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RESUMO

Embora a patogénese dos cistos radiculares (CRS) ja esteja estabelecida, a funcdo inflamatoria
em manter e estimular o crescimento destas lesdes ainda precisa ser melhor esclarecido. A
presente pesquisa avaliou a compreensdo da resposta inflamatoria através da expressdo
imunoistoquimica da galectina-1 (gal-1) e Bcl-2 em 19 CRs refratarios a tratamento
endodéntico e em 19 CRs presentes em dentes ndo submetidos a tratamento endodontico,
correlacionando-a com os parametros histopatoldgicos de intensidade de infiltrado inflamatério
e padrédo de revestimento epitelial. Os espécimes foram submetidos & marcacdo pelo método
imunoistoquimico, utilizando os anticorpos anti-gal-1 e anti-Bcl-2. A analise quantitativa foi
realizada pela contagem de células inflamatorias, examinando a localizacao citoplasmatica e/ou
nuclear para proteina ga-1, e para Bcl-2 a localizacdo citoplasmatica, mediante o estudo de 5
campos microscopicos com maior imunorreatividade para cada componente avaliado. A anélise
morfoldgica do revestimento epitelial revelou distribuicdo semelhante para os dois grupos de
CRs, com prevaléncia do padréo de epitélio hiperplasico. Os CRs ndo submetidos a tratamento
endoddntico exibiram, em sua maioria, o infiltrado inflamatorio Grau Il e os CRs refratarios
ao tratamento endodéntico, o infiltrado inflamatdrio Grau I/1l. A analise dos percentuais de
imunopositividade citoplasmatica para gal-1 revelou expressdo significativa nos CRs sem
tratamento endodontico em relacdo aos CRs refratdrios ao tratamento. Referindo-se aos
aspectos histopatologicos dos CRs, foi vista diferenca estatisticamente significativa apenas para
0s percentuais de imunoexpressdo nuclear de gal-1 no revestimento epitelial das lesGes. A
imunoexpressdo de Bcl-2 foi apresentada em todos os casos de CRs, tanto no revestimento
epitelial quanto na capsula fibrosa. No tocante as caracteristicas histopatolégicas dos CRs, foi
identificada diferenca estatisticamente significativa apenas para 0s percentuais de
imunoexpressdo de Bcl-2 na capsula fibrosa de CRs com revestimento epitelial hiperplasico em
relacdo aos CRs com revestimento atrofico. Apenas o grupo dos CRs refratarios ao tratamento
endoddntico exibiu correlacdo positiva entre as imunoexpressdes citoplasmatica e nuclear de
gal-1 no revestimento epitelial. N&o foi visto correlacdo para as imunoexpressoes de gal-1 e
Bcl-2 nos compartimentos teciduais (epitelial e conjuntivo) e celulares (citoplasma/nucleo) dos
grupos de CRs estudados. A presenca de gal-1 nos compartimentos teciduais (epitelial e
conjuntivo) e celulares (citoplasma/nucleo) dos grupos de CRs estudados pode indicar sua
atuacdo na mitigacéo das respostas inflamatorias ndo resolvidas, sugerindo a necessidade de
mais estudos para a compreensdo do seu papel no comportamento bioldgico dessas lesdes. A

maior imunoexpressdao de Bcl-2 na capsula fibrosa dos CRs com padrdo de revestimento



epitelial hiperplésico parece estar relacionada & manutencdo de estimulo antigénico e

consequente proliferacdo celular.

Palavras-chave: cisto radicular; galectinas; apoptose; imunoistoquimica.



ABSTRACT

Although the pathogenesis of radicular cysts (RCs) is already established, the inflammatory
function in maintaining and stimulating the growth of these lesions still needs to be better
clarified. The present research evaluated the understanding of the inflammatory response
through the immunohistochemical expression of galectin-1 (gal-1) and Bcl-2 in 19 RCs
refractory to endodontic treatment and in 19 RCs present in teeth not submitted to endodontic
treatment, correlating it with histopathological parameters of inflammatory infiltrate intensity
and pattern of epithelial lining. The specimens were subjected to staining using the
immunohistochemical method, using anti-gal-1 and anti-Bcl-2 antibodies. Quantitative analysis
was performed by counting inflammatory cells, examining the cytoplasmic and / or nuclear
location for protein ga-1, and for Bcl-2 the cytoplasmic location, by studying 5 microscopic
fields with greater immunoreactivity for each component evaluated. The morphological
analysis of the epithelial lining revealed a similar distribution for the two groups of RCs, with
prevalence of the hyperplastic epithelium pattern. RCs not submitted to endodontic treatment
exhibited, in their majority, Grade 11l inflammatory infiltrate and RCs refractory to endodontic
treatment, Grade 1 / Il inflammatory infiltrate. The analysis of the percentages of cytoplasmic
immunopositivity for gal-1 revealed significant expression in RCs without endodontic
treatment in relation to RCs refractory to treatment. Referring to the histopathological aspects
of the RCs, a statistically significant difference was seen only for the percentages of nuclear
gal-1 immunoexpression in the epithelial lining of the lesions. Bcl-2 immunoexpression has
been shown in all cases of RCs, both in the epithelial lining and in the fibrous capsule.
Regarding the histopathological characteristics of the RCs, a statistically significant difference
was identified only for the percentage of Bcl-2 immunoexpression in the fibrous capsule of RCs
with hyperplastic epithelial lining in relation to the RCs with atrophic lining. Only the group of
RCs refractory to endodontic treatment showed a positive correlation between cytoplasmic and
nuclear immunoexpressions of gal-1 in the epithelial lining. No correlation was found for the
immunoexpressions of gal-1 and Bcl-2 in the tissue (epithelial and conjunctive) and cellular
(cytoplasm / nucleus) compartments of the studied RC groups. The presence of gal-1 in the
tissue (epithelial and conjunctive) and cellular (cytoplasm / nucleus) compartments of the
studied RC groups may indicate its role in mitigating unresolved inflammatory responses,
suggesting the need for further studies to understand their role in the biological behavior of

these lesions. The greater immunoexpression of Bcl-2 in the fibrous capsule of the RCs with a



pattern of hyperplastic epithelial lining seems to be related to the maintenance of antigenic

stimulus and consequent cell proliferation.

Keywords: radicular cysts; galectins; apoptosis; immunohistochemical
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1 INTRODUCAO

1.1 CISTO RADICULAR (CR)

Os CRs sdo caracterizados como cistos odontogénicos de origem inflamatdria
associados a um dente ndo-vital (EL-NAGGAR, et al., 2017). Grossmann et al. (2007) e
Johnson et al. (2013), afirmaram que os CRs representam o tipo mais comum de cistos
odontogénicos encontrados nos ossos gnaticos, correspondendo, nestes estudos, a 61% e 54,6%
destas patologias.

Segundo Alcantara et al. (2013), os CRs sdo formados a partir da proliferagdao dos
restos epiteliais de Malassez em lesdes periapicais causadas pela infecgdo do SCR.
Histologicamente, apresentam em geral, tecido epitelial de revestimento hiperplasico do tipo
pavimentoso ndo ceratinizado, suportado por uma cépsula fibrosa, contendo um infiltrado
inflamatorio predominantemente cronico (KADAM et al., 2014; BERNARDI et al., 2015).

A extensdo da proliferacdo do epitélio de revestimento na patogénese de um cisto
parece estar relacionada aos fatores de crescimento liberados pelas células inflamatorias. No
epitélio ndo proliferante, hd menos infiltracdo de células inflamatorias. Portanto, existe uma
estreita relagdo entre inflamagao e hiperplasia epitelial (LIN et al., 2009). Entretanto, o papel
do tecido epitelial e conjuntivo, bem como o efeito da constitui¢do fisioldgica das células do
estroma e da natureza transitéria das células inflamatorias, no processo biologico de evolucao
da lesdo cistica ainda nao estao claros (BERNARDI et al., 2015).

Uma proposta para subdivisdo dos CRs, considerando o padrio de revestimento
epitelial, foi proposta por Cury et al. (1998). Segundo estes autores, os CRs podem ser
classificados em atroficos, quando apresentam em sua maior extensao um epitélio constituido
por 2 a 10 camadas de células de espessura e interface epitélio/capsula plana. Ja os cistos
hiperplasicos sdo revestidos por epitélio estratificado escamoso, com espessura variavel,
possuindo mais de 10 camadas de células, e interface epitélio/capsula arciforme.

As opcOes terapéuticas indicadas para os CRs variam desde o tratamento
endoddntico convencional até a cirurgia parendodontica. O objetivo € alcancar o reparo
periapical, restaurando a arquitetura original e a fun¢do biologica do tecido injuriado. Apds o
tratamento endodontico, o aparecimento ou a persisténcia de uma lesdo periapical parece ser
um critério utilizado para definir, a longo prazo, o insucesso do tratamento (LIN;
ROSEMBERG, 2011).

O reparo dos CRs apos terapia ndo cirurgica do SCR ocorre, principalmente, através
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da morte celular programada (LORETO et al., 2013; BRITO et al., 2018). As células epiteliais
presentes no revestimento epitelial dos CRs podem parar de proliferar pela redugdo de
mediadores inflamatorios, citocinas pro-inflamatoérias e fatores de crescimento, decorrentes da

ativacao da apoptose ou dos sinais de morte recebidos durante o processo de reparo periapical

(LORETO et al., 2013).

1.2 APOPTOSE E BCL-2

Apoptose (derivada da palavra grega para o "cair" de folhas de uma arvore) ¢ uma
morte celular programada que desempenha um papel crucial no desenvolvimento, homeostase
dos tecidos e imunidade. As manifestacdes morfologicas da apoptose incluem a formacgdo de
bolhas na membrana celular, encolhimento da célula e formacdo de corpos apoptéticos. A
apoptose pode ser executada por trés vias diferentes: a via extrinseca, a via intrinseca e a via
induzida (NIRMALA; LOPUS, 2020).

O crescimento ou atividade inflamatéria dos CRs depende do equilibrio entre
proliferagao e morte de células epiteliais. Logo, a auséncia de fatores ambientais favoraveis e a
presenca da apoptose podem atuar evitando a proliferagdo celular e, consequentemente, o
crescimento da lesdo (LOYOLA et al., 2005; LEONI et al., 2012).

Como pega central do programa apoptotico e o principal brago efetor do programa
de morte celular estd a familia de proteinas relacionadas do linfoma de células B/leucemia-2
(Bcl-2). O membro protétipo desta familia ¢ Bel-2, um acronimo para gene linfoma de células
B/leucemia-2, que foi descoberto pela primeira vez no ponto de quebra de t (14; 18) em um
linfoma de células B folicular ndo Hodgkin. As proteinas codificadas pela familia Bcl-2
localizam-se na membrana mitocondrial externa, na membrana nuclear ¢ no reticulo
endoplasmatico (MARTINS et al., 2011; PHULL; METGUD; PATEL, 2017).

Phull; Metgud; Patel (2017), detectaram a expressdo da proteina antiapoptodtica
Bcl-2 em lesdes odontogénicas como o ameloblastoma, o tumor ceratocisto odontogénico € o
CR correlacionando as caracteristicas histologicas e o potencial biologico dessas patologias.

Outros estudos também abordam a atuagdo de Bcl-2 no mecanismo programado de
morte celular para controle homeostatico da celula (MARTINS et al, 2011; SOLUK
TEKKESIN et al., 2012; LORETO et al., 2013). No entanto, nenhum estudo correlacionou a
imunoexpressao desta molécula apoptotica com as galectinas, que de acordo com Dhirapong et
al. (2009) regulam varios processos celulares, incluindo apoptose e sdo encontradas em 6rgaos

linféides primarios e secundarios, além de células do sistema imunoldgico circulante, apoiando
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seu papel na imunidade.

1.3 GALECTINAS

As galectinas correspondem a classe de lectinas mais amplamente expressas em
todos os organismos e estdo implicadas em muitos processos, incluindo as interagdes celulares,
polaridade, trafego de moléculas no meio intracelular e transdugio de sinais (HERNANDEZ et
al., 2020). Sdo uma familia de proteinas de ligagdo a B-galactosideos soluveis, amplamente
expressas em locais de inflamagdo, infec¢do e crescimento do tumor, surgindo como uma nova
classe de DAMPs ou RAMPs que servem para amplificar ou resolver as respostas inflamatorias
(YASEEN et al., 2020).

Na maioria das circunstancias, efeitos estimuladores ou inibidores variam de
acordo com diferentes contextos de tecido, localizacdo intracelular ou extracelular dessas
proteinas e condi¢des patoldgicas. Ilustrando este conceito, as gal-3 e gal-9 foram propostas
para atuar como alarminas ou DAMPs que orquestram as respostas inflamatorias durante a
sepse, infec¢do parasitaria e neuroinflamagdo, além de exibir atividade imunoinibidora em
microambientes tumorais (SUNDBLAD et al., 2017).

A gal-1, a primeira galectina identificada, atua tipicamente como um mediador pro-
resolucdo, reprimindo uma série de programas imunes inatos e adaptativos. Do ponto de vista
estrutural, ¢ composta por duas subunidades de 14,5 kDa presentes em um equilibrio dindmico
de dimerizagdo. Notavelmente, a expressio de gal-1 ¢ proeminente em locais
imunoprivilegiados, como placenta, testiculos e no olho. E significativamente modulada para
mais ou para menos em condi¢des inflamatorias, incluindo infec¢do microbiana,
autoimunidade, alergia, cancer, disturbio reprodutivo, doengas neurodegenerativas e infarto do
miocardio (SUNDBLAD et al., 2017).

Apresenta ampla distribuicdo em tecidos adultos e é expressa por macrofagos,
células dendriticas, células T ativadas, células do estroma do timo, células endoteliais e células
epiteliais, afetando processos de adesdo de células imunes, migragdo, ativacao, proliferagao,
diferenciagdo, apoptose, e sinalizacdo, evidenciando o papel critico, intra e extracelularmente,
na resolugdo da inflamag¢ao (CARLOS et al., 2018; ABEL, et al., 2019; KRAUTTER, et al.,
2020).

Estudos sobre a galetina-1 em lesdes cisticas apenas o de Brito ef al. (2018) que
avaliaram as imunoexpressdes das galectinas-1, -3 e -7 em granulomas periapicais, cistos

radiculares e cistos radiculares residuais, mostrando alta expressao de galectina-1 em células
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do tecido conjuntivo, o que poderia estar relacionado a uma tentativa de controle local do

processo inflamatorio.
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2 PREAMBULO

As lesdes periapicais sdo as patologias mais frequentes nos 0ssos gnaticos, €
consistem em uma resposta inflamatéria do tecido do hospedeiro a infeccdo bacteriana do
sistema de canais radiculares (SCR), manifestando-se como cistos radiculares (CRs) e
granulomas periapicais. As respostas teciduais e imunologicas sdo fundamentais para a prote¢ao
da disseminagdo de agentes infecciosos para outros locais. As bactérias causam danos diretos
aos tecidos perirradiculares pela agao de exotoxinas, enzimas e metabolitos. No entanto, seus
principais efeitos na patogénese das lesdes periapicais tém grande probabilidade de estar
relacionados a componentes estruturais celulares, além de outros fatores liberados que
promovem danos indiretos aos tecidos, estimulando e modulando a resposta inflamatéria do
hospedeiro (ANDRADE et al., 2013; ESTRELA et al., 2014; DESSAUNE NETO et al., 2018).

Marton e Kiss (2014) e Dill ef al. (2015) descreveram que uma rede de fatores
inibitorios e estimulatorios pode influenciar a intensidade de defesa e respostas inflamatorias,
bem como o balango entre a reabsorcao e a regeneragao Ossea, resultando no reparo ou expansao
das lesdes periapicais.

O tratamento endodontico contemporaneo visa preservar a funcionalidade e a
estética dos dentes, sendo uma das intervengdes dentais mais eficazes com alta taxa de sucesso.
Todavia, em certos casos, esta terapia pode falhar, favorecendo a recorréncia de sintomas
clinicos e manutengio de 4rea radiolucida periapical NESKOVIC et al., 2016; KARAMIFAR;
TONDARI; SAGHIRI, 2020).

Os estudos de Estrela e al. (2016) apontaram que as lesdes refratarias ao tratamento
endoddntico sdo biologicamente ativas, demonstrando potencial de reabsor¢do dssea. Sao
caracterizadas por um perfil de células imunoinflamatoérias, sugerindo um ambiente supressor
e regulatorio favoravel a um comportamento clinico mais crénico.

Henriques et al. (2016) também demonstraram a complexa resposta imune
envolvendo niveis expressivos de citocinas pro-inflamatorias que prevalece em lesdes
periapicais persistentes ou refratarias ao tratamento endodontico.

Essa citocinas inflamatorias foram identificadas na camada epitelial de CRs,
sugerindo um mecanismo para crescimento continuo e atividade de reabsor¢ao 6ssea moduladas
por interleucinas e TNF-a. Embora o papel das citocinas inflamatdrias na prolifera¢ao dos restos
epitelial de Malassez para a formagdo do revestimento epitelial da cavidade cistica ja esteja
definido, a fun¢do inflamatdéria em manter e estimular o crescimento de lesdes cisticas ja

estabelecidas precisa ser melhor esclarecido (SUNDBLAD et al., 2017).
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As respostas imunoldgicas envolvendo a interacdo entre citocinas anti-
inflamatorios e de pro-resolugdo sdo rapidamente liberados em momentos de estresse celular e
lesdao do tecido para contrabalancar a inflamagao exuberante, mitigar o dano ao tecido colateral
e orquestrar a homeostase celular. (SUNDBLAD et al., 2017). Como exemplo, a administracao
terapéutica de gal-1 suprime a inflamagao cronica dependente de células T na artrite, na hepatite
e na colite, sugerindo um potencial para uso terapéutico em doencas inflamatérias
(BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN, 2018).

Assim, o presente estudo teve como objetivo comparar e correlacionar a expressao
das proteinas gal-1 e Bcl-2 em CRs refratarios a tratamento endodontico e em CRs de dentes
ndo submetidos a tratamento endoddntico, no intuito de melhor compreender a resposta
inflamatoria das lesdes periapicais através dos mecanismos imunorregulatdrios.

A elucidagdo das vias bioquimicas e mecanismos reguladores da inducdo da
apoptose através das proteinas gal-1 e Bcl-2 pode contribuir para o entendimento do
comportamento bioldgico das lesdes cisticas e para estabelecimento de protocolos terapéuticos

mais preditivos.



22

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar e correlacionar a expressao imunoistoquimica da gal-1 e Bcl-2 em CRs
refratarios ao tratamento endodontico e dos CRs ndo submetidos a tratamento endodontico, com
o intuito de compreender o papel dessas proteinas na resposta inflamatérias das respectivas

lesoes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a expressdo citoplasmatica da gal-1 e Bcl-2 em células inflamatorias no
compartimento tecidual (epitelial ou conjuntivo) dos CRs refratdrios a tratamento
endodontico e dos CRs ndo submetidos a tratamento endodontico.

e Quantificar a expressao nuclear da gal-1 em células inflamatorias no compartimento tecidual
(epitelial ou conjuntivo) dos CRs refratarios a tratamento endododntico ¢ dos CRs nao
submetidos a tratamento endodontico.

e Correlacionar a expressdo da gal-1 e Bcl-2 em células inflamatorias de CRs refratarios a
tratamento endodontico e dos CRs ndo submetidos a tratamento endodontico
especificamente no tocante a intensidade do infiltrado inflamatério e ao padrdo do
revestimento epitelial (atréfico ou hiperplasico).

e Correlacionar a expressao da gal-1 no compartimento de células inflamatoérias
(citoplasmatico e nuclear) e a expressdo da Bcl-2 em células inflamatdrias no compartimento
tecidual (epitelial ou conjuntivo) dos CRs refratarios a tratamento endoddntico e dos CRs

ndo submetidos a tratamento endodontico.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa foi cadastrada na Base de Registros de Pesquisa envolvendo seres
humanos (Plataforma Brasil) e foi submetido & apreciacéo e aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), de acordo com a resolugdo 466/12
do Conselho Nacional de Saude, tendo sido aprovado sob o parecer de n.° 2.754.067 (Anexo
A).

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi observacional, analitico, com corte transversal, caracterizado pela
anélise imunoistoquimica das proteinas gal-1 e Bcl-2 em CRs de dentes submetidos a

tratamento endodéntico e em CRs de dentes ndo submetidos a tratamento endodéntico.

4.3 LOCAL DO ESTUDO

Os estudos morfolégico e imunoistoquimico foram realizados no Laboratério de

Patologia Oral da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus Campina Grande.

4.4 POPULACAO

A populacdo deste estudo foi constituida pelos casos de CRs obtidos nos registros
do Laboratério de Patologia Oral da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)/Campus
Recife, Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)/Campus Natal, Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB)/Campus Campina Grande e Universidade de Fortaleza
(UNIFOR)/Campus Fortaleza.

4.5 AMOSTRA

A amostra foi do tipo intencional e ndo-probabilistica, constituida por 19 CRs de

dentes submetidos a tratamento endodéntico e 19 CRs de dentes ndo submetidos a tratamento
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endodéntico que, apds coletadas, foram fixadas em formol a 10% e incluidas em blocos de

parafina.

4.6 CRITERIOS DE SELECAO DA AMOSTRA

4.6.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos no estudo espécimes diagnosticados histopatologicamente como
CRs, através da reavaliacdo das laminas por um patologista oral, a fim de manter a concordancia
diagnostica. Os espécimes exibiam uma cavidade patoldgica revestida total ou parcialmente por
epitélio pavimentoso estratificado ndo ceratinizado, apresentando uma quantidade suficiente de
capsula de tecido conjuntivo fibroso, critério diagndstico de acordo com Bernardi et al. (2015),
para as avaliacbes morfoldgicas e imunoistoquimicas. Adicionalmente, houve a confirmacédo
da informacéo referente aos casos tratados e ndo tratados endodonticamente, através das fichas

de bidpsia.

4.6.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os espécimes com dados clinicos incompletos, tais como
idade, sexo, localizacdo anatomica da lesdo, realizagdo de tratamento endodontico, como
também aqueles que apresentaram quantidade insuficiente de material biolégico nos blocos

parafinados.

4.7 ESTUDO MORFOLOGICO

O estudo morfologico foi realizado no Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Disciplina de Patologia Oral da UEPB. Os espécimes teciduais foram cortados a 5um de
espessura e corados pela técnica de rotina da hematoxilina e eosina (HE). A analise objetivou a
observacao dos aspectos histopatoldgicos das lesdes para que os casos fossem incluidos de
acordo com os critérios estabelecidos.

Através da microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), os cortes foram avaliados nos aumentos de 40x, 100x e 400x por um

examinador calibrado pela analise de concordancia intraexaminador (Kappa) para os graus de
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infiltrado inflamatorio. Os dados da analise histomorfoldgica foram catalogados em planilha
eletrénica Excel (Microsoft Office 2007®).

A intensidade do infiltrado inflamatorio presente no tecido conjuntivo e o padréo
de revestimento epitelial nas lesdes cisticas foram os aspectos histopatoldgicos analisados. A
referida intensidade foi avaliada de acordo com critérios de Peixoto et al. (2012), ou seja,
espécimes cujo infiltrado inflamatorio se apresentaram restritos & um terco do campo
microscopico foram classificados como Grau | (leve infiltrado), as lesdes com células
inflamatorias presentes entre um e dois tercos, como Grau Il (moderado infiltrado) e as lesdes
que exibiram infiltrado inflamatério superior a dois tergos, categorizadas como Grau I
(intenso infiltrado).

O padrdo de revestimento epitelial foi analisado de acordo com metodologia
proposta por Moreira et al. (2000). Fundamentando-se no padrdo predominante de cada caso,
foram classificados como atréficos os cistos que exibiram, em sua maior extensdo, a camada
epitelial constituida por 2 a 10 camadas de células de espessura, e interface entre a cpsula e o
revestimento epitelial plana. Foram considerados como hiperplasicos os espécimes revestidos
por epitélio com espessura variavel possuindo mais de 10 camadas de células e interface entre

a capsula e o revestimento epitelial arciforme.

4.8 VARIAVEIS

As variaveis dependentes e independentes avaliadas neste estudo estdo descritas nos

quadros 1 e 2, respectivamente:

Quadro 1 - Variaveis dependentes avaliadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA

Galectina-1 | Percentual de células Citoplasmatica/membranar
positivas Nuclear

Bcl-2 Percentual de células Citoplasmética/membranar
positivas

Fonte: autora (2021)



Quadro 2 - Variaveis independentes avaliadas no estudo.
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epitelial

encontrado na lesdo

VARIAVEL DEFINIC}AO CATEGORIA

Origem dos | Lesdo periapical crbénica CRs oriundos de dentes tratados

CRs de origem inflamatéria endodonticamente
CRs oriundos de dentes ndo tratados
endodonticamente

Intensidade Intensidade de células Grau |

do infiltrado | presentes no campo Grau Il

inflamat6rio | microscépico Grau I

Padréo de Padréo de revestimento Atrofico

revestimento | epitelial predominante Hiperplasico

Fonte: autora (2021)

4.9 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

4.9.1 Técnica imunoistoquimica

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi

submetida a cortes com 3um de espessura, estendidos em laminas de vidro, limpas e preparadas

com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano, Sigma Chemical CO, USA).

Em seguida, o material foi submetido a técnica imunoperoxidase baseada em
polimeros de dextrano (ADVANCETM HRP, Dako North America Inc., Carpinteria, CA,

USA), utilizando anticorpos monoclonais anti-galectina-1 e anti-Bcl-2, de acordo com

especificidades dos fabricantes (Quadro 3).

Quadro 3 - Especificidade, clone, fabricante, diluicdo, recuperacdo antigénica e tempo de
incubacéo dos anticorpos anti- galectina-1 e anti-Bcl-2.

o ) o Recuperacao
Especificidade | Clone | Fabricante | Diluicéo o Incubacéo
Antigénica
] Santa Cruz ) )
Galectina-1 C45 ] 1:2500 Citrato, pH 6,0 Overnight
Biotechnology
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Steamer, 90°C, 30
min
TrissEDTA, pH 9,0
Bcl-2 124 Dako 1:150 Steamer, 90°C, 30 Overnight

min

Fonte: autora (2021)

A anélise da expressao imunoistoquimica da proteina Bcl-2 nos CRs refratarios a
tratamento endodontico e CRs de dentes ndo submetidos a tratamento endodontico foi
fundamentada na positividade da marcacdo no compartimento epitelial e celular, sendo
consideradas positivas todas as células (epiteliais e inflamatorias) que apresentaram pigmentos
de coloracdo acastanhada no compartimento citoplasmatico/membranar.

No tocante a gal-1, foram consideradas positivas as células epiteliais e inflamatérias
dos compartimentos tecidual e celular que apresentaram coloracdo acastanhada na porcao
citoplasmatica e/ou nuclear.

Como controle positivo, foram utilizados cortes histologicos de tonsilas para ambos
0s anticorpos. Para o controle negativo, as amostras foram tratadas como anteriormente
descrita, exceto pela omissao dos anticorpos primarios no protocolo de imunoistoquimica.

A técnica de imunoistoquimica realizada no Laboratorio de Patologia Oral da
UEPB, seguiu o protocolo a seguir:
= Desparafinizacao: 2 banhos em xilol aquecido (15 minutos cada);
= Reidratacdo em cadeia descendente de etanois:

e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 11 (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);
= Remocdo de pigmentos formdélicos com hidroxido de aménia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
Lavagem em agua corrente (10 minutos)
Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

Recuperacdo antigénica (ver protocolo/ livro de registro);

U

Lavagem em agua corrente (10 minutos);
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Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

Duas incubacdes dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporc¢do de 1/1, para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual (10 minutos cada);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

Duas passagens em solucédo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);

Incubacdo dos cortes com anticorpo primario, em solucéo diluente (EnVision™ Flex
antibody diluent, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a 4°C em camara
Umida;

Duas passagens em solucédo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);

Incubacdo com anticorpo secundario polimerizado a peroxidase (EnVision™ Flex/ HRP,
Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a 4°C em camara Umida (30 minutos);
Duas passagens em solucéo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);

Revelacdo da reacdo com solucdo cromégena de 3,3-diaminobenzidina (EnVision™ Flex
DAB+, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (10 minutos);

Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);

Contracoloracdo com hematoxilina de Harris, a temperatura ambiente (1,5 minutos);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);

Desidratacdo em alcool absoluto:

e Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);
Trés passagens em xilol (2 minutos cada);

Montagem em polimero de acrilatos (Entellan® new, Merck KGaA, Darmstadt, DE).

4.9.2 Analise imunoistoquimica

A andlise da expressdo imunoistoquimica dos biomarcadores nos compartimentos

citoplasmatico e nuclear das células epiteliais e inflamatorias dos CRs refratarios a tratamento

endodéntico e CRs de dentes ndo submetidos a tratamento endoddntico foi realizada por um

observador previamente calibrado por analise de concordancia intraexaminador (Kappa).
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As avaliagdes das imunoexpressdes dos biomarcadores pesquisados foram
estabelecidas mediante analise de 5 campos microscopicos com maior imunorreatividade para
0s componentes epiteliais e de 5 campos microscopicos com maior imunorreatividade no
infiltrado inflamatdrio do componente conjuntivo, avaliados em todas as lesdes no aumento de
200x no microscépio de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar,
DE).

Na sequéncia, foram fotomicrografados os 10 campos microscopicos
representativos das lesdes em alta ampliacdo, 400X, no microscopio de luz (Leica DM 500,
Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE) por um examinador. O programa ImageJ®
(Image Processing and Analysis in Java, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD,
USA) foi utilizado para processamento das imagens e contagem das células epiteliais e
inflamatorias positivas e negativas para os anticorpos estudados, avaliando os compartimentos
citoplasmatico e nuclear para gal-1 e 0 compartimento citoplasmatico para a proteina Bcl-2,
separadamente, a fim de estabelecer o indice percentual de células exibindo imunopositividade

citoplasmatica e nuclear para cada caso, seguindo metodologia de Brito et al. (2018).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com as analises clinicas, morfoldgicas e imunoistoquimicas
foram organizados em um banco de dados informatizado com o auxilio do programa IBM SPSS
Statistics (Versédo 20.0, IBM SPPS Inc., Armonk, NY, USA). Estatistica descritiva foi utilizada
para caracterizacdo da amostra. Os dados obtidos com a avaliagdo dos percentuais de
imunopositividade para gal-1 e Bcl-2 foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, que revelou
auséncia de distribuicdo normal.

Dessa forma, o teste nao paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar
as medianas dos percentuais de células imunopositivas para gal-1 e Bcl-2, de acordo com os
grupos de CRs e suas caracteristicas histopatoldgicas. Possiveis correlagdes entre as
imunoexpressoes das proteinas foram avaliadas por meio do teste de correlagdo de Spearman.

Para todos os testes, foi considerado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE CLINICA E MORFOLOGICA

Os resultados clinicos e morfoldgicos estdo apresentados na Tabela 1 abaixo. Sobre
0s CRs ndo submetidos a tratamento endodéntico, 11 casos foram diagnosticados em mulheres
(57,9%) e 8 casos em homens (42,1%). A idade do paciente variou de 13 a 75 anos, com média
de 36,2 + 17,1 anos. Para os casos de CRs refratérios a tratamento endodéntico, 13 foram
diagnosticados em mulheres (68,4%) e 6 em homens (31,6%). A idade do paciente variou de
15 a 60 anos, com média de 33,3 + 12,1.

Quanto a localizacdo anatbmica, dos CRs ndo submetidos a tratamento
endodontico, 15 dos casos foram na maxila (78,9%) e 4 dos casos, na mandibula (21,1%). Todos
0s casos de CRs refratérios ao tratamento endoddntico estavam localizados na maxila. O tempo
decorrente do tratamento endod6ntico e diagnostico histopatoldgico destes CRs, variou de 6 a
132 meses, com média de 35,6 + 45,3.

A analise morfoldgica do revestimento epitelial revelou distribuicdo semelhante
para os dois grupos de CRs estudados: 11 casos apresentaram epitélio hiperplasico (57,9%) e 8
dos casos exibiram epitélio atrofico (42,1%).

Na andlise do infiltrado inflamatorio nos CRs ndo submetidos & tratamento
endodoéntico, 11 apresentaram infiltrado inflamatorio Grau Il (57,9%) e 8 casos exibiram
infiltrado inflamatorio Grau I/11 (42,1%). Nos CRs refratarios ao tratamento endodontico, 13
dos casos indicaram infiltrado inflamatério Grau 1/11 (68,4%) e 6 casos revelaram infiltrado
inflamatorio Grau 111 (31,6%).
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Tabela 1 - Distribui¢do dos casos de CRs sem tratamento endodéntico e refratarios ao
tratamento endodontico de acordo com as caracteristicas clinicopatoldgicas.

Caracteristicas clinicopatologicas Sem tratamento  Refratario ao tratamento

Idade (em anos)

Variagio 13-75 15-60

Media + desvio padrio 36,2+ 17.1 333+12.1
Sexo

Feminino 11 (57.9%) 13 (68.4%)

Masculino 8 (42.1%) 6 (31,6%)
Localizacde anatémica

Maxila 15 (78.9%) 19 (100,0%)

Mandibula 4(21,1%) 0(0,0%)
Tempo de tratamento endodéntico (em meses)*

Variagdo NA 6-132

Meédia + desvio padrio NA 356 £453
Padréo do revestimento epitelial

Atrofico 8 (42.1%) 8 (42,1%)

Hiperplasico 11 (57.9%) 11 (57.9%)

Intensidade do infiltrado inflamatério

Grau I' T
Grau III

8 (42.1%)
11 (57.9%)

13 (68.4%)
6 (31,6%)

Legenda: NA — N&o se aplica.

* Informacao sobre o tempo de tratamento ndo estava disponivel em 8§ casos.

Fonte: autora (2021)
5.2 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA
5.2.1 Imunoexpressao de galectina-1
No revestimento epitelial foi observada a imunoexpressdo de gal-1 em todos 0s
casos de CRs sem tratamento endodontico e em 18 dos CRs refratirios ao tratamento

endodontico (94,7%) (Figura 1). Nao foram constatadas diferencas estatisticamente

significativas nos percentuais de imunopositividade para gal-1 entre os CRs sem tratamento
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endoddntico e refratarios ao tratamento, tanto para a avaliacdo em citoplasma (P = 0,249)
quanto em nucleo (P = 0,404) (Tabela 2).

Figura 1 - Fotomicrografias da imunoexpressdo de galectina-1 em CRs ndo submetidos
a tratamento endodontico. (A) e (B) Células do revestimento epitelial hiperplasico exibindo
expressdo citoplasmatica e nuclear (x400). (C) e (D) Infiltrado inflamatdrio intenso
evidenciando expressao citoplasmatica e nuclear na capsula fibrosa.

Fonte: autora (2021)

Na cépsula fibrosa foi constatada imunoexpressdo de gal-1 em todos os casos de
CRs avaliados no presente estudo, com positividade em células inflamatorias (Figura 2).
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Figura 2 - Fotomicrografias da imunoexpressdo de galectina-1 em CRs refratarios ao
tratamento endodontico. (A) e (B) Capsula fibrosa evidenciando infiltrado inflamatério Grau
111 e expressdo nuclear em células inflamatdrias (x200). (C) e (D) Células inflamatérias
proximas ao revestimento epitelial hiperplasico exibindo expressao nuclear (x400).

Fonte: autora (2021)

A analise dos percentuais de imunopositividade citoplasmatica para gal-1, revelou
expressdo significativamente superior nos CRs sem tratamento endodontico quando
comparados aos CRs refratarios ao tratamento (P = 0,045) (Tabela 3). Por sua vez, ndo foram
constatadas diferencas estatisticamente significativas nos percentuais de imunopositividade
nuclear para gal-1 entre os grupos de CRs (P = 0,630) (Tabela 3).

Em relacdo aos aspectos histopatoldgicos dos CRs (padrdo do revestimento epitelial
e intensidade do infiltrado inflamatorio), foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas apenas para os percentuais de imunoexpressao nuclear de gal-1 no revestimento
epitelial das lesdes. Nesse sentido, CRs com infiltrado inflamatorio Grau Ill apresentaram
maiores percentuais de positividade nuclear para gal-1 no revestimento epitelial quando
comparados a CRs com infiltrado inflamatério Grau I/11 (P = 0,007) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Tamanho da amostra, mediana, quartis (25 e 75) e significancia estatistica (P) para
as imunoexpressoes de galectina-1 e Bcl-2 no revestimento epitelial dos CRs, de acordo com
o tratamento endodéntico prévio, padrdo do epitélio e intensidade do infiltrado inflamatério.

Galectina-1

Bcl-2
Localizacio/ Variaveis n Citoplasma Nucleo
Mediana (Q25-Q7s) P Mediana (Q25-Q7s) P Mediana (Q25-Q7s) P

Tratamento endodontico

Niao 19 1,4 (0,6 —3,6) 0,249 2,2(0,6-3,4) 0,404 23,3(16,3—41,7) 0,895

Sim 19 1,3(02-21) 0,9 (0,2 - 3,7) 22,8 (11,9 59.8)
Padréio do epitélio

Atrofico 16 1,8(0.2-49) 0,564 0,8 (0,0 - 3,1) 0,100 17,2 (12,3-39,0) 0,183

Hiperplasico 2 1,3(0,6—1,8) 2,6 (0,6 —3,7) 26,5 (15,3 - 61,6)
Infiltrado inflamatdrio

Grau I/ TI 21 0,9(02-23) 0,186 0,7 (0,1 —2,5) 0,007 17,1 (11,3-38,5) 0,138

Grau I 17 1,5(09—3.4) 33 (L9 —4,7) 35,3 (20,9 — 52,7)

Fonte: autora (2021)

Tabela 3 - Tamanho da amostra, mediana, quartis (25 e 75) e significancia estatistica (P) para
as imunoexpressoes de galectina-1 e Bcl-2 na capsula fibrosa dos CRs, de acordo com o
tratamento endoddntico prévio, padrdo do epitélio e intensidade do infiltrado inflamatério.

Galectina-1

Localizacio/ Variaveis n Citoplasma Nucleo B2
Mediana (Q25-Q7s) P Mediana (Q25-Q7s) P Mediana (Q25-Q7s) P
Tratamento endodontico
Nio 19  52(34-89) 0,045 5,9 (4,6 — 10,9) 0,630 55,7(46,5-62,1) 0,804
Sim 19 19(04-71) 7,1 (2,6 — 10,0) 53,9 (46,3 — 66,8)
Padrdo do epitélio
Atréfico 16  52(1,1-88) 0,416 7,5 (3,0 - 13,3) 0,515 49,8 (40,6 — 58,0) 0,033
Hiperplésico 2 38(1,3-6,5) 6,3 (2,8-9.7) 60,7 (49,7 — 69,0)
Infiltrado inflamatorio
Grau I/ T 21 34(0,5-6,7) 0,100 54(24-11,7) 0,355 55,7 (42,4 - 64,0) 0,567
Grau TIT 17 52(2,2-103) 7,1 (5,5 - 10,4) 53,9 (47,8 — 65,8)

Fonte: autora (2021)

5.2.2 Imunoexpressao de Bcl-2

Foi observada imunoexpressdo de Bcl-2 em todos os casos de CR avaliados no

presente estudo, tanto no revestimento epitelial quanto na capsula fibrosa (Figura 3). Ndo foram

constatadas diferencas estatisticamente significativas nos percentuais de imunopositividade

para Bcl-2 entre CRs sem tratamento endodéntico e refratarios ao tratamento, tanto para a
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avaliacdo em revestimento epitelial (P = 0,895) quanto em cépsula fibrosa (P = 0,804) (Tabelas
2e3).

Figura 3 - Fotomicrografias da imunoexpressao de Bcl-2 em CRs com revestimento
hiperplasico. (A) e (B) Alta expresséao citoplasmética no infiltrado inflamatdrio da capsula
fibrosa (x400). (C) e (D) Expresséo citoplasmatica em células epiteliais do revestimento
epitelial (x400).

Fonte: autora (2021)

Com relacdo as caracteristicas histopatoldgicas dos CRs (padrdo do revestimento
epitelial e intensidade do infiltrado inflamatorio), foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas apenas para 0s percentuais de imunoexpressdao de Bcl-2 na
capsula fibrosa dos CRs com revestimento epitelial hiperplasico quando comparados a CRs

com revestimento atrofico (P = 0,033) (Tabela 3).

5.2.3 Correlagao entre as imunoexpressoes de galectina-1 e Bel-2
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As correlagfes entre as imunoexpressdes de gal-1 e Bcl-2 nos CRs estdo
apresentadas na Tabela 5. No grupo dos CRs refratarios ao tratamento endodéntico, foi
observada correlacdo positiva entre as imunoexpressoes citoplasmatica e nuclear de gal-1 no
revestimento epitelial (r = 0,746; P < 0,001). Nos CRs sem tratamento endodontico ndo foram
constatadas correlagdes estatisticamente significativas entre as imunoexpressoes de gal-1 e Bcl-
2 (P >0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 - Coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e significancia estatistica (P) para as
imunoexpressdes de galectina-1 e Bcl-2 no revestimento epitelial e na capsula fibrosa dos
CRs sem tratamento endodéntico e refratarios ao tratamento endodéntico.

CR sem tratamento CR refratario ao tratamento
Localizacao/ Correlacdes

r P r P
Revestimento epitelial
Galectina-1 (citoplasma) x galectina-1 (niicleo) 0,350 0,142 0,746 < 0,001
Galectina-1 (citoplasma) x Bel-2 0,284 0,238 - 0,057 0,817
Galectina-1 (nucleo) x Bel-2 -0,131 0,594 0,293 0,223
Capsula fibrosa
Galectina-1 (citoplasma) x galectina-1 (ntcleo) 0,340 0,154 0,040 0,869
Galectina-1 (citoplasma) x Bel-2 -0,274 0,257 0,354 0,137
Galectina-1 (nicleo) x Bel-2 -0,119 0,627 0,028 0,909

Fonte: autora (2021)
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6 DISCUSSAO

A gal-1, membro da familia das galectinas com especificidade para beta-
galactosideos, tem fortes propriedades imunomoduladoras por regular as interacdes célula-
matriz e a apoptose de células T ativadas (CABALLERO et al., 2020). A proteina Bcl-2, por
sua vez, apresenta atividade antiapoptotica ao inibir a morte celular programada, sem promocao
simultanea da proliferacdo (ORIKPETE; OMOREGIE; OJO, 2020). A compreensdo dos papéis
de Bcl-2 e, sobretudo, da gal-1 no comportamento bioldgico de lesdes cisticas ndo submetidas
a tratamento endodontico e refratarias ao tratamento endoddntico ndo esta bem estabelecida.

Nesse sentido, os resultados desta pesquisa evidenciaram a participacdo da gal-1 e
Bcl-2 nas respostas imunoldgicas dos grupos de lesbes estudadas. A gal-1 apontou maior
expressao citoplasmatica nos CRs sem tratamento endodontico e imunoexpressao nuclear
significativamente maior nos CRs com infiltrado inflamatério Grau Ill, no padrdo de
revestimento epitelial hiperplasico. Os CRs refratarios ao tratamento endodéntico evidenciaram
correlacdo positiva entre as imunoexpressdes citoplasmatica e nuclear da gal-1 no revestimento
epitelial.

No tocante a Bcl-2, foram identificadas diferengas estatisticamente significativas
apenas para os percentuais de imunoexpressao na capsula fibrosa dos CRs com revestimento
epitelial hiperplasico, quando comparados a CRs com revestimento atréfico. Tal achado sugere
que as células epiteliais presentes no revestimento epitelial dos CRs podem parar de proliferar
pela reducdo de mediadores inflamatdrios, citocinas pré-inflamatorias e fatores de crescimento,
decorrentes da ativagdo da apoptose ou dos sinais de morte recebidos durante o processo de
reparo periapical (LORETO et al., 2013).

Os resultados da analise clinica do presente estudo mostraram que os grupos de CRs
foram diagnosticados com mais frequéncia na maxila e no sexo feminino, de acordo com
estudos anteriores (AKINYAMOJU; GBADEBO; ADEYEMI, 2014; TAVARES et al., 2017).

Morfologicamente, os CRs refratarios ao tratamento endodéntico exibiram, em sua
maioria, infiltrado inflamatorio Grau I/Il, sugerindo que mesmo sem o éxito da terapia
instituida, houve reducéo na intensidade do infiltrado inflamatorio. Ao passo que os CRs nédo
submetidos a tratamento endoddntico apresentaram infiltrado inflamatério Grau 111, apontando
que a permanéncia do estimulo antigénico contribui para a intensidade do infiltrado
inflamatorio, o que também justificaria a predominancia do revestimento epitelial hiperplasico
(LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007; FREITAS et al., 2020).
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A andlise imunoistoquimica no revestimento epitelial resultou na
imunopositividade para a gal-1 em ambos os grupos de CRs, sem diferencas estatisticamente
significativas nos percentuais de imunopositividade em relacdo ao compartimento celular, tal
qual o estudo de Brito et al. (2018), indicando a sua provavel participacdo nos mecanismos de
resolucdo inflamatoria das lesdes de ambos 0s grupos.

Law et al. (2020) ressaltaram a hipotese de que, além das suas reconhecidas a¢6es
antiinflamatorias, a gal-1 também possui propriedades pré-resolucdo por meio de suas acdes no
trafego de neutrdfilos e vida atil dos mesmos. Utilizando um modelo bem caracterizado de
peritonite induzida por zimosan, demonstraram que na auséncia de gal-1 ocorreu 0 aumento do
recrutamento de neutrofilos para a cavidade peritoneal, ao passo que na administracdo de gal-1
recombinante apos o pico de inflamacao, foi induzida a apoptose e depuracédo de neutréfilos.

Zhang et al. (2021) fizeram um estudo em pacientes com periodontite, onde a
interleucina (IL) -17 estava significativamente aumentada em comparagdo aos controles,
enquanto a gal-lera menor. Interessantemente, verificou-se que o tratamento com gal-1 reduziu
0s niveis sistémicos de IL-17. A superexpressao de gal-1 atenuou a inflamacdo, autofagia
celular e apoptose induzida por LPS, além de reduzir as expressdes de interleucinas, fornecendo
novos insights sobre a compreensdo da patogénese da periodontite, tornando-se potencial
promissor na regeneracdo do periodonto.

Os expressivos percentuais de positividade em células inflamatorias corroboram
Krautter et al. (2020), cujos estudos enfatizaram que em processos inflamatorios, macréfagos
ativados e células T estimuladas por antigenos produziram altos niveis de gal-1 a fim de
eliminar células T efetoras, modulando respostas inflamatérias e mantendo a integridade e
funcéo dos tecidos.

A apoptose de células T ativadas (preparadas com antigeno) ¢ induzida pela gal-1
de uma maneira dependente de CD45, e a homeostase das células T pode ser regulada pela gal-
1 através da inibicdo da expansdo clonal e inducdo de apoptose. A apoptose de células T
ativadas induzida por galectina-1 é dependente da caspase-8 e -9. Curiosamente, as proprias
células T ativadas podem produzir gal-1 através de MEK1/ERK, p38 MAP quinase e vias de
sinalizacdo da p70S6 quinase, sugerindo que este € um mecanismo autocrino de suicidio usado
para encerrar uma resposta imune efetora. Por outro lado, as células T em repouso podem se
ligar a gal-1, sem inducédo de apoptose (BRINCHMANN; PATEL; IVENSEN, 2018).

De acordo com Sundblad et al. (2017) e Pasmatiz et al. (2019), na maioria das

circunstancias, os efeitos estimuladores ou inibidores variam de acordo com diferentes
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contextos de tecido, localizagdo intracelular ou extracelular dessas proteinas, condi¢oes
patoldgicas e expressdo espaco-temporais de outros programas regulatérios.

Os resultados das investigacdes apontaram diferenca estatisticamente significativas
apenas para 0s percentuais de imunoexpressao nuclear desta proteina no revestimento epitelial
das lesdes, sugerindo novos estudos para fundamentar sua participacdo no desenvolvimento e
diferencgas patogénicas entre os grupos de lesdes cisticas.

Os desfechos do estudo para a Bcl-2 indicaram que houve imunopositividade tanto
em CRs ndo submetidos a tratamento endodéntico, quanto em refratarios ao tratamento
endoddntico nos compartimentos epitelial e conjuntivo, demonstrando a atividade anti-
apoptadtica nessas leses periapicais que perpetuam a infec¢do bacteriana no sistema de canais
radiculares (FREITAS et al., 2020).

A imunoexpressdo de Bcl-2 nas camadas basais dos CRs esta de acordo com 0s
achados de Phull; Metgud; Patel (2017) que verificaram a expressao de bcl-2 e sua distribuicdo
nas células epiteliais das camadas basais e nas células do tecido conjuntivo de ameloblastoma,
ceratocisto e cisto radicular, relacionando caracteristicas histopatologicas ao potencial
bioldgico destas lesdes.

O presente estudo aponta ainda que a imunoexpressdo de Bcl-2 foi mais exuberante
na cépsula fibrosa dos CRs com revestimento epitelial hiperplasico em relagdo aos CRs com
revestimento atrofico, validando o potencial proliferativo na camada epitelial e eventos anti-
apoptoticos no infiltrado inflamatorio (SUZUKI et al., 2005; LUKSCHAL,; LEAL, 2012;
OZTURK et al., 2019).
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7 CONCLUSOES

A presenca de gal-1 nos compartimentos teciduais (epitelial e conjuntivo) e
celulares (citoplasma/nucleo) dos CRs ndo submetidas a tratamento endodontico e refratarios
ao tratamento endoddntico avaliadas no estudo, pode indicar sua atuacdo na mitigacdo das
respostas inflamatdrias ndo resolvidas, sugerindo a necessidade de mais estudos para
estabelecer seu papel no comportamento bioldgico das lesdes cisticas.

A exuberancia da imunoexpressao de Bcl-2 na capsula fibrosa dos CRs com padrao
de revestimento epitelial hiperplasico parece estar relacionada a manutencdo de estimulo
antigénico e consequente proliferacdo celular.

Nao foi visto correlagdo das imunoexpressdes de gal-1 e Bcl-2 no revestimento

epitelial e capsula fibrosa no grupo lesdes cisticas estudadas.
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APENDICE A - FICHA PARA COLETA DE DADOS MORFOLOGICOS DOS CRS DE
DENTES TRATADOS ENDODONTICAMENTE E CRS DE DENTES NAO

TRATADOS ENDODONTICAMENTE.

Caso

CRs tratados ou ndo

endodonticamente

Infiltrado inflamatério

Padréo de
revestimento

epitelial
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APENDICE B — FICHA PARA COLETA DE DADOS REFERENTES A ANALISE DO
NUMERO DE CELULAS IMUNOMARCADAS PELOS ANTICORPOS EM CRS DE

DENTES TRATADOS ENDODONTICAMENTE E CRS
TRATADOS ENDODONTICAMENTE.

Anticorpo: ( ) anti-galectina-1 () anti-Bcl-2
Localizacao: ( ) Epitélio ( ) Capsula

DE DENTES NAO

N° em citoplasma/membrana
Caso Campo

+ -

N° total de células
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de lesdo. Assim como, correlacionar a expressdo de cada marcador imunoistoguimico com o local de
expressao, no compartimento celular (nuclear ou citoplasmatico) e no compartimento tecidual (epitelial ou
conjuntive).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

05 riscos e beneficios estio adequados para a pesquisa.

Comentariok e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo tera carater observacional, deseritivo e retrospectivo. Sera utilizado uma amostra ndo-probabilista
por conveniéncia, a amostra do presente estudo serd constituida por todos os casos de CR, GP e CRR
diagnosticados e registrados no Laboratorio de Patologia Oral da UFPE, do periodo de janeino de 1999 até
margo de 2019. Serdo selecionados 90 espécimes gue terdo sido, anteriormente, fixados em formol a 10%
& incluidos em blocos de parafina. Destes, 30 casos terdo sido diagnosticados como GP, 30 como CR e 30
como CRR. Estes serfo avaliados os aspectos histomorfologicos dos casos selecionados nos aumentos de
40, 100x e 400x, por dois examinadores previamente calibrados por analise de concordancia inter e intra
examinador (Kappa),iltrado inflamatorio. Depois as amostras serdo submetidas a andlise imunohistoguimica
para a andlise das moléculas. A andlise da expressio imunoistoquimica do Bax, Bel-2, caspase-3 e DR-S e
em GP, CR e CRR sera fundamentada na positividade da marcagdo, sendo consideradas positivas todas as
células (inflamatérias e epiteliais) que apresentarem pigmentos de colorago acastanhada no citoplasma
celular. Ja para a galectina-1, serdo consideradas positivas as células inflamatarias e epiteliais que
apresentarem coloragdo acastanhada na porgdo nuclear efou citoplasmatica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:

0 pesquisador responsavel anexou os seguintes documentos conforme solicita a resolugdo n*466/12:

1- Carta de anuéncia para a utilizagio do Laboratdrio de Patologia Oral da Universidade Federal de
Pemambuco (UFPE);

2- Folha de rosto devidamentie assinada e carimbada;

3 Curriculo lattes dos pesquisadores envolvidos no desenvolvimento do projeto;

3~ Termo de compromisso e confidencialidade;

6- O orgamento e cronogramas estio adequados a proposta;

T- Autorizac 3o de uso de dados;

8- Anexou o projeto formato world,
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9- Anexou o documenio de vinculo com o doutorado.

Recomendagdes:
Nao Ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

O pesquisador responsavel atendeu aos requisitos &ticos necessarios para a realizagio de pesquisa com
seres humanos, obedecendo a resolugdo N°466/12, e o projeto podera ser iniciado.

Consideragtes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a ﬁ.F‘ED‘M[}ﬂG CEFINITIVA do projeto s6 sera dada apds o envio da Notificagdo com o Relatorio Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatorio Final para envia-lo via
“Maotificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instruges do link “Para enviar Relatorio FinaP, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apds apreciacio desse relatdrio, o CEP emitirad novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema FPlataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugio CHSIMS N 466/12).

Eventuais modificacdes nesta pesquisa devem ser solicitadas atraves de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada & suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatdric que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Elin::a, relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periode de 12 meses a contar da data de sua aprovagdo (item X.1.3.b., da Resoluggo CHSIMS N° 466/12).
O CEP/JFPE deve zerinformado de todos oz efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estude (item V.5., da Resolugio CNS/MS N® 466/12). E papel dofa pesquisadorfa assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo que tenha sido
em outre centro) & ainda, enviar nofificag S0 & ANVISA — Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
| Tipo Documento | Angquivo | Postagem | Autor |S'rtua¢;§n|

Endersgo:  Av. da Engenharia sin® - 1% andar, sala 4, Predio do Cenfro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipic: RECIFE
Telefore: (31)2128-8588 E-mail: cepccsuipe.lbr

Fagna O3de 03



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

49

Platafor
P L ﬁ PERNAMBUCO CENTRODE ‘GRBramll
L I LR CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
Continuagsa do Parecer 2 754067
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | D8/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1102405 pdf 10:11:48
Projeto Detalhado /| projetodetalhado. pdf 07/05/2018 |Livia Matalia Sales Aceito
Brochura 22:19:29 | Brito
Investigador
TCLE / Termos de | tocle_pdf 07052018 |Livia Matalia Sales Aceito
Aszentimento / 221849 (Brito
Justificativa de
Auséncia
Qutros lattespesquisador. pdf DE/0SI2018 |Livia Matalia Sales Aceito
12:50:49 [Brito
Outros dedlaracacdevinculodocurso. pdf DE/DSIZ018 |Livia Matalia Sales Aceito
12:45-51 [Brito
Outros termodecompromissodopesquisador pdf [ D8/05/2018 | Livia Natalia Sales Aceito
12:48:28 [Brito
Qutros declaracaodeautorizacaodeusodedados.| 06/05/2018 |Livia Natalia Sales Aceito
pdf 12:47:16 [Brito
Qutmos Cartatnuencia.pdf DE/DSIZ018 |Livia Matalia Sales Aceito
12:46:07 [Brito
Outros lattescoorientador.pdf DE/0SIZ018 |Livia Matalia Sales Aceito
12:43:18  [Brito
Qutros lattezorientador. pdf DE/0SI2018 |Livia Matalia Sales Aceito
12:40:32 [Brito
Folha de Rosto folhadenosto, pdf DE/DSIZ018 |Livia Matalia Sales Aceito
12:17:10  [Brito

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mao

RECIFE, 04 de Julho de 2018

Aszsinado por:

LUCIAND TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)
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