Idriss e Naismith, 2000).

Esta presente na forma sollvel e transmembrana, ao qual, o TNF transmembrana é a forma
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inicial com 233 aminoacidos e necessita de uma enzima conversora de TNF (TACE) para
ocasionar a liberacao ao meio solivel, composto por 157 aminoacidos (Holbrook et al., 2019;
Jang et al., 2021). Quando se liga aos seus receptores TNFR1 (TNFRSF1A, CD120a e p55) e
TNFR2 (TNFRSF1B, CD120b e p75) participa de diversos processos bioldgicos (Jang et al.,
2021). O TNF transmembrana se liga principalmente no TNFR2, sendo que, possui uma
capacidade de produzir respostas mais potentes do que o TNF soltvel (Holbrook et al., 2019).
Estudos prévios demonstram a presenca desta citocina em diversas respostas inflamatdrias e
na lesao periapical (Kawashima e Stashenko, 1999; Prso et al., 2007; Garlet et al., 2012;
Araujo-Pires et al., 2014b; Nikolic et al., 2019), e também em estudos /n vitro promovem um
fendtipo de mineralizacao, favorecendo a proliferacao, migracao e diferenciacao de células
mesenquimais (Paula-Silva et al., 2009a; El Karim et al., 2015; Shi et al., 2017, Xu et al., 2018;
Zhang et al., 2018). Sendo assim, decidimos avaliar in vivo os efeitos da auséncia do eixo TNF-

a via TNFR1 no processo de lesdo periapical e no reparo pulpar.



2. CAPiTULO 1
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2. CAPiTULO 1

A Auséncia do TNFR1 Impede a Resposta Inflamatoria Inicial e o Desenvolvimento

da Lesao Periapical In Vivo

A lesdo periapical é caracterizada por uma resposta imunoinflamatdria delimitada
contra 0s micro-organismos provenientes do interior dos canais radiculares, que por sua vez,
podem em casos mais severos ocasionar a destruicdo de tecidos mineralizados ao redor do
dente (Stashenko et al., 1991; Stashenko, Teles e D'Souza, 1998; Marton e Kiss, 2014;
American Association of Endodontists, 2020; Paula-Silva et al., 2020a; Galler et al., 2021).
Essa lesdo é caracterizada pela presenga de um infiltrado inflamatério misto, composto por
neutrofilos, macrdfagos, células dendriticas, linfécitos e plasmdcitos, dependendo do estagio
da doenca (Paula-Silva et al., 2009b; Braz-Silva et al., 2019; Figueredo et al., 2018; Weber et
al., 2018). O recrutamento dessas células inflamatdrias se inicia através da liberagao de
quimiocinas e citocinas como as Interleucinas e Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)
(Rechenberg et al., 2016; Hirsch et al., 2017; Paula-Silva et al., 2020a). A prevaléncia global
da lesao periapical realizada em uma meta-analise foi de 52% (Tiburcio-Machado et al., 2021),
e na literatura pode variar entre 16% a 86% com lesdao periapical em ao menos 1 dente
(Tiburcio-Machado et al., 2021; Al-Zahrani et al., 2017; Skudutyte-Rysstad e Eriksen, 2006).

O processo de reabsorcao ossea € derivado da osteoclastogénese, que é controlado
pelo sistema RANK, RANKL e OPG, membros da superfamilia do TNF (Paula-Silva et al., 2010a;
Boyce, 2013; Petean et al.,, 2021). Foi constatado que durante o processo da
osteoclastogénese ha um sinergismo entre o RANKL e o TNF-q, ao qual, o TNF-a pode atuar
como um possivel indutor na diferenciacdo de osteoclastos. Resumidamente este processo
ocorre em trés etapas: a primeira etapa ocorre 0 comprometimento celular com o fenétipo
osteoclastico depois do contato ao RANKL, na segunda etapa, essas células serdo expostas a
agentes bacterianos resultando na liberagao de citocinas e na terceira etapa o desfecho em
que o TNF-a induza a osteoclastogénese de maneira autdcrina/paracrina independente do
RANKL (AlQranei e Chellaiah, 2020). Na segunda etapa estudos em camundongos relatam que
a lesdo periapical pode ser induzida por Lipopolissacarideos (LPS) ou bactérias da propria
cavidade bucal (Ribeiro-Santos et al., 2019; Paula-Silva et al., 2020b).

O TNF-a é uma importante citocina pro-inflamatéria que esta envolvida no processo
de perda 6ssea (Xu et al., 2018). E sintetizado por macréfagos e outros tipos celulares
imunocompetentes, e seu papel é regular e coordenar alguns processos celulares que estao

relacionados a resposta imune durante uma inflamacao (Gamrot et al., 2021). Possui dois tipos



Capitulo 1 | 22

de receptores principais que sao o TNFR1 ou P-55 e TNFR2 ou P-75 (Tacchini-Cottier et al.,
1998; Gamrot et al., 2021). O TNFR1 é expresso em quase todas as células existentes e possui
sua forma trimétrica antes da estimulacdo pelo TNF-a. De acordo com a via em que
desencadeia, promove diferentes respostas celulares como sinais citotdxicos, respostas
inflamatdrias, regulacao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e outros receptores,
além de induzir migracdo de neutrdfilos (Kitaura et al., 2022). Estudos relatam que este
receptor possui @ maior parte dos efeitos antimicrobianos e pré-inflamatorios do TNF-a, além
da resposta imune para combater a infecgao (Zhang; Wanga e Zhao, 2020; Kitaura et al.,
2022).

A expressdao de TNFR2 é limitada comparado a expressdao do TNFR1, que é
encontrado em todas as regides. O TNFR2 esta presente em células endoteliais, células-tronco
mesenquimais e células imunes, como macrofagos, mondcitos, células T, células B, células NK
e células neurais (Yang et al., 2018; Beldi et al., 2020; Shamdani et al., 2020; Kitaura et al.,
2022). Seus efeitos ao contrario do TNFR1, estdo envolvidos com proliferacao, ativagao e
sobrevivéncia celular, induz apoptose e pode aumentar a morte celular mediado pelo TNFR1
(Kitaura et al., 2022).

E interessante ressaltar que alguns estudos citam o importante papel do TNFR1 no
combate a infecgdes bacterianas e virais enquanto que o TNFR2 esta envolvido na resposta
de infeccOes virais (Wroblewski et al., 2016; Chen et al., 2016). No tecido ésseo, o TNF- a foi
identificado em lesdes periapicais experimentais € em humanos, principalmente naquelas
lesbes que se apresentam mais ativas, com maior expressao de RANKL (Kawashima e
Stashenko, 1999; Prso et al., 2007; Garlet et al., 2012; Araujo-Pires et al., 2014b; Nikolic et
al., 2019). Embora o papel do TNF-a na lesao periapical tenha sido descrito anteriormente
(Safavi e Rossomando, 1991; Salles et al., 2017; Castro et al., 2023), o papel da ativacao do
receptor foi pouco explorado. Recentemente, o receptor TNFR1 demonstrou mediar a
reabsorcao dentaria e dssea na infeccao endodontica (Carvalho et al., 2022), no entanto, os
mediadores celulares e moleculares envolvidos neste processo ainda nao foram investigados.

Sendo assim, como a lesdo periapical é bastante prevalente na populacdo, o
mecanismo que esta associado a doenca ainda é discutido pela comunidade cientifica e o0 TNF-
a pode estar associado ao processo inflamatdrio e de reabsorgao dssea das lesdes periapicais,
decidimos estudar o papel desta citocina na resposta inflamatéria na auséncia do TNFR1, visto
que, quando se inibe o receptor 1 podemos preservar a funcao reguladora do TNFR2

minimizando os efeitos colaterais que podem estar associados ao TNF-a.
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2.1 PROPOSICAO

2.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi investigar o papel do TNF-a na inflamagao e

no desenvolvimento da lesao periapical, utilizando como modelo experimental camundongos

geneticamente deficientes do receptor-1 do mediador (TNFRSF1) comparativamente a animais
selvagens (C57BL6).

2.1.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Mensurar a area correspondente a lesao periapical por meio de microtomografia
computadorizada e microscopia de fluorescéncia, apods a inducdao da formagao da lesao
periapical;

Investigar o grau de inflamacgao dos tecidos por meio da quantificagao de neutrdfilos em
microscopia optica na lesao periapical;

Marcar e Quantificar os osteoclastos nas superficies 6sseas por Meio de Histoenzimologia
para Atividade da Enzima Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP) na lesdo
periapical;

Avaliar a expressao génica por RT-PCR e protéica por Imunohistoquimica para mediadores
de TNF-a, RANK, RANKL, OPG, MMP9, Catepsina K, Ciclo-oxigenase-2, que estao
envolvidos no processo do desenvolvimento da lesao periapical;

Classificar a contaminagao microbiana no tecido pulpar e periapical através de analise

microscdpica na lesdo periapical por meio de Brown e Brenn modificado.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais

Inicialmente, o projeto foi submetido a apreciacao e aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo (FORP/USP) (Processo n°® 2019.1.139.58.0) (Anexo A) e pela Comissao Interna de
Biosseguranga da Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(FORP/USP) (Projeto n° 0040/98.004-01.06/2020) (Anexo B). Os procedimentos realizados
nos animais foram guiados pelas diretrizes éticas da Comiss3o de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Sao Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, e baseados no guia ARRIVE para
estudos em animais (Percie du Sert et al., 2020) e de acordo com o Preferred Reporting Items
for Animal Studlies in Endodontology - PRIASE 2021 (Nagendrababu et al., 2021).

O delineamento experimental seguiu o estudo de Collignon et al., (2017). Sendo
assim, cem camundongos machos (Mus musculus), cinquenta C57BL/6 (Wild-Type)
provenientes do Biotério Central da USP Campus de Ribeirdao Preto e cinquenta camundongos
geneticamente deficientes (Knockout) para o receptor-1 de TNF-a (p55; 6-7nfrsfiatm1 | mx)
obtidos do Jackson Immuno Research Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA) e fornecidos pelo
Centro de Criacdo de Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP, com idade entre seis a oito semanas, pesando de 16 a 23 gramas foram utilizados para
0 experimento. Os animais foram mantidos no Biotério I da FORP-USP, alocados em gaiolas
de polipropileno e tampas de aco inoxidavel perfurado, de 15 x 20 cm (5 animais por gaiola),
forradas com maravalha, em temperatura de 22°C e umidade relativa do ar (55 + 10%)
constantes, em um ciclo de claro-escuro de 12:12 horas, durante todo o periodo experimental,
com dieta padrao de laboratério e livre acesso a agua filtrada. Apds a inducdo da lesao
periapical, foram realizadas as anadlises histopatoldgicas, histomorfométricas,
histomicrobioldgicas, histoenzimonoldgicas, de expressdao génica por meio de RT-PCR e

imunohistoquimica (Figura 1).
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Figura 1 - Fluxograma representativo da divisdo e quantidade dos animais utilizados dos grupos Wild-Type e
Knockout, e os tipos de analises que foram realizadas. ILP = Indugdo da lesdo periapical
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2.2.2 Inducgdo da Lesao Periapical

Os animais foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina 10% (150 mg kg; Quimica
Farmacéutica Nacional Union Agener S / A, Embu-Guacu, SP, Brasil) e xilazina 2% (7,5 mg kg;
Dopaser, Labs Calier S / A, Barcelona, Espanha), diluidos em soro fisioldgico a 0,9% (1 ml de
Ketamina + 0,3 ml de Xilazina + 4,6 ml de soro fisioldgico) por via intramuscular na coxa
traseira, complementado com sedacdo inalatéria com Isofluorano a 1% (Isoforine, Cristalia
Produtos Quimicos Farmaceuticos Ltda., S3o Paulo, SP, Brasil). Os camundongos Wild-Type e
Knockout foram colocados em uma mesa cirdrgica com um dispositivo para retracao
mandibular, permitindo a imobilizagdo dos animais e a manutencdao da boca aberta, para
acesso aos primeiros molares inferiores e superiores (Figura 2A). Do lado direito, foi induzida
lesdo periapical (n=10 por grupo) enquanto o lado esquerdo o dente permaneceu higido (n=5
por grupo). Os canais radiculares foram acessados através da abertura coronaria pela face
oclusal (Classe I) utilizando uma broca carbide Y2 de haste curta (KG Sorensen Ind. Com.
Ltda., Barueri, SP) de alta rotacao (Figuras 2B e 2C), e posteriormente os canais radiculares
foram localizados com uma lima tipo K 06 mm (Les Fils d ‘Auguste Maillefer S / A, Ballaigues,
Suica) e o tecido pulpar foi parcialmente removido (Figura 2D). Os canais radiculares
permaneceram abertos para contaminagao microbiana da cavidade bucal, conforme descrito
anteriormente (Paula-Silva et al., 2016; Paula-Silva et al., 2020b; Lorencetti-Silva et al., 2022),
nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias. A anestesia foi mantida durante todos os procedimentos
operatdrios e os animais foram acompanhados por um médico veterinario durante todo o
periodo experimental. Apds os periodos experimentais os animais foram anestesiados e

eutanasiados na camara de CO..
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Figura 2 - Fotos representativas do experimento de indugdo da lesdao periapical em camundongos. Camundongo
posicionado na mesa cirirgica de retragdo mandibular (A). Abertura coronaria, acesso ao tecido pulpar (B).
Cavidade de classe I e exposicao do tecido pulpar (C). Insercdo de uma Lima tipo K de 6 mm para remogdo do
tecido pulpar (D).

2.2.3 Processamento histotécnico das amostras

Apods a anestesia e eutanasia em camara de CO,, oitenta mandibulas, sendo 40 dos
animais geneticamente deficientes (Knockout) para o receptor-1 de TNF- a (p55; 6-
Tnfrsflatml | mx) e 40 dos animais da linhagem C57BL/6 (Wild-type) foram dissecadas e
removidas com tesoura cirlrgica. Os blocos contendo dentes e ossos foram fixados em
formalina tamponada a 10% por 24 h em temperatura ambiente e em seguida, lavadas por
aproximadamente 4 horas em Aagua corrente. A desmineralizacdao foi feita em acido
etilenodiaminotetracético a 5% (EDTA; pH 7,4; Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), por aproximadamente 30 dias. O grau de desmineralizagdo das estruturas
mineralizadas foi testado por meio da penetragao de uma agulha nos tecidos, para verificagao
da sua consisténcia. Apos a desmineralizacdo, as pegas foram submetidas a técnica histoldgica
de rotina, sendo lavadas em agua corrente por 4 horas, desidratadas em concentracdes
crescentes de alcool (70%, 80% e 95% por 45 minutos cada; 3 trocas de 100% por 45 minutos
cada), diafanizadas em xilol (alcool/xilol por 30 minutos e 3 banhos de 40 minutos de xilol) e
incluidas em parafina I por 2 horas e parafina II por 2 horas. Os blocos foram seccionados
longitudinalmente em microtomo HYRAX M60 (Carl Zeiss microlmaging GmbH, Jena,
Alemanha), na direcdo vestibulo-lingual, para obter amostras com espessura de 5 ym. Por
amostra, foram obtidos de 10 a 15 laminas, com 3 cortes em cada lamina. Inicialmente as
laminas obtidas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliacdo histopatoldgica
e histomorfométrica (Figura 3), posteriormente por histoenzimologia para detectar a atividade
da enzima fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) para identificacao de osteoclastos,

pelo método de Brown & Brenn modificado para identificacdo de bactérias Gram-positivas e
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Gram-negativas e por imunohistoquimica para confirmacao do infiltrado inflamatorio,

identificacdo de marcadores da osteoclastogénese.

Figura 3 - Fotomicrografias representativas do 1° molar inferior esquerdo higido em HE (A) e Fluorescéncia (B),
a polpa e os canais radiculares mesial e distal apresentam-se amplos, com espessura de dentina uniforme até a
regido apical. Amplificacdo 4x (escala: 200 pum)

2.2.3.1 Avaliagdo Histopatologica e Histomorfométrica da Lesdo Periapical

Cortes histolégicos corados por Hematoxilina e Eosina (HE) foram avaliados,
qualitativamente, usando microscopia de luz convencional (Zeiss Axio Imager; Carl Zeiss AG
Light Microscopy, G € ottingen, Alemanha) e a lesdao periapical foi medida para analise
quantitativa, de acordo com pardmetros descritos anteriormente (De Rossi et al., 2008, Paula-
Silva et al., 2009c; Petean et al., 2021). Para analise morfométrica da area de lesao periapical,
videomicroscopia foi usada com Zeiss Axio Imager (Upright microscope, Carl Zeiss AG Light
Microscopy), com ampliacdo de 10x. O microscopio foi operado em modo de fluorescéncia
(excitacdo em 450-490 nm, espelho dicromatico de 510-515 nm) (De Rossi et al., 2008; Paula-
Silva et al., 2009b, Paula-Silva et al., 2009d). Para cada espécime, a area de lesdo periapical
foi delineada e medida em pm? nas secdes que representam o maior diametro da lesdo. O
delineamento da lesao excluiu estruturas intactas (ligamento periodontal, cemento e osso
alveolar) e incluidos areas de reabsorcao e infiltrado inflamatério. Os periodos analisados
foram de 7, 14, 28 e 42 dias.
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2.2.3.2 Recrutamento de Neutrdfilos Polimorfonucleares na Regido Periapical

O numero de neutrdfilos foi contado utilizando laminas coradas por HE em
microscopia de luz convencional, nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias. Foram selecionados trés
campos ao redor do apice radicular, localizados a uma distancia pré-determinada e
posicionados no centro do canal radicular e a 45° a esquerda e a direita do centro do canal
(Paula-Silva et al., 2009d; Paula-Silva et al., 2020b). Os neutrofilos foram identificados de
acordo com sua morfologia caracteristica de células escuramente coradas com nucleos

multilobulados em formato de ferradura.

2.2.3.3 Determinacdo da Presenca de Osteoclastos por Meio de Histoenzimologia para

Atividade da Enzima Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato (TRAP)

Nos periodos de 14 e 42 dias, as secOes de tecido desparafinizado foram incubadas
em uma solugdo contendo 1 mg de naftol AS-MX di-sodio fosfato (Sigma-Aldrich) em 0,1 mL
de N,N-Dimetilformamida seguido pela adicao de 10 mL de uma solucao tampao de 0,2 mol /
L acetato de sddio (pH 5,0) contendo 5 mg de Fast Red ITR (Sigma-Aldrich). Posteriormente,
o substrato tartarato de sodio di-hidratado (50 mmol/L) foi adicionado a solucao e incubado a
37 ° C durante 1 h. Em seguida, as secOes foram lavadas em agua destilada e corado com
hematoxilina. Como controle, as seg¢des foram incubadas com um meio sem substrato
(Carvalho et al., 2022). Analise quantitativa do nimero de osteoclastos que foram positivos
para a enzima TRAP foi realizada levando em consideracao o nimero total de osteoclastos por
um da extensdao do tecido dsseo e superficie radicular em processo de reabsorcao lesdao

periapical.

2.2.3.4 Andlise Histomicrobiologica

Os cortes foram corados pelo método de Brown & Brenn modificado para evidenciacao
de micro-organismos nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias (Engbaek et al., 1979; De Rossi et
al., 2008; Paula-Silva et al., 2010a; Paula-Silva, 2016). Inicialmente foram desparafinizados,
hidratados e imersos em solugao de cristal violeta (Ecibra, Cetus Ind. Com. Prod. Quim. Ltda.,
Sao Paulo) tamponada com bicarbonato de sodio (Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de
Janeiro) a 5% por 30 segundos. A seguir, as laminas foram imersas em solucao de iodo por
10 segundos, lavadas em agua destilada e mergulhadas em solucdo de éter-acetona (1:1),
logo apds, as laminas foram lavadas em agua destilada e imersas em fucsina basica a 0,25
mg / mL (1 minuto), lavadas novamente em agua destilada e posteriormente imersas em acido
picrico aquoso (2:4:4 Trinitrophenol, C6H2(OH)(NO2)3 - May & Baker Ltda., Inglaterra), por

2 minuto. A seguir, foram lavadas novamente em agua destilada e foram mergulhadas em
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acetona p.a. (CH3COCH3, Ecibra) por 15 segundos seguida por imersao rapida em acetona-
xilol (1:1) e montadas em Entellan® (Merck). Os micro-organismos foram observados em
microscopia de luz convencional, com imersao a dleo, no aumento de 100x, efetuando-se a
diferenciacao entre Gram-negativos e Gram-positivos. Com esta coloragao, as bactérias Gram-
positivas sdo coradas em azul e as bactérias Gram-negativas em vermelho. No modelo de
lesdo periapical, as laminas foram avaliadas quanto ao grau de penetragdo das bactérias de
acordo com os escores:

- Escore 0: Auséncia de bactérias;

- Escore 1: Presenca de bactérias no terco cervical do canal radicular;

- Escore 2: Presenca de bactérias no terco médio do canal radicular;

- Escore 3: Presenca de bactérias no tergo apical do canal radicular;

- Escore 4: Presenca de bactérias nos tubulos dentinarios;

- Escore 5: Presenca de bactérias nas lacunas de reabsor¢ao do cemento.

2.2.3.5 Imunohistoguimica

As laminas foram desparafinizadas, hidratadas em série decrescente de alcoois e
mantidas em salina fosfatada tamponada (PBS). As laminas foram submetidas a recuperacao
dos epitopos antigénicos utilizando solucao tampao de citrato de sédio (pH 6,0) aquecido a
83°C no microondas (20 ciclos de 12 seg com intervalo de 2 min). Depois da temperatura
estabilizada, as laminas foram lavadas com PBS (3x) por 5 min, e a atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueado com perodxido de hidrogénio a 3% por 60 min. Os cortes foram ainda
lavados com PBS (3x) por 5 min e sitios de ligacao nao especificos foram bloqueados com 5%
de bovinos albumina sérica (BSA) (Sigma-Aldrich) por 60 min. Os tecidos foram entdo
incubados com anticorpos primarios para fator de necrose tumoral-a (TNF-a 1:100 / sc-52746,
Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA), metaloproteinase da matriz 9 (MMP9 1:10 / sc-
135220, Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA), Catepsina K (CTSK 1:25 / sc-48353,
Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA), Ciclo-oxigenase-2 (COX-2 1:100 / ab15191,
Abcam, Cambridge, UK), RANK (1:50/ sc-374360, Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas,
EUA), RANKL (1:50 / sc-377079, Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA), OPG (1:50 /
sc-390518, Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA), em 4°C durante a noite. Em
seguida, as laminas foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario anti-mouse (1:200
/ m-IgG KBp-B: sc-516142; Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA) exceto aos cortes
de COX-2 que o anticorpo secundario foi anti-rabbit (1:200 / mouse anti-rabbit IgG-B: sc-
2491; Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA) por 1 h, lavado em PBS e incubado com
Complexo Avidina e Biotina (Kit ABC; Vector, Vectastain® ABC Kit No. PK- 4000) por 30 min.
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3,3'-diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich) foi usado como o substrato da enzima por até 5
min, as laminas foram lavadas com PBS, contrastado com hematoxilina por 30 segundos,
lavadas com agua destilada, desidratada em alcool em crescentes concentragcdes e montadas
em Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os cortes de controle em que o anticorpo primario
foi omitido foi usado para testar a especificidade da imunocoloracdo.Os periodos de analises
foram de 7, 14, 28 e 42 dias. Para a quantificacdo de imunocoloracao, utilizou-se o software
Image] (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e o plugin de deconvolugao de
imagem (cor de convolucao) Hematoxilina e Filtros DAB foram aplicados (Landini, Martinelli e
Piccinini, 2021). Para medir a intensidade de coloracdao, as ferramentas de 'densidade
integrada' e 'area' foram usados. Os dados sdo expressos como unidades arbitrarias por pm?2.

2.2.4 Microtomografia Computadorizada

O volume da lesdo periapical em pm3, foi realizado por meio de microtomografia
computadorizada com 10 dentes dos animais da linhagem Wild-Type e 10 dentes dos animais
Knockout para o receptor-1 do TNF-a nos periodos de 14 e 42 dias, empregando o
microtomografo SkyScan modelo 1174 v.2 (Bruker microCT, Kontich, Bélgica) (Figura 4A).
Sucintamente, cada espécime foi individualmente inserido no aparato, perpendicularmente a
fonte de radiacdo (Figuras 4B e 4C). A seguir, as amostras foram escaneadas utilizando 50 kV
e 800 mA, com auxilio de um filtro de aluminio de 0,5 mm de espessura, em passos de rotacao
de 0,7°, e 2 frames e tamanho de resolucao isotrépica de 9,78 um (Falcai et al., 2015). A
reconstrucao das secgOes transversais foi realizada por meio do software NRecon v.1.6.3
(Bruker microCT), sendo aplicada uma reducao de artefatos em forma de anel no valor de 10.
Alinhamento pelo software Dataviewer v. 1.5.6.3 (Bruker microCT). Para as analises, foi
utilizado o software CTAn v.1.12 (Bruker microCT). Para tanto, a delimitagao do espaco do
ligamento periodontal (1 mm acima do apice radicular) ou das lesGes periapicais foi realizada
no plano sagital, por meio da delimitacao individualizada da regiao de interesse (ROI) e
ajustada a cada 10 cortes, para assegurar a inclusao do volume total de perda dssea na regido

apical (Romualdo et al., 2018).
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Figura 4 - Analise microtomografica das mandibulas de camundongo do experimento da lesdo periapical. Aparelho
SkayScan utilizado para o escaneamento dos espécimes microtomograficos (A). A mandibula no interior do
aparelho para o escaneamento (B). Posicionamento correto da mandibula para realizagdo do escaneamento (C).

A 4

SKYSCAN

2.2.5 Avaliacdo da Expressdo Génica por Transcricdo Reversa e Reacdo da Polimerase em

Cadeia em Tempo Real (GRT-PCR)

Apos anestesia e eutanasia dos animais em camara de CO>, as maxilas (10 por periodo)
foram divididas e o lado direito e esquerdo foram armazenados em solucdo que inibe a agao
de RNAses (RNA later) e armazenados a -80° C para posterior analise. O RNA total foi obtido
por extracdo a base de PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Wilmington, USA) e a pureza e a estimativa da quantidade de acidos nucleicos foram realizadas
utilizando a espectrofotometria em NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington,
USA) em taxa de absorcao de 260/230 e 260/280. O cDNA foi sintetizado por meio de uma
reacao de transcricao reversa, a partir de 1 ug de RNA total. As amostras foram incubadas a
25 °C por 10 minutos para ligagao do primer ao RNA, seguido por incubagao a 37 °C por 2
horas para transcricao reversa, utilizando a enzima transcriptase reversa, e posterior incubagao
a 85 °C por 5 segundos para inativagao da enzima e finalizacao do processo (High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os primers
selecionados foram, fator de necrose tumoral-a (7nf~a / Mm00443258_m1), Tnfsf11 (Rank/ |
00441906_m1), Tnfsfllb (Opg / Mm00435454_m1), metaloproteinase da matriz 9 (Mmp9 /
Mm00442991_m1), Catepsina K (Ctsk / Mm00484039_m1), Prostaglandina-Endoperdxido
Sintase 2 (Ptsg2 | Mm00478374_m1). Os genes para a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (Gapdh /| Mm99999915_g1) e para beta-actina (Actb / 02619580_g1) foram
utilizados como referéncia. Os primers e sondas foram obtidos comercialmente e sao
propriedades privadas, portanto as sequéncias nao estdo disponiveis (TagMan® Gene
Expression Assay, Applied Biosystems). A amplificacao foi realizada sob as seguintes
condigOes: ativacao da polimerase TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems™,
Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA) a 95 °C por 2° segundos, seguida por 40 ciclos
de 95 °C por 1 segundo para desnaturacao do DNA e 60 °C por 20 segundos para anelamento
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do primer e polimerizacao. O aparelho Step One Plus (Applied Biosystems) foi utilizado para
as reacoes de amplificacao e detecgao e o Software Step One versao 2.3 (Applied Biosystems)
para quantificacdo das amostras por meio da analise da quantidade de fluorescéncia gerada
pela liberacao do fluoréforo FAM exceto para os genes de referéncia VIC, apds a clivagem pela
exonuclease 5’. Os resultados foram analisados com base no valor do ciclo limiar (Ct, cycle
threshold). Como controle negativo foi utilizada agua destilada deionizada, submetida a reacao
com cada par das sequéncias dos primers utilizados. A quantificacao relativa da expressao

génica foi realizada utilizando o método AACt.

2.2.6 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o Software GraphPad Prism 8.0
(Prism, Chicago, IL, EUA). Para as analises microtomograficas, histopatoldgicas,
histomicrobiolégicas e TRAP foi utilizado o método ANOVA seguido do teste de Tukey,
entretanto para as analises de imunohistoquimica e de expressao génica por (QRT-PCR) foram
por meio de ANOVA seguido de pos-teste de Bonferroni. Adotando o nivel de significancia de
5%.



Capitulo 1 | 33

2.3 RESULTADOS

2.3.1 A Auséncia do Receptor TNFR1 Limita a Formacdo da Lesdo Periapical aos 42 Dias

O desenvolvimento da lesdo periapical foi caracterizado pelo amplo espagamento do
ligamento periodontal, recrutamento de células inflamatdrias e perda dssea apical (Figura 5).
Na avaliacdo da microtomografia computadorizada, os animais geneticamente modificados
para o receptor 1 do TNF-a, apresentaram uma manutengao do volume da lesao periapical no
periodo de 42 dias (p<0,05) (Figura 6). A area da lesao periapical também se manteve menor
no periodo de 42 dias nos animais knockout nos ensaios histomorfométricos (p<0,05).
Entretanto, podemos observar que nos periodos de 14 e 28 dias existe uma tendéncia de
menor area da lesdo periapical nos animais Knockout (Figura 7A). Em consonancia, os animais
geneticamente modificados se mostraram com menor nimero de neutrdéfilos nos periodos de
14, 28 e 42 dias (p<0,05) (Figura 7B).
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Figura 5- Fotomicrografias representativas obtidas dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo, higido e
apos a indugdo da lesdo periapical nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias em microscopia convencional e Fluorescéncia
dos animais Wild-Type ou Knockout. HE e Fluorescéncia em amplificagdo de 10x (escala = 100um). A linha em
branco delimita a area do ligamento periodontal (LP) em dentes higidos e da lesdo periapical (AP) dos grupos
experimentais.
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Higido

Lesao Periapical

7 dias

14 dias

28 dias
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Figura 6- Imagem representativa da microtomografia computadorizada da regido periapical dos primeiros molares
de animais Wild-Type (C57BI6) e knockout (p55; 6-Tnfrsflatm1|mx) dos grupos experimentais aos 14 e 42 dias,
apods inducdo da lesdo periapical (A). Representacdo grafica do volume da lesao periapical em pm3 aos 14 e 42
dias realizado através da microtomografia computadorizada (B). A linha tracejada indica o volume do ligamento
periodontal apical de dentes higidos. Nota: Simbolos diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos
(P<0,05).
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Figura 7- Representagdo grafica da medida da area da lesdo periapical em pm? aos 7, 14, 28 e 42 dias (A).
Numero de neutrofilos por campo de visdo nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias (B). Nota: * P <0,05 Diferenca
estatistica entre os animais Knockout comparado aos animais Wild-Type.
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2.3.2 A Contaminagdo Por Micro-Organismos Foi de Maneira Semelhante em Ambos os

Grupos Ocasionando a Formagao da Lesao Periapical

O processo de contaminacao bacteriana foi semelhante em ambos os grupos analisados
(Figura 8A). A contaminagao do canal radicular nos tercos (cervical, médio e apical) nao
apresentam diferenca em nenhum dos grupos analisados (p>0,05) (Figura 8B). Possuindo
resultados semelhantes e ndo havendo diferencas estatisticas por contaminacdo nos tubulos
dentinarios (p>0,05) (Figura 8C) e na superficie do canal radicular externa (p>0,05) (Figura
8D).

Figura 8 - Visdo representativa da penetracdo bacteriana apds acesso a coroa e contaminagdo do canal radicular
no periodo de 42 dias (A). Ampliacdo original de 4x (escala = 200um). Representacdo grafica da penetracdo
bacteriana no canal radicular nos tercos (cervical, médio e apical) (p>0,05) (B). Representacdo grafica da
penetragdo bacteriana nos tubulos dentinarios (p>0,05) (C). Representacdo grafica da penetracdo bacteriana na
superficie externa do canal radicular (p>0,05) (D).
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2.3.3 A Presenca e Atividade dos Osteoclastos é Reduzida nos Animais Geneticamente

Modlificados Para TNFR1

O numero de osteoclastos foi relativamente menor nos animais Knockout em relacao
ao0s animais Wild-Type nos periodos de 14 e 42 dias (p<0,05) (Figura 9). A quantificagdo da
sintese de proteinas RANK ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05)
(Figura 10). A expressao de Rank/se mostrou reduzida nos animais Knockout nos periodos de
14 e 42 dias (p<0,001) (Figuras 11; 13A), ao contrario da expressao do gene Opg, que aos
28 dias a auséncia do TNFR1 tornou-se reduzido (p<0,0001) (Figuras 12; 13C). A maior
expressao Rank/ sobre Opg (Razdao> 1) foi encontrado nos animais Wild-Type nos periodos
iniciais e finais da lesdo, ou seja, 7 (p<0,0001) e 42 dias (p<0,001) e nos animais Knockout
aos 14 dias (p<0,01) e 28 dias (p<0,0001) (Figuras 13E). Assim, 0s genes relacionados a
osteoclastogénese é menor nos periodos iniciais e ap0s a lesao estar estabelecida na auséncia
do receptor do TNFR1. A imunomarcagao para RANKL, OPG e sua razao RANKL sobre OPG

(Razao> 1), ndo apresentaram diferencas entre os grupos (P>0,05) (Figuras 13B; 13D e 13F).
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Figura 9 - Fotomicrografias representativas de histoenzimologia para a enzima fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRAP) na regido periapical dos primeiros molares dos animais Wild-Type e Knockout obtidas de dentes
higidos ou apds a inducdo da lesdo periapical nos periodos de 14 e 42 dias (A). Ampliacdo original 10x (escala =
100pm). Representagdo grafica do nimero de osteoclastos TRAP + por lesdo periapical nos diferentes grupos aos
14 e 42 dias (mediana e intervalo interquartil) (B). Linhas tracejadas indica o nimero de osteoclastos TRAP + no
ligamento periodontal apical higido. Nota: Simbolos diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (P

<0,05).
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas de coloragdo imunohistoquimica para RANK em animais Wild-Type e
Knockout com dentes higidos ou com lesdo periapical apds 7, 14, 28 e 42 dias (A). Ampliagdo original 10x (escala
= 100um). Representacdo grafica da quantificagdo de imunocoloragdo da sintese de proteinas RANK usando
deconvolugdo de imagem (mediana e intervalo interquartil) (B).
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Figura 11 - Fotomicrografias representativas de coloragdo imunohistoquimica para RANKL em animais Wild-Type
e Knockout, com dentes higidos ou com lesdo periapical apds 7, 14, 28 e 42 dias. Ampliacdo original 10x (escala =
100pm).
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Figura 12 - Fotomicrografias representativas de coloracdo imunohistoquimica para OPG em em animais Wild-Type
e Knockout, com dentes higidos ou com lesdo periapical apds 7, 14, 28 e 42 dias. Ampliacdo original 10x (escala =
100pm).
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Figura 13 - Expressdo relativa de RNAm que codifica o gene Rank/ nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias apos a
inducdo da lesdo periapical (A). Representacao grafica da quantificacdo de imunocoloragdo da sintese de proteinas
RANKL usando deconvolucdo de imagem (mediana e intervalo interquartil) (B). Expressao relativa de RNAm que
codifica 0 gene Opg nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias apos a inducdo da lesdo periapical (C). Representagdo
grafica da quantificacdo de imunocoloragdo da sintese de proteinas OPG usando deconvolucdo de imagem (mediana
e intervalo interquartil) (D). Expressao relativa de RNAm da Razdo de Rank/ sobre Opg (Razao> 1) nos periodos
de 7, 14, 28 e 42 dias apds a inducao da lesdo periapical (E). Representacdo grafica da quantificacdo de
imunocoloracdo da sintese de proteinas da razdo de RANKL sobre OPG (Razdo> 1) usando deconvolugdo de imagem
(mediana e intervalo interquartil) (F). * ou # P <0,05 Diferenca estatistica entre os animais AKnockout comparado
aos animais Wild-Type.
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2.3.4 O TNF-a Influencia no Processo Inflamatdrio e na Reabsorcdo Ossea Periapical Desde

0s Periodos Iniciais da Lesdo Periapical

Baixa expressao de RNAm para o 7nf-a foi observado nos periodos de 7 e 28 dias nos
animais Knockout em comparagao aos Wild-Type (p<0,0001) (Figura 14A e 15). A expressao
do gene para Ptsg2 foi detectado em menor quantidade aos 7 dias nos animais geneticamente
modificados para o receptor 1 do TNF-a (p<0,0001), podendo significar uma redugdao no
processo inflamatdrio (Figuras 16A e 17). A marcacao de proteinas para TNF-a e COX-2 nao
apresentaram diferenca entre os animais Knockout em relagao aos Wild-Type (P>0,05)

(Figuras 14B e 16B) De modo semelhante, a expressao da Mmp9 foi menor no periodo de 7
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dias nos animais Knockout (p<0,0001) (Figuras 18A e 19), apontando uma redugao na
degradacdo da matriz extracelular, igualmente, na expressao de Ctsk que também se mostrou
menor aos 7 dias nos animais geneticamente modificados (p<0,0001), assim um menor
processo de reabsor¢ao dssea (Figuras 20A e 21). A imunomarcagao para MMP9 e CTSK nao

houve diferenca entre os animais Knockout e Wild-Type (P>0,05) (Figuras 18B e 20B).

Figura 14 - Expressdo relativa de RNAm que codifica o gene 7nf-a nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias apds a
indugdo da lesdo periapical (A). Representagdo grafica da quantificacdo de imunocoloragdo da sintese de proteinas
TNF-a usando deconvolugdo de imagem (mediana e intervalo interquartil) (B). * P <0,05 Diferenca estatistica
entre os animais Knockout comparado aos animais Wild-Type.
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Figura 15 - Fotomicrografias representativas de coloracdo imunohistoquimica para TNF-a em animais Wild-Type
e Knockout com dentes higidos ou com lesdo periapical apos 7, 14, 28 e 42. Ampliacdo original 10x (escala =
100um).
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Figura 16 - Expressdo relativa de RNAm que codifica o gene Ptsg2 nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias apds a
inducdo da lesdo periapical (A). Representacao grafica da quantificacdo de imunocoloragdo da sintese de proteinas
COX-2 usando deconvolucao de imagem (mediana e intervalo interquartil) (B). * P <0,05 Diferenca estatistica
entre os animais Knockout comparado aos animais Wild-Type.
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Figura 17 - Fotomicrografias representativas de coloragdo imunohistoquimica para COX-2 em animais Wild-Type
e Knockout com dentes higidos ou com lesdo periapical apos 7, 14, 28 e 42 dias. Ampliagdo original 10x (escala =
100um).
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Figura 18 - Expressdo relativa de RNAm que codifica o gene Mmp9 nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias apos a
inducdo da lesdo periapical (A). Representagdo grafica da quantificacdo de imunocoloracgdo da sintese de proteinas
MMP9 usando deconvolugdo de imagem (mediana e intervalo interquartil) (B). * P <0,05 Diferenca estatistica entre
0s animais Knockout comparado aos animais Wild-Type.
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Figura 19 - Fotomicrografias representativas de coloracdo imunohistoquimica para MMP9 em animais Wild-Type
e Knockout com dentes higidos ou com lesdo periapical apos 7, 14, 28 e 42 dias. Ampliacdo original 10x (escala =
100pm).
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Figura 20 - Express3do relativa de RNAmM que codifica o gene Ctsk nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias apds a
inducdo da lesdo periapical (A). Representacao grafica da quantificacdo de imunocoloragdo da sintese de proteinas
CTSK usando deconvolugdo de imagem (mediana e intervalo interquartil) (B). * P <0,05 Diferenca estatistica entre
0s animais Knockout comparado aos animais Wild-Type.
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Figura 21 - Fotomicrografias representativas de coloracdo imunohistoquimica para CTSK em animais Wild-Type e
Knockout com dentes higidos ou com lesdo periapical apos 7, 14, 28 e 42 dias. Ampliacdo original 10x (escala =
100pm).
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2.4 DIScuUSSAO

A prevaléncia global da lesdo periapical € de aproximadamente 52% (Tiburcio-Machado
et al., 2021), e achados na literatura podem variar de 16% a 86% com lesao periapical em ao
menos 1 dente (Tiburcio-Machado et al., 2021; Al-Zahrani et al., 2017; Skudutyte-Rysstad e
Eriksen, 2006). Assim, essa doenca apresenta grande importancia dos estudos nesta area de
conhecimento, pois, se a lesao periapical nao for tratada pode gerar problemas como futura
perda dentaria, consequentemente, maior indice de pacientes adultos desdentados, afetar a
qualidade de vida da populacdo, influenciar em alteracdoes sistémicas como doencas
cardiovasculares e diabetes (Seerig et al., 2015; Khalighinejad et al., 2016; Haag et al., 2017)

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatoria produzida principalmente por macréfagos ou
por outras células de linhagem monociticas. Sua agao pode desencadear diversos efeitos
bioldgicos como, por exemplo, apoptose, citotoxicidade em linhagens celulares neoplasicas,
estimulagao da fagocitose, estimulacdo e formacao de fibroblastos, osteoclastos, citocinas e
quimiocinas, aumento da temperatura corporal, regulacao do sono, entre outros (Gamrot et
al., 2021). Foi observado a presenca do TNF-a nas lesOes periapicais, e que esta citocina
possui envolvimento no processo de desenvolvimento da lesao periapical e degradacao dssea
devido ao sinergismo ao RANKL (Nikolic et al., 2019). Recentemente, estudos tem sustentado
a hipotese de que o TNF-a pode atuar no desenvolvimento e manutencao da lesdo periapical
(Jakovljevic et al., 2020; Teixeira et al., 2021; Castro et al., 2023). Existem duas formas de
TNF-a, uma ligada a membrana e a porcao solivel, esta citocina atua em dois receptores
transmembrana TNFR1 ou P-55, presente na maioria dos mamiferos, e o TNFR2 ou P-75,
presente principalmente em células do sistema imunoldgico (Gamrot et al., 2021).

Nosso trabalho optou por inibir o TNFR1 na lesao periapical, visto que, estudos
anteriores relataram que o TNFR1 esta diretamente ligado ao processo de apoptose e
inflamagao e o TNFR2 responsavel pela ativacao do NF-kB para induzir a expressao génica e
a regulacao da imunidade (Nikolic et al., 2019; Zhang; Wanga e Zhao, 2020; Gamrot et al.,
2021). Clinicamente, a inibicao do TNF-a aos dois receptores tem apresentado alto risco de
infeccdo e malignidade, disturbios desmielinizantes do SNC e desenvolvimento de doengas
autoimunes adicionais, como diabetes tipo I e psoriase. Isto se deve a perda da fungao
reguladora promovida pelo TNFR2, sendo assim, a inibicao apenas do TNFR1 e preservagao
da ligacao do TNF-a ao TNFR2 pode reduzir estes efeitos colaterais (Bloom, 2000; Tack;
Kleijwegt e Van Riel, 2009; Kollias et al., 2002; Zhang; Wanga e Zhao, 2020).

A indugao da lesao periapical foi por meio de micro-organismos provenientes da

cavidade bucal, este método é eficaz para formacao da lesao periapical (Stashenko, Teles e
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D'Souza, 1998; Paula-Silva et al., 2020a). Houve relativamente uma limitagdo no
desenvolvimento da lesao periapical em animais AKnockout do que em animais Wild-Type,
indicando que o eixo TNF-alfa-TNFR1 é central para o catabolismo 6sseo mediado por micro-
organismos. Por outro lado, Chen et al., (1999) observaram que a formacgao de periodontite
apical foi mais exacerbada em animais geneticamente modificados para TNF associado a
Interleucina-1 na auséncia de ambos os receptores, demonstrando assim que a resposta
periapical poderia ser mais prejudicada apds infeccao endodontica. Alguns trabalhos
demonstraram que aos 28 dias a lesao periapical estava estabelecida (Ribeiro-Santos et al.
2019; Paula-Silva et al., 2020a; Paula-Silva et al., 2020b; Petean et al., 2021), corroborando
com nossa pesquisa. Contudo, ha uma escassez na literatura de estudos demonstrando o
desenvolvimento da lesdo periapical em periodos superiores a 28 dias, por isso, em nosso
estudo decidimos avaliar o desenvolvimento e a cinética da lesdo periapical na auséncia do
TNFR1 nos periodos de 7, 14, 28 e 42 dias.

A formacdo da lesdo periapical foi relativamente limitada nos animais geneticamente
modificados para o TNFR1 em relagdo aos animais Wild-type no periodo de 42 dias. A
explicacdo se da devido a ligacao ocorrer no TNFR2 que, por sua vez, possui uma forte
atividade anti-inflamatdria e protetora tecidual (Medler e Wajant, 2019). E também do
sinergismo que o TNF-a possui com o RANKL, que apds a produgao da citocina TNF-q, induz
a osteoclastogénese de maneira autdcrina/paracrina independente do RANKL (Nikolic et al.,
2019; AlQranei e Chellaiah, 2020). A literatura relata que o TNF-a € um potente indutor
osteoclastogénico, atuando de forma sinérgica ao RANKL (Pagliari et al., 2015) ou de maneira
independente (Kobayashi et al., 2000; Yao et al., 2017). Lam et al., (2000) citam que o TNF-
a sozinho nao é capaz de promover a formacao e acao dos osteoclastos, entretanto, quando
associado ao RANKL, observaram um aumento na diferenciacao de osteoclastos sendo de
maneira dose-dependente. As lesOes periapicais de pacientes fumantes apresentaram maior
marcacao de RANKL, uma leve marcacao de TNF-a, e menor marcacao de OPG e OPN,
favoravel ao processo de osteoclastogénese (De Paula et al., 2022). Consolidando nossos
resultados, que quando a expressao de Rank/ apresentou-se aumentada nos animais Wild-
Type nos periodos de 14 e 42 dias observamos também um aumento no numero de
osteoclastos, e um numero inferior nos animais ausentes do receptor 1 do TNF-a.

Alguns trabalhos relatam a acao da OPG na neutralizagdgo do processo de
osteoclastogénese, e que somente o TNF-a ndo seria capaz de induzir um aumento desta
diferenciacao de células osteoclastogénicas e, consequentemente, aumentar a reabsorcao
Ossea periapical (Lam et al., 2000; Kobayashi et al., 2000; Thomson et al., 1987; Azuma et

al., 2000; Komine et al., 2001). De acordo com nossos achados, com a razao Ranki| Opg



Capitulo 1 | 53

observa-se um aumento da expressao de Rank/ nos animais knockout nos periodos de 14 e
28 dias, em concordancia, ndo houve diferenca na area e volume da lesdo periapical nos
periodos de 14 e 28 dias apenas no periodo de 42 dias nos animais Wild-Type. Mostrando o
sinergismo entre o0 RANKL e TNF-a no processo de osteoclastogénese, como visto em alguns
trabalhos publicados (Nikolic et al., 2019; AlQranei e Chellaiah, 2020).

Cirelli et al., (2009) relataram os efeitos causados pela inibicao do TNFR1 promovida
por um virus adeno-associado (AAV2/1 TNFR:FC) na doenca periodontal. O agente que
promove a inibicdo dessa citocina reduz a capacidade de recrutamento de células
inflamatdrias, além de prevenir a perda 6ssea alveolar apds 56 dias. Apds 28 dias niveis
reduzidos de RANKL e OPG podem ser observados, além de inibir a formacdo de células
semelhantes a osteoclastos. Confirmando os achados encontrados neste estudo em que na
auséncia TNFR1 reduziu o recrutamento de neutrofilos na lesao periapical aos 14, 28 e 42
dias, além de possuir uma menor expressao de Rank/ e Opg comparado aos animais Wild-
Type.

Nossos resultados apresentaram uma expressao RNAm reduzida do 7nf-g aos 7 e 28
dias nos animais Knockout, e obteve uma menor expressao dos genes Mmp9, Ptsg2 e Ctsk no
periodo de 7 dias, sendo assim, podemos inferir que nos periodos iniciais da lesdo o TNF-a
interfere diretamente no processo de inflamacdo, degradacdo da matriz extracelular e
reabsorcao Ossea periapical. Pesquisas demonstram que elevados niveis de TNF-a podem
estimular a expressao de Mmp9, havendo um desequilibrio desta metaloproteinase, que
ocasiona uma excessiva degradacao da matriz extracelular gerando uma destruicao tecidual
(Sorokin et al.,2010; Maretti-Mira et al., 2011). A proteina CTSK produzida por osteoclastos,
também atua no processo de degradacao da matriz extracelular, esta vinculada perdas dsseas
e problemas periodontais, participa principalmente na degradacao do colageno tipo I e tipo II
(Novinec et al., 2013).

Sendo assim, observamos uma interagao do eixo TNF-a-TNFR1 com os mediadores
envolvidos no processo de reabsorcdo dssea na lesdo periapical. A auséncia da sinalizagao do
TNF-a-TNFR1 conteve a formagao de lesao periapical, concomitantemente com a redugao da
expressao de genes relacionados a inflamagao, degradacdo da matriz extracelular e

catabolismo 6sseo.
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2.5 CONCLUSAO

A auséncia da ligacao do eixo TNF-a-TNFR1 limitou a formacdo da lesdo periapical e

influenciou no processo inflamatdrio e no catabolismo dsseo no periodo inicial da lesao

periapical. O TNF-a atuou desde o inicio do desenvolvimento da lesdao periapical e

posteriormente associado com o RANKL promoveu um aumento do nimero de osteoclastos e

uma maior lesao periapical.

A)

B)

C)

D)

E)

A area e o volume da lesdo periapical foi menor nos animais Knockout em comparagao
aos Wild-Type aos 42 dias apds a inducdo da lesao.

O recrutamento de neutrdfilos foi menor nos animais Knockout em relagao aos Wild-Type
nos periodos de 14, 28 e 42 dias.

O numero de osteoclastos foi significativamente menor nos animais Knockout comparado
ao Wild-type no periodo de 14 e 42 dias.

Menor expressao do gene Rank/ nos animais AKnockout no periodo de 14 e 42 dias,
entretanto, Opg possuiu menor expressao aos 28 dias apds a inducado da lesdo periapical.
Os genes envolvidos com a osteoclastogénese sao menos expressos nos periodos iniciais
na auséncia do TNFR1. Aos 7 dias menor expressao do 7NF-ag induz concomitante a
reducdo dos genes relacionados a inflamagao e degradacao da matriz extracelular.

A contaminacdao microbiana aconteceu de forma semelhante em ambos os grupos,
podendo-se observar penetracao de bactérias no interior dos tibulos dentinarios aos 42

dias.
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3. Capitulo 2

A Auséncia de Ligacao do Eixo TNF-a/TNFR1 Impede o Processo da Neoformacgao

Dentinaria

A indicagdo para a protecao pulpar direta é exposicao pulpar por acidente, sem
contaminacao ou fratura corondria com exposicao pulpar apds traumatismo dentdario nas
primeiras 24 horas com progndstico favoravel (ABOPED, 2020; Silva, 2022). Um material
biocompativel deve ser utilizado para promover uma protegao contra contaminacdo ou novas
lesOes e também estimular o reparo tecidual (ABOPED, 2020). O Agregado de Triéxido Mineral
(MTA) é um material a base de silicato de calcio, padrao ouro, sendo amplamente utilizado
para terapias pulpares radicais e conservadoras, como 0 caso de protecdao pulpar direta e
indireta (Giraud et al., 2019; Pushpalatha et al., 2022). Possui biocompatibilidade, agao
antimicrobiana, atividade indutora de mineralizacdo e excelente selamento nas margens
(Youssef et al., 2019; Babaki, Yaghoubi e Matin, 2020; Toida et al., 2022). As finalidades da
protecao pulpar direta sdo estimular as células da polpa a formacdo de tecido mineralizado,
promover selamento bioldgico a area de exposicao pulpar e evitar a contaminacao por micro-
organismos da cavidade bucal (Silva, 2022).

O tecido pulpar é circunscrito por uma camada de tecido mineralizado, ou seja,
camada de dentina rigida, e possui uma circulagdo sanguinea terminal (Giraud et al., 2019).
O tecido pulpar possui mecanismos de defesa para regulagao da inflamagao e regeneragao
tecidual, em que o processo de reparo esta envolvido inicialmente pela camada de
odontoblastos, localizado na porcao mais externa da polpa dentaria (Giraud et al., 2019; Liu
et al., 2020). Apds uma agressao a carie, a resposta bioldgica dos odontoblastos é a extensao
ou formacao de uma barreira mineralizada, com o objetivo de se afastar da propagacao da
infeccao (Horst et al., 2011). Por outro lado, os fibroblastos da polpa expressam receptores
de reconhecimento padrao, que possuem a capacidade de detectar micro-organismos
invasores através de reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs)
(Giraud et al., 2019). Apds este processo, se inicia uma cadeia de respostas inflamatorias
através da via NF-kB, estimulando a liberagdo de mediadores e citocinas pro-inflamatdrias
(Giraud et al., 2019).

O TNF-a é uma citocina ligada ao processo inflamatdrio produzido por macréfagos e
linfocitos T. Inicialmente é expresso na membrana plasmatica e apds ser clivado pela enzima
TACE ou ADAM-17 se torna sollvel e participa dos processos bioldgicos (Bradley, 2008; Jang

et al., 2021). Possui sua forma trimérica, tanto na forma soltvel ou de membrana, que induzem
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respostas distintas. A TACE faz a clivagem do TNF-a o deixando no formato sollvel, além de
interferir em diversas proteinas ou receptores de membrana celular, como TNFR1 e TNFR2
permitindo a neutralizacao das acdes do TNF-a. Sendo assim a TACE pode ser a favor ou
contra a inflamacao (Bradley, 2008; Jang et al., 2021). Segundo estudos anteriores, o TNF-a
ndo estd presente em pacientes saudaveis, entretanto, em processos inflamatoérios ou
infecciosos pode ser encontrado (Nurnberger et al., 1995; Robak; Gladalska e Stepien, 1998).

Os receptores do TNF-a, denominados TNFR1 e TNFR2, possuem efeitos
antagonistas, por sua vez, o TNFR1 esta localizado em todo tecido humano e na via de
sinalizacdo do TNF-a é o principal receptor. Ja o TNFR2 é mais comum sua expressao em
células imunes e possui limitagao nas respostas bioldgicas (Jang et al., 2021). Relacionado ao
processo de reparo, o TNF-a se liga ao TNFR1 na via de sinalizacdo do complexo I, formado
na membrana plasmatica, j@ os complexos IIa, IIb, IIc sdo realizados no citoplasma. O
complexo I inicia-se na ligagao TNFR1 ao TRADD, ao que desencadeia uma reagao de varios
componentes, incluindo serina/treonina-proteina quinase 1 de interagdo com o receptor
(RIPK1), fator 2 ou 5 associado ao TNFR (TRAF2/5), inibidor celular da proteina de apoptose
1 ou 2 (cIAP1/2), e o complexo de montagem da cadeia de ubiquitina linear (LUBAC),
resultando a ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB) e proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPKs). A resposta final deste complexo é favoravel ao processo de inflamagao, viabilidade
e proliferacao celular e a defesa imunoldgica contra patdgenos (Kalliolias e Ivashkiv, 2016;
Holbrook et al., 2019; Jang et al., 2021).

A ligacao do TNFR2 no complexo I, desencadeia a interagao com TRAF1 ou 2 para
recrutar cIAP1 ou 2, obtendo como resposta a sinalizagao de manutengao da viabilidade celular
e a indugao de NF-kB, MAPK e Akt, ativando o processo de proliferacao celular e regeneragao
tecidual. O papel regulatério principalmente pela via TNFR1 se da devido a ligagao ao TRAF2
ser mais fraca do que ao TRADD (Holbrook et al., 2019). Estudos apontam que o TNF-a
promove a formacao de estruturas semelhantes vasos sanguineos de cultura de sistema de
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) e células-tronco de dente permanente
(hDPSCs) (De-Deus et al., 2015; Versiani et al., 2016; An et al., 2019). Em cultura de células
mesenquimais indiferenciadas da polpa dentaria, o TNF-a induz a proliferacdo, migragao e
diferenciacao de células com um fendtipo mineralizador (Paula-Silva et al., 2009a; El Karim et
al., 2015; Shi et al., 2017, Xu et al., 2018; Zhang et al., 2018). Esse papel na diferenciacao
celular é concentragao-dependente, uma vez que em baixas concentracdes induz a
diferenciacao e em altas concentracdes inibe, possivelmente devido a ativacao de diferentes
vias de sinalizagdo: proteinas quinase ativadoras de mitose (MAPK) ou do fator de transcricao
nuclear kappa B (NF-kB) (Paula-Silva et al., 2009a; Qin et al., 2015).
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Alguns estudos relatam que em dentes cariados ou com defeitos minerais a expressao
de TNF-a é aumentada e estad associado aos sinais e sintomas clinicos, tudo isso porque em
dentes com caries profundas o tecido dentario ira receber uma grande quantidade de TNF-q,
ao qual ativara canais como TRP (TRPA1, TRPV2 e TRPV4) no tecido pulpar e estdo envolvidos
no processo de manutencao da inflamagao e dor (Horst et al., 2011; Liu et al., 2020). Como
os estudos na literatura ainda s3o conflitantes em relacdo ao processo saude e doenca
associado ao TNF-a, estima-se que através do conhecimento da via de sinalizacao do TNF-a-

TNFR1, novas terapias com biologia molecular possam ser realizadas.
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3.1 PROPOSICAO

3.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o papel do TNF-a no processo de reparo
pulpar apds protecdo pulpar direta com MTA, utilizando como modelo experimental
camundongos geneticamente deficientes do receptor-1 do mediador (TNFRSF1)

comparativamente a animais selvagens (C57BL6).

3.1.2 Objetivos Especificos

A) Mensurar a area da dentina neoformada por meio de microscopia de fluorescéncia apds a
protecao pulpar direta;

B) Avaliar a inflamacdo local dos tecidos por meio da quantificacdo de neutrdfilos em
microscopia optica;

C) Classificar a contaminacao microbiana no tecido pulpar e periapical por meio de analise

microscopica no reparo pulpar, pelo método de Brown e Breen Modificado;

D) Analisar os mediadores envolvidos no processo de reparo pulpar TNF-a, RUNX-2, OPN e
DSP por meio da Imunohistoquimica.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

Apods a aprovacao da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FORP/USP) (Processo no
2019.1.139.58.0) (Anexo A) e pela Comissao Interna de Biosseguranca da Faculdade de
Odontologia de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo (FORP/USP) (Projeto n°
0040/98.004-01.06/2020) (Anexo B), os procedimentos foram realizados nos animais e
guiados pelas diretrizes éticas da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Sao Paulo — Campus de Ribeirdo Preto, e baseados no guia ARRIVE para estudos em animais
(Percie du Sert et al., 2020) e de acordo com o Preferred Reporting Items for Animal Studies
in Endodontology - PRIASE 2021 (Nagendrababu et al., 2021).

O delineamento experimental seguiu o estudo de Collignon et al., (2017). Assim,
quarenta camundongos machos (Mus musculus), vinte C57BL/6 (Wild-Type) provenientes do
Biotério Central da USP Campus de Ribeirdo Preto e vinte camundongos geneticamente
deficientes (Knockout) para o receptor-1 de TNF- a (p55; 6-7nfrsfiatm1 |/ mx) obtidos do
Jackson Immuno Research Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA) e fornecidos pelo Centro de
Criacdao de Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — USP, com
idade entre seis a oito semanas, pesando de 20 a 22 gramas foram utilizados para o
experimento. Os animais foram mantidos no Biotério I da FORP-USP, alocados em gaiolas de
polipropileno e tampas de aco inoxidavel perfurado, de 15 x 20 cm (5 animais por gaiola),
forradas com maravalha, em temperatura de 22°C e umidade relativa do ar (55 + 10%)
constantes, em um ciclo de claro-escuro de 12:12 horas, durante todo o periodo experimental,
com dieta padrdo de laboratédrio e livre acesso a agua filtrada. Apos a protecdo pulpar Direta
foram realizadas as analises histopatoldgicas, histomorfométricas, histomicrobioldgicas e

imunohistoquimica (Figura 22).
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Figura 22 - Fluxograma representativo da divisdo e quantidade dos animais dos grupos Wild-Type e Knockout, e
os tipos de analises que foram realizadas. PPD = Protecao Pulpar Direta.
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3.2.2 Protegdo Pulpar Direta

Para os procedimentos operatérios os animais foram anestesiados com cloridrato de
ketamina a 10% (150 mg / kg; Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-
Guacu, SP) e xilazina a 2% (7,5 mg / kg; Dopaser, Laboratérios Calier S/A, Barcelona,
Espanha) diluidos em soro fisioldgico a 0,9% (1 ml de Ketamina + 0,3 ml de Xilazina + 4,6 ml
de soro fisiolégico), por via intramuscular na coxa traseira, complementado com sedagao
inalatéria com Isofluorano a 1% (Isoforine, Cristalia Produtos Quimicos Farmaceuticos Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil). Os camundongos Wild-Type e knockout foram posicionados em uma
mesa cirlrgica com dispositivo para retracdo mandibular, permitindo a imobilizacao dos
animais e manutencao da boca aberta, para acesso aos primeiros molares inferiores e
superiores (Figura 23A). Anteriormente a abertura realizagdo da cavidade de Classe I foi feito
o condicionamento acido por 30 segundos, para evitar risco de contato do acido com o tecido
pulpar (Figura 23B). Cavidades de classe I foram realizadas pela face oclusal, utilizando uma
broca carbide tamanho s de haste curta (KG Sorensen Ind. Com. Ltda., Barueri, SP) de alta
rotacdo, até atingir profundidade suficiente para ocasionar uma exposicao do tecido pulpar
(Simon et al., 2008; Collignon et al., 2017) (Figura 23C). A seguir, o tecido pulpar exposto foi
irrigado com soro fisiolégico a 0,9% (Eurofarma, Ribeirdo Preto, SP), seco com uma bolinha
de algodao estéril e inserido o agregado de tridéxido mineral branco (MTA Angelus Cimento
Reparador; Angelus® Industria de Produtos Odontoldgicos S/A, Londrina, PR), manipulado de
acordo com as instrugdes do fabricante (Figuras 23D). Posteriormente, foi realizado o uso do
sistema adesivo de dois passos e as cavidades foram restauradas com resina composta
(FiltekTM Z100; 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) (Figura 23E, 23F, 23G, 23H) (n= 10 por periodo).
Como controle, foram utilizados dentes higidos (n= 5 por periodo). O periodo de avaliacao foi
realizado aos 7 e 70 dias apds a protecdo pulpar direta.
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Figura 23 - Fotos representativas do experimento de protecdo pulpar direta em camundongos (A-H).
Camundongo posicionado na mesa cirurgica de retracdo mandibular (A). Condicionamento acido com isolamento
relativo (B). Abertura coronaria, acesso ao tecido pulpar e posteriormente irrigacdo com soro fisioldgico 0,9% (C).
Ap0s secagem, insercdo e condensacdo do MTA na cavidade (D). Aplicacdo do sistema adesivo com microbrush
(E). Fotopolimerizagao por 30 segundos (F e H). Insercao incremental da resina composta (G).

3.2.3 Processamento histotécnico das amostras

Apds a anestesia e eutanasia em camara de CO,, os tecidos foram dissecadas e
removidos com tesoura cirurgica. Os blocos contendo dentes e ossos da mandibula foram
fixados em formalina tamponada a 10% por 24 h em temperatura ambiente e em seguida,
lavadas por aproximadamente 4 horas em agua corrente. A desmineralizagao foi feita em acido
etilenodiaminotetracético a 5% (EDTA; pH 7,4; Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), por aproximadamente 30 dias. O grau de desmineralizagdo das estruturas
mineralizadas foi testado por meio da penetragao de uma agulha nos tecidos, para verificacao
da sua consisténcia. Apos a desmineralizacdo, as pegas foram submetidas a técnica histoldgica
de rotina, sendo lavadas em agua corrente por 4 horas, desidratadas em concentracoes
crescentes de alcool (70%, 80% e 95% por 45 minutos cada; 3 trocas de 100% por 45 minutos
cada), diafanizadas em xilol (alcool/xilol por 30 minutos e 3 banhos de 40 minutos de xilol) e
incluidas em parafina I por 2 horas e parafina II por 2 horas. Os blocos foram seccionados
longitudinalmente em microtomo HYRAX M60 (Carl Zeiss microlmaging GmbH, Jena,
Alemanha), na direcdo vestibulo-lingual, para obter amostras com espessura de 5 ym. Por
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amostra, foram obtidos de 10 a 15 laminas, com 3 cortes em cada lamina. Inicialmente as
laminas obtidas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliacdo histopatoldgica
e histomorfométrica, pelo método de Brown & Brenn modificado para identificacao de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e por imunohistoquimica para identificacdo de marcadores

de inflamagao e mineralizagao.

3.2.3.1 Avaliacdo Histopatologica e Histomorfométrica

A anadlise do tecido dentinario mineralizado neoformado foi em laminas coradas por
hematoxilina e eosina utilizando o microscdpico Zeiss Axio Imager (Upright microscope, Carl
Zeiss AG Light Microscopy, Géttingen, Alemanha), em campo claro, sem conhecimento prévio
do grupo experimental ao qual o espécime pertencia (De Rossi et al. 2007; De Rossi et al.
2008; Paula-Silva et al. 2009b). Para realizacdo das medidas foi utilizado parametros como
espessura e area de dentina neoformada e a resposta inflamatdria local, conforme descrito
previamente por nosso grupo de pesquisa (Silva et al., 2007; Silva et al., 2017; Queiroz et al.,
2019). O espaco do ligamento periodontal ou a lesdao periapical foi medido para analise
quantitativa, de acordo com parametros descritos anteriormente (De Rossi et al. 2008, Paula-
Silva et al. 2009c; Petean et al., 2021). Para analise morfométrica da area de lesdo periapical,
videomicroscopia foi usada com Zeiss Axio Imager (Upright microscope, Carl Zeiss AG Light
Microscopy), com ampliagdo de 10x. O microscopio foi operado em modo de fluorescéncia
(excitacdo em 450-490 nm, espelho dicromatico de 510-515 nm) (De Rossi et al., 2008; Paula-
Silva et al., 2009b, Paula-Silva et al., 2009d). Para cada espécime, a area de lesao periapical
foi delineada e medida em pm? nas secbes que representam o maior didmetro da lesdo. O
delineamento da lesdo foi incluido areas de reabsorcao e infiltrado inflamatdrio. Os periodos

analisados foram de 7 e 70 dias.

3.2.3.2 Recrutamento de Neutrdfilos Polimorfonucleares na Polpa e Regido Periapical

O numero de neutrdfilos foi contado utilizando laminas coradas por HE em
microscopia de luz convencional, nos periodos de 7 e 70 dias. Foram selecionados seis campos
de visdo, sendo trés no tecido pulpar (terco cervical, médio e apical) e trés campos ao redor
do apice radicular, localizados a uma distancia pré-determinada e posicionados no centro do
canal radicular e a 45° a esquerda e a direita do centro do canal (Paula-Silva et al., 2009d;
Paula-Silva et al., 2020b). Os neutréfilos foram identificados de acordo com sua morfologia
caracteristica de células escuramente coradas com nucleos multilobulados em formato de

ferradura.
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3.2.3.3 Andlise Histomicrobiologica

Os cortes foram corados pelo método de Brown & Brenn modificado para evidenciacao
de micro-organismos aos 7 e 70 dias (Engbaek et al., 1979; De Rossi et al., 2008; Paula-Silva
et al., 2010a; Paula-Silva, 2016). Inicialmente foram desparafinizados, hidratados e imersos
em solucao de cristal violeta (Ecibra, Cetus Ind. Com. Prod. Quim. Ltda., Sao Paulo)
tamponada com bicarbonato de sddio (Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro) a 5%
por 30 segundos. A seguir, as laminas foram imersas em solucao de iodo por 10 segundos,
lavadas em agua destilada e mergulhadas em solucao de éter-acetona (1:1), logo apds, as
ldminas foram lavadas em agua destilada e imersas em fucsina basica a 0,25 mg / mL (1
minuto), lavadas novamente em agua destilada e posteriormente imersas em acido picrico
aquoso (2:4:4 Trinitrophenol, C6H2(OH)(NO2)3 - May & Baker Ltda., Inglaterra), por 2 minuto.
A seguir, foram lavadas novamente em agua destilada e foram mergulhadas em acetona p.a.
(CH3COCH3, Ecibra) por 15 segundos seguida por imersao rapida em acetona-xilol (1:1) e
montadas em Entellan® (Merck). Os micro-organismos foram observados em microscopia de
luz convencional, com imersao a dleo, no aumento de 100x%, efetuando-se a diferenciacao
entre Gram-negativos e Gram-positivos. Com esta coloragao, as bactérias Gram-positivas sao
coradas em azul e as bactérias Gram-negativas em vermelho. No modelo de protegao pulpar
direta, as laminas serao avaliadas quanto a (0) auséncia ou (1) presenca de bactérias.

3.2.3.4 Imunohistoguimica

As laminas foram desparafinizadas, hidratadas em série decrescente de alcoois e
mantidas em salina fosfatada tamponada (PBS). As laminas foram submetidas a recuperacao
dos epitopos antigénicos utilizando solucao tampao de citrato de sédio (pH 6,0) aquecido a
83°C no microondas (20 ciclos de 12 seg com intervalo de 2 min). Depois da temperatura
estabilizada, as laminas foram lavadas com PBS (3x) por 5 min, e a atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueado com perodxido de hidrogénio a 3% por 60 min. Os cortes foram ainda
lavados com PBS (3x) por 5 min e sitios de ligacao nao especificos foram bloqueados com 5%
de bovinos albumina sérica (Sigma-Aldrich) por 60 min. Os tecidos foram entdo incubados com
anticorpos primarios para fator de necrose tumoral-a (TNF-a 1:100 / sc-52746, Santa Cruz
Biotechnology Dallas, Texas, EUA), Osteopontina (OPN 1:50 / sc-21742, Santa Cruz
Biotechnology Dallas, Texas, EUA), sialofosfoproteina dentaria (DSP 1:50 / sc-33587, Santa
Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EUA), fator de transcricao 2 (RUNX-2 1:100 / ab-23981,
Abcam, Cambridge, UK), em 4°C durante a noite. Em seguida, as laminas foram lavadas e
incubadas com anticorpo secundario anti-mouse (1:200 / m-IgG KBp-B: sc-516142; Santa Cruz
Biotechnology Dallas, Texas, EUA) exceto aos cortes de RUNX-2 e OPN que o anticorpo
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secundario foi anti-rabbit (1:200 / mouse anti-rabbit IgG-B: sc-2491; Santa Cruz Biotechnology
Dallas, Texas, EUA) por 1 h, lavado em PBS e incubado com Complexo Avidina e Biotina (Kit
ABC; Vector, Vectastain® ABC Kit No. PK- 4000) por 30 min. 3,3'-diaminobenzidina (DAB;
Sigma-Aldrich) foi usado como o substrato da enzima por até 5 min, as ldaminas foram lavadas
com PBS, contrastado com hematoxilina por 30 segundos, lavadas com agua destilada,
desidratada em alcool em crescentes concentragdes e montadas em Entellan (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Os cortes de controle em que o anticorpo primario foi omitido foi usado
para testar a especificidade da imunocoloracdo. Os dados de proteina foram analisados usando
imagem deconvolucao de acordo com Landini; Martinelli e Piccinini et al., (2021).
Resumidamente, para quantificacdo de imunocoloragdo, o software Image] (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e o plugin de deconvolugao de imagem (cor de
convolugdo). Hematoxilina e Filtros DAB foram aplicados. Para medir a intensidade de
coloracdo, as ferramentas de 'densidade integrada' e 'area' foram usados. Os dados sdo

expressos como unidades arbitrarias por pm?.

3.2.4 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o Software GraphPad Prism 8.0
(Prism, Chicago, IL, EUA). Para as analises de neoformacdo de tecido mineralizado, extensao
de tecido mineralizado neoformado, necrose pulpar e lesdo periapical foi teste do Qui-
Quadrado. Para a area da regido periapical, o niUmero de neutrdfilos na regido periapical, na
polpa e imunohistoquimica foi através de ANOVA de uma via seguida de pds-teste de Tukey.
Para a area de tecido mineralizado, foi utilizado o teste t de Student. Adotando o nivel de

significancia de 5%. A analise histomicrobioldgica foi qualitativa através de escores.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 A Neoformacéo de Tecido Mineralizado foi Limitada na Auséncia do TNFR1

A neoformacgao do tecido mineralizado foi visivelmente menor no grupo Knockout em
relacdo ao Wild-Type no periodo de 70 dias. Aos 7 dias nao houve formacdo de tecido
mineralizado em ambos os grupos (Figura 24). Aos 70 dias cerca de 80% dos dentes avaliados
Wild-Type apresentaram formagao de mineral no canal radicular e apenas 20% nos animais
Knockout (p<0,0001) (Figura 25A). A mineralizacdo ocorreu até o terco médio em 60% dos
casos e até o terco apical em 40% dos casos nos Wild-Type, entretanto, nos dentes do grupo
Knockout que mineralizaram, foram até a regido apical (p<0,05) (Figura 25B). Os animais
geneticamente modificados para o TNFR1 apresentaram uma menor area de tecido
mineralizado em comparacao aos animais Wild-Type (P<0,0001) (Figura 25C).

Figura 24 - Fotomicrografias representativas de dentes higidos e apds a protecdo pulpar direta aos 7 e 70 dias
em HE. Ampliacdo original de 4x e 10x (escala = 200um e 100um)
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Figura 25 - Representacdo grafica da porcentagem da neoformagdo de tecido mineralizado no interior dos canais
radiculares apds a protecdo pulpar direta aos 7 e 70 dias (p<0,0001) (A). Representagdo grafica em porcentagem
da extensdo da neoformacdo de tecido mineralizado no interior do canal radicular apds a protecao pulpar direta
aos 7 e 70 dias (p<0,0001) (B). Representacdo grafica da area de tecido mineralizado em pm?2 apos a protegao
pulpar direta aos 70 dias (p<0,0001) (C). Nota: Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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3.3.2 A Auséncia do Receptor 1 do TNF-a Ocasionou a Formagdo da Lesdo Periapical
Caracterizada Pelo Recrutamento de Células Inflamatorias, em Ambiente Livre de
Contaminacao Bacteriana
A regido periapical permaneceu integra em ambos 0s grupos no periodo de 7 dias e

aos 70 dias apenas nos Wild-Type, enquanto que, os Knockout apresentaram reabsorgao dssea

e lesao periapical (Figura 26). Aos 7 dias nao observamos necrose do tecido pulpar em ambos

os grupos (p>0,05), entretanto, no periodo de 70 dias os animais Knockout apresentaram

maior nimero de dentes com necrose pulpar em comparacdao aos Wild-Type (p<0,0001)
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(Figuras 24 e 27A). A area da regido periapical estava aumentada no periodo de 70 dias em
ambos os grupos, porém em maior escala na falta do TNFR1 (p<0,0001) (Figura 27B). Ao
qual, houve a formagao da lesao periapical nos animais geneticamente modificados para
receptor 1 do TNF-a (p<0,0001) (Figuras 24 e 27C). O recrutamento de neutrdfilos foi mais
exacerbado na regido periapical nos animais Knockout no periodo de 70 dias (p=0,0003)
(Figura 27D). No tecido pulpar aos 70 dias os grupos apresentaram maior nimero de
neutréfilos comparado aos 7 dias (p<0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica no
recrutamento de neutrdfilos no interior do canal radicular aos 70 dias entre Wild-Type e
Knockout (p=0,6279) (Figura 27E). Nao houve presenca de bactéria em nenhum grupo
analisado, assim, mostrando a auséncia de contaminacdo na polpa dentaria e nas paredes

dentinarias (Figura 28).

Figura 26 - Fotomicrografias representativas de dentes higidos e apds a protecdo pulpar direta aos 7 e 70 dias
em Fluorescéncia. Ampliagdo original de 10x (escala = 100um).
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Figura 27 - Representacdo grafica da porcentagem de dentes com necrose pulpar apds a protecdo pulpar direta
aos 7 e 70 dias (p<0,0001) (A). Representacao grafica da area em um? da regido periapical apds a protecdo pulpar
direta aos 7 e 70 dias (p<0,0001) (B). Representacao grafica da porcentagem de dentes com lesao periapical apds
a protecdo pulpar direta aos 7 e 70 dias (p<0,0001) (C). Representacdo grafica do nimero de neutrdfilos na regido
periapical apds a protegdo pulpar direta aos 7 (p=0,9936) e 70 dias (p=0,0003) (D). Representacdo grafica do
numero de neutrdfilos no tecido pulpar apds a protecao pulpar direta nos periodos de 7 (p=0,9570) e 70 dias
(p>0,6279) (E). Nota: Simbolos diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos.
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Figura 28 - Fotomicrografias representativas da penetragdo bacteriana apds a protegdo pulpar direta com MTA
aos 7 e 70 dias. Amplificacao original de 10x (escala = 100um).
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3.3.3 A Ablacdo do TNFR1 Reduz a Produgdo de Marcadores Associados a Mineralizagao

Os animais Knockout apresentaram menor marcagao de TNF-a na regido da exposigao
pulpar ou area subjacente ao tecido mineralizado aos 7 e 70 dias (p>0,05) (Figuras 29 A e B).
Por sua vez, a marcacao para a sintese de proteina RUNX-2 ndo apresentou diferenca entre
0s grupos analisados (p>0,05) (Figuras 29 A e C). Interessantemente, na auséncia do TNFR1,
os marcadores de mineralizagdo se mostraram reduzidos, tanto para DSP (p=0,0003), quanto
para OPN (p=0,0289) (Figura 30). Demonstrando, que a via TNF-a-TNFR1 quando ausente,

inibe a marcagao de mediadores envolvido no processo de mineralizagao.
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Figura 29 - Fotomicrografias representativas da coloragdo imunohistoquimica de TNF e RUNX-2 (A). Amplificacdo
original de 10x (escala = 100um). Representagdo grafica da quantificagdo por imunocoloracdo da sintese protéica
de TNF (B) e RUNX-2 (C) usando deconvolucdo de imagem (mediana e intervalo interquartil). A linha tracejada
indica a marcagdo em de dentes higidos. Nota: Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 30 - Fotomicrografias representativas da coloracdo imunohistoquimica de DSP e OPN (A). Amplificacdo
original de 10x (escala = 100um). Representacdo grafica da quantificagdo por imunocoloracdo da sintese protéica
de DSP (B) e OPN (C) usando deconvolucdo de imagem (mediana e intervalo interquartil). A linha tracejada indica
a marcagao em de dentes higidos. Nota: Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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3.4 DISCUSSAO

A neoformacdo do tecido mineralizado apds a protecao pulpar direta com MTA foi
limitada nos animais geneticamente modificados para o receptor 1 do TNF-a. Além de que, o
tecido pulpar foi necrosado e houve a formacao da lesdo periapical na auséncia do TNFR1. O
TNF-a regula processos celulares relacionados a resposta imune durante processos
inflamatdrios e infecciosos (Xu et al., 2018). In vivo, foi detectado maior expressao do TNF-a
em polpa inflamada de ratos anteriormente a pulpotomia (Minic et al., 2021). Alguns estudos
avaliam a producdo de TNF-a com materiais para terapia pulpar vital como MTA e Biodentine
e relatam diferencas entre a produgao desta citocina nas células pulpares (Omid et al., 2020;
Silva et al., 2016). Todavia, um estudo demonstrou que o material Biodentine reduz a liberagao
de TNF-a em células semelhantes a odontoblastos (El Karin et al., 2016). Apds a protecao
pulpar direta com MTA ou Biodentine em modelo experimental, observaram a formagao de
barreira mineralizada, sendo que o MTA foi mais pontual, ou seja, no local da exposicao e
Biodentine uma calcificacao patoldgica (Paula et al., 2019). O MTA no tecido conjuntivo inibiu
a expressao do TNF-a nos periodos de 7 e 63 dias (Silva et al., 2022). Entretanto, observamos
que a resposta no tecido pulpar foi distinta, ao qual os animais Wild-Type apresentaram uma
maior marcacao de TNF-a aos 7 e 70 dias enquanto que o Knockout apresentou menor
marcacao.

Estudos demonstram que a citocina TNF-a inibiu a atividade de fosfatase alcalina, um
mediador de diferenciacdo odontoblastico e osteogénico, em periodos prolongados (Nakayama
et al., 2016; Min et al., 2006). Enquanto que, Paula-Silva et al., 2009a em um estudo /n vitro
demonstram que o TNF-a estimula as células da polpa dentaria em fendtipo odontoblastico.
Por outro lado, Lamarque, (2022), observou /n vitro que células da polpa dentaria estimuladas
com TNF-a induzem a biomineralizagdo, e inibe a diferenciacdo de pré-osteoblastos, além de
que, o TNF-a reduziu a expressao de Runx-2, elemento chave na transcricao associado a
diferenciacao osteoblastica. Outro estudo /n vitro relatou que células-tronco da polpa dentaria
(DPSC) senescente apresentaram uma maior diferenciacdo odontoblastica com o TNF-a devido
a altos niveis de TNFR1 (Nozu et al., 2018). Corroborando com achados encontrados em nosso
trabalho, em que, o grupo de animais Wild-Type, ou seja, com o TNFR1 apresentou maior
neoformacgao de tecido mineralizado comparado com os animais Knockout.

A concentracao de TNF-a pode influenciar na resposta pulpar /n vitro, sendo que em
baixas concentragdes estimula o processo de diferenciacao osteogénica em células da polpa,
além de induzir um aumento de marcadores de mineralizagao e também de transcricdo Runx-

2, em altas doses possui 0 papel de inibir, sendo um processo dose dependente (Qin et al.,



Capitulo 2 | 74

2015). O TNF-a induziu a mineralizagdo, além de aumentar a expressao de genes relacionados
com a osteogénese e fator de transcricdo Runx-2 (Feng et al., 2013; Cui et al., 2017). Em
nossos achados, a via de sinalizagdo TNF-a-TNFR1 ndo impactou na sintese de RUNX-2 por
odontoblasto e células da polpa dentaria.

In vitro, a expressao de OPN e DSP foi aumentada no periodo de 7 dias em células-
tronco pulpares que estiveram em contato com MTA (Youssef et al., 2019). Resultados
semelhantes encontrados em nosso estudo, ao qual, esses marcadores de mineralizagao
apresentaram maior marcacao no periodo de 7 dias. O estimulo com MTA e Biodentine
promoveu maior expressao de SPP1, RUNX-2 e ALPL em células da polpa dentaria (Daltoé et
al., 2016). A OPN é um importante mediador de remodelacdo dssea e esta associado ao
processo de mineralizagdo, sendo que em baixas concentragdes sugere que o tecido é menos
propenso a formacao de tecido mineralizado, ou quando superexpresso pode inibir a deposigao
de mineral (De Paula et al., 2022).

Foi visto que, macréfagos, TNF-a e Interleucina-1B promovam a transcricao e
liberacao de OPN (Icer e Gezmen-Karadag, 2018). Um estudo observou uma correlacao entre
a expressao RNAm para 7NF-a com OPN na polpa dentaria humana, sugerindo que a OPN
pode mediar a produgao de TNF-a (Hasan et al., 2022). Foi observado em dentes de ratos,
que a falta de OPN promove formacdo mais rapida de dentina e cemento (Foster et al., 2018).
Em nosso estudo observamos essa interagao do TNF-a com a OPN, e que a auséncia do TNFR1
reduziu a marcagao de OPN e nao apresentou formagao de dentina no interior dos canais
radiculares.

A DSP é necessaria para diferenciacdo de células da linhagem de odontoblasto e
favorece o processo de mineralizacao da dentina (Ritchie, 2018; Lim et al., 2021). Estudos
relatam que a auséncia desta proteina reduz a espessura de dentina neoformada, além de
possuir defeitos mais graves de hipomineralizagao (Suzuki et al., 2009; Gibson et al., 2013).
Um estudo /in vitro com células mesenquimais da papila apical e células-tronco da polpa
dentaria e /n vivo, demonstraram que DSP participa do processo de diferenciacao e
mineralizacdo em células dentarias (Li et al., 2017). A DSP apresentou um papel importante
na diferenciacdo da polpa dentaria, na secrecao da matriz dentinaria e na mineralizacao, além
de promover maior formacao de barreira mineralizada apds protecdo pulpar direta em Furdes
em um estudo /n vitro e in vivo (Chuang et al., 2022). Em nosso estudo a DSP foi marcada
em maior quantidade aos 7 dias na presenca do TNFR1 e reduzida na auséncia deste receptor,
ao qual, esta proteina possa estar envolvida no processo de formacao da barreira dentinaria

vista no periodo de 70 dias nos animais Wild-Type.
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A literatura relata que a longo prazo a permanéncia de um processo inflamatoério e da
citocina TNF-a pode inibir o processo de mineralizagao nas células pulpares /in vitro (Min et al.,
2006). Estudos que avaliam a resposta tecidual dos materiais endodonticos, citam que
inicialmente acontece um recrutamento de células inflamatdrias, que posteriormente, é
controlado e inicia a formagdo de colageno ou tecido mineralizado (Daltoé et al., 2016; Paula
et al., 2019; Silva et al., 2022). Nossos resultados demonstram, que a resposta inflamatdria
nos animais Knockout foi exacerbada e ndo controlada devido a auséncia de ligacao do TNF-
a ao seu receptor, assim promovendo necrose tecidual e formacao da lesao periapical
tardiamente /n vivo. O conhecimento de qual via esta envolvido no reparo pulpar pelo TNF-a
ainda é obscuro. Nosso estudo objetivou demonstrar que a via TNF-a/TNFR1 influencia o
processo de reparo pulpar através de mediadores de mineralizacdo, desde os periodos iniciais
e até mesmo a longo prazo /in vivo. E que, esta compreensdao mais detalhada possibilita
descobertas de novos caminhos em busca de terapias endodonticas conservadoras.
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3.5 CONCLUSAO

A auséncia do TNFR1 ndo permitiu a formacao de tecido mineralizado no canal radicular
e levou a um maior processo inflamatorio do tecido pulpar, o que ocasionou a formacao da
necrose pulpar e lesdo periapical. A falta do TNFR1 impediu a sintese de mediadores de
mineralizacggo OPN e DSP, e consequentemente alterou a resposta no processo de

neoformacdo dentaria.

A) A neoformacgdo dentinaria foi menor nos animais Knockout aos 70 dias comparados aos
animais Wild-Type. Aos 7 dias nao foi observado formagao de tecido mineralizado em
nenhum grupo.

B) O processo inflamatdrio exacerbado ocasionou a formagao da lesao periapical nos animais
Knockout aos 70 dias e, consequentemente apresentou maior nimero de neutrdfilos na
regiao periapical.

C) Os canais radiculares ndao apresentaram contaminacao bacteriana em nenhum dos grupos
analisados.

D) Os animais Knockout apresentaram menor marcagao para TNF aos 7 e 70 dias comparados
aos Wild-Type. A ablacdo de TNFR1 resultou em menor sintese de proteinas de
mineralizacdo (DSP e OPN) aos 7 e 70 dias.
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ANEXOS
ANEXO A - Comissio de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGEA INE RIBEIRAO PRETO

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Of. CEuA 0292019 Ribeirdo Preto, 20 de marge de 2019,

Ref. processo n® 2019.1.139.58.0
Senhor{a) Pesgusador(a),

Informamos que a Comissda de Ebica no Uso de Animak da FORP, em no 654
Sessdo, realzada em 20/03/2019, APROVOU o5 precedimentos étcos apresentadas na Protocolo
sobra @ Pesquiza ntitulada: "Papel do fatar de nerose tumaral-a na inflamacho € no reparo pulpar e
periapical”, emitindo o centificado aneso,

Informamos, tambam, que deverd ey enlrégue na Secrétaria da CEUA, até
31/01/2021, o Relatdrio Final contendo o5 resullados efou resumo da trabalho publicada.

Atenaiceamente,
a7
/ -
| L} - J - -
Profa. diara De RLessi Daldegan

Coordenadora da Camissdo de Etica na Usa de Animats

mofa). Sn(a)

Prof, Dr. Francisco Wanderley Garcla de Paula @ Sitva
Departamento de Cinica Infantdl

desta Facukiace

Jiwdn

AVENIDA DO CAFE S/N" « TEL: Q18| IS 5025074128 FAX: (18] 33254102
T4048- 902 - RIBEIRAD PRETO - SP- BRASIL
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. - UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO
C E u A FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO PRETO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Comennded (o £T0A 20 USS (0 Avman

CERTIFICADO CEUA - FORP/USP

Cerificamos que o prejeto intitulado “Papel do fator de necrose tumoral-a na
inflamagdo e no reparo pulpar e periapical™, Protocolo n” 201811385680, sob a
responsabllidade do Prof. Dr. Francisco Wanderley Garcia de Paula e Siva - gue envolve
a produgiio, manutencdo efou ulilizagdo de animais pertancentes ao filo Chordata, subfilo
Veneabrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) ~ encontra-se
de acordo com o0s preceitos da Lei n® 11.764, de 0B de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2008, e com as normas aditadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologa de Riberao Preto (CEUAFORP)
em 20003/201%

Vigéncia do Projeto | 01/04/2018 a 31/12/2021 |
EspécieiLinhagem | Camundongo isoginico ! | Camundongo Knockout / x
e C57BL-6 PSS, 6-Tndrsfiatmiimx

N° de animas 100 100

Pesolldade 20-22g / 6-8 samamas |
Sexo Macho

Origem Biotério Central — PUSP-RP / Biotério da Faculdade

de Medicina de Ribeirdo Prato - USP

Ribeirao Preto, 20 de margo de 2018.

Coordenadora da Comissdio de Etica no Uso de Animais

CEUA-. FORP/USP
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B U L
Paduiinait 18 Ot tn B 48 BRIl PO

CEUA

Commmio pe Even we Uso ot Avssam

UNIVERSIDADE DE SA0 PAULO

~

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAO Paﬁfo
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICATE CEUA - FORP/USP

We hareby certdy that the project entitied “Role of tumor necrosis factor-a in

pulpal and periapical inflammation and repair” Protocol n® 20191 138.58 0. under the

responsiility of Prof. Dr. Francisco Wanderley Garcia de Paula e Siva - involving the

production, maintenance andfor uga of animals from the phylum Chordata, subphylum

Verlebrala (except human), for purposes of scientific research (or teaching) - is In

accordance with the provisions of Law No. 11.784, of October 8th, 2008, Decree No. 6639

of July 15th, 2008, and the rules issued by the National Board of Animal Experimentation

Contral (CONCEA), with the Ethical principles in anima! resaarch adopted by the Animal

Research Ethics Commntee of the School of Dentistry of Riteirdo Preto, University of S8o

Paulo, Brazi, and was appraved in 20/03/2019.

"Duration of the Project | 01/04/2019 - 31/12/2021
Species/Lineage Isogenic Mouse  C5TBL& | Knockout Mouse / pS5; 6-
Tofrsflatmlmx

N? of animais 100 100

Weight / age 20-229 / 68 weeks-0ld

Gender Mae

Ongin Central Animal Research Facilities of Campus Ribeirdo
Prato - University of S3o Paulo / Animal Research
Faclities of Riveiriio Preto Medical School — University of
Sdo Paulo

Ribairdo Preto, March 20th, 2019.

2

diara De Rossi Daldegan
Caordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais

a’a’)

CEUA- FORP/USP
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ANEXO B - Comissao Interna de Biosseguranca

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ORONTOLOGEA DE RIBEIRAQ PRETD

Comessio loterma e Biossgunnga - CIBlo - FORP/USP

OF CIBlc-FORP/USP.002.21

Ribwirfo Preto, 27 de julbo de 2021,

REF.! PIoj6to A% D0AD/S8.004.01.06/2020 (ve-1)

Titulo do Projeto: Papel do fator de necrose tumoral - @ na edlamaglio ¢ no reparo pulpar e
pariagicy

Requerente: Prof. Or. Francisco Wanderley Garcia de Paula @ Silva

Senhor Professor,

Encaminhamos “od referendum” da ComissBo Interma de Blasseguranga - CBlo
FORP/USP o projeto intitulado “Papel do fastor de necrose tumoral = @ ra inflamacio & no reparo
pulpar e periapical®, Classe de Risco 1, sob o ndmero 0040/98.00M-01,06/2020 , tendo em vists queo
ralinor da ClBlo - FORP/USP emitiv parecer favorivel,

Lembramos que, no finad de cada a0, o resporsdvel pelo projto: deve enviar 3 CIBlo
da FORP/USP relstdrio pars que a Clblo possa submeter & CTBNIo Relatério Anual, conforme
ResolugSo Normathva N® 1, de 20 de Junho de 2006 {Alerads pela Resoluglic Normativa N2 11, de 22
g outubeo de 2013 e pels Resolugio Normativa NE 14, de 05 de feversiro de 2015).

Scgue anexo roteiro para elabaragio do Relatdrio Anual,

Atenciosamente,

Frof Or. JAnkoe
Fresideare inderro ¢ Biossegarange
Q- roaruse

lime. Sr.
Prof. Or. Frandsco Wanderley Garcla de Pauta @ Silva

T AVENIDA DO CAFE W - TEL. (oKX 16603353 - 0333195 [ T —
T440-904 - RIBERAD PRETO - 82 - DRASE,



