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RESUMO

Introdugdo: Os mecanismos do processo de patogénese das lesbes periapicais
crdnicas ainda necessitam de mais discussdes. Células-tronco mesenquimais (CTM)
presentes na regido periapical podem participar do processo de génese e desenvol-
vimento das periodontites apicais cronicas, em virtude da capacidade de migragcao e
diferenciacdo em ambientes inflamatorios. Objetivo: Avaliar a expresséo imuno-his-
toquimica dos marcadores de CTM (CD44, CD45, CD73 e CD105) em lesdes peria-
picais crbnicas. Metodologia: Dez amostras de cistos periapicais e dez granulomas
periapicais foram selecionadas do arquivo de blocos do laboratério de ciéncia en-
dodéntica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias (FO/
UFG) para realizagdo de reagdo imuno-histoquimica. A frequéncia da presencga ou
auséncia dos marcadores CD44, CD45, CD73 e CD105 foi avaliada sob microscopia
Optica de luz nos campos de maior expressao, e a expressao imuno-histoquimica de
CTM foi determinada quando houve co-expressao positiva nos marcadores CD44,
CD73 e CD105 e expressao negativa para o marcador CD45. A frequéncia das va-
riaveis qualitativas foram obtidas e avaliadas pelo Teste do Qui-quadrado. Foram
considerados significativos valores de p < 0,05. Resultados: Nos granulomas peria-
picais, 20% (2/10) apresentaram co-expressao para os marcadores positivos de
CTM (CD44, CD73 e CD105) associado a auséncia de expressado para o marcador
negativo de CTM (CD45). No grupo de cistos periapicais hdo houve casos (0/10) de
co-expressao imuno-histoquimica para os marcadores CD44, CD73 e CD105 asso-
ciado a auséncia de expressdo de CD45. Conclusao: Nos cistos periapicais nao
houve expressdo imuno-histoquimica de CTM e a expressao imuno-histoquimica

ocorreu em 2 dos 10 casos de granulomas periapicais.

Palavras-chave: Células-tronco, Diferenciagao Celular, Periodontite apical



ABSTRACT

Introduction: Mechanisms of the pathogenesis process of chronic periapical lesions
still require further discussion. Mesenchymal stem cells (MTC) present in the periapi-
cal region may participate in the process of genesis and development of chronic api-
cal periodontitis, due to the ability of migration and differentiation in inflammatory en-
vironments. Objective: To evaluate the immunohistochemical expression of CTM
markers (CD44, CD45, CD73 and CD105) in chronic periapical lesions. Method: Ten
samples of periapical cysts and ten periapical granulomas were selected from the
block file of the endodontic science laboratory of the Faculty of Dentistry of the Fede-
ral University of Goias to perform an immunohistochemical reaction. The frequency
of the presence or absence of the CD44, CD45, CD73 and CD105 markers was as-
sessed under light microscopy in the fields of higher expression, and the immunohis-
tochemical expression of CTM was determined when there was positive co-expressi-
on on the CD44, CD73 and CD105 markers and negative expression for the CD45
marker. The frequency of the qualitative variables were obtained and evaluated by
the Chi-square test. Values of p <0.05 were considered significant. Results: In the
periapical granulomas, 20% (2/10) presented co-expression for CTM positive mar-
kers (CD44, CD73 and CD105) associated with no expression for the CTM (CDA45)

negative marker. In the periapical cysts group there were no cases (0/10) of immu-
nohistochemical coexpression for CD44, CD73 and CD105 markers associated with

absence of CD45 expression. Conclusion: In the periapical cysts there was no im-
munohistochemical expression of CTM and the immunohistochemical expression oc-

curred in 2 of the 10 cases of periapical granulomas.

Key-words: Stem Cells, Cell Differentiation, Periapical Periodontitis
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1 INTRODUCAO

A Periodontite Apical € uma consequéncia da dindmica reag¢ao entre infecgao
endodéntica e resposta imunoldgica do hospedeiro (NAIR, 2004). A colonizagao de
micro-organismos no canal radicular desencadeia uma reposta imune nos tecidos
periapicais, a qual induz destruicdo do ligamento periodontal e reabsorgédo do osso

alveolar, com a estabelecimento da lesao periapical (STASHENKO, 1998).

No estagio inicial da periodontite apical, as primeiras células inflamatorias en-
volvidas sao neutrdéfilos, as quais liberam prostaglandinas e outros mediadores in-
flamatorios (NEVILLE et al. 2016). Estas células sdo capazes de induzir sintomato-
logia dolorosa e ativar os osteoclastos para reabsor¢do do osso circundante, cujo

objetivo € uma tentativa de impedir a propagacao da infecgdo (NEVILLE et al.,2016).

Na infeccao intrarradicular persistente com equilibrio da resposta do hospe-
deiro verifica-se o predominio de infiltrado inflamatdrio crénico na regiao periapical e
diminuigao da reabsorcido 6ssea, desenvolvendo assim uma les&o periapical cronica
(ESTRELA, 2009). O granuloma periapical € uma lesao periapical crénica caracteri-
zada por um tecido de granulagdo com células inflamatoérias crénicas, vasos neofor-
mados, circundado por um tecido conjuntivo fibroso (MAEDA et al. 2004; NEVILLE et
al. 2016).

Os cistos periapicais sao lesdes que apresentam uma capsula de tecido con-
juntivo fibroso infiltrado por células inflamatérias mistas (mononucleares e polimorfo-
nucleares) revestido por um epitélio estratificado ndo queratinizado de espessura
variavel (REGEZI et al. 2016). A teoria mais aceita na literatura sobre sua patogéne-
se, propde que durante a inflamacao periapical, os restos epiteliais de Malassez que
permanecem na regiao periapical sdo induzidos e se proliferam a partir de fatores de
crescimento, citocinas e mediadores inflamatérios (LIN et al. 2007). Com o cresci-
mento dos restos epiteliais, forma-se uma massa celular esférica, em que as células
centrais se afastam da sua fonte de nutricdo, sofrem necrose, degeneragao por li-

quefacdo e, consequentemente, inicia-se a formagao da cavidade cistica revestida
por epitélio (LIN et al. 2007).

Nair et al. (1996) avaliaram o diagndstico histopatolégico de 256 lesdes peria-

picais e observaram uma incidéncia aproximadamente 3 vezes maior de granulomas
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(50%) quando comparados com cistos periapicais (15%). Foi observado que 52%
das lesbes apresentavam algum tipo de epitélio odontogénico. Estes resultados su-
gerem que mesmo apresentando remanescentes epiteliais sob condigdo inflamato-
ria, nem todo granuloma evolui para um cisto periapical. Pode-se concluir que os
mecanismos do processo de patogénese das lesdes periapicais cronicas ainda nao

estao totalmente elucidados na literatura.

Em um estudo recente, Estrela et al. (2017) avaliaram a expressao de um
marcador de CTM (CD90) em lesdes periapicais persistentes. Foi observado eleva-
da expressao de CD90 em lesbes periapicais persistentes associado a presenca de
infiltrado inflamatorio cronico. Neste estudo, os autores discutiram sobre a origem
destas células imunomarcadas, levantando o questionamento sobre a possibilidade
destas células serem ativadas e emergirem para a lesédo, frente a liberagdo de cito-

cinas inflamatérias.

As células-tronco sao definidas como células com capacidade de auto-reno-
vacao ou diferenciacdo em multiplas linhagens celulares, e geralmente sao classifi-
cadas de acordo com sua capacidade de diferenciacdo em: totipotentes, pluripoten-
tes e multipotentes. (GRONTHOS et al. 2002).

As células-tronco totipotentes s&o derivadas de células germinativas, apre-

senta elevado poder de multiplicagcao e sdo capazes de se diferenciar em qualquer
outro tecido humano. As células pluripotentes ou embrionarias podem se diferenciar
em todos os tipos de células adultas, exceto em células que formam os tecidos ex-
tra-embrionarios. As células multipotentes ou adultas tém o potencial de diferencia-
cdo em células especializadas mais reduzido (EGUSA et al. 2012; RODRIGUEZ-
LOZANO et al. 2012).

As principais estruturas presentes no dente sao derivadas do ectomesénqui-
ma dentario, por isso as células-tronco mesenquimais sdo as ceélulas multipotentes
mais estudadas na odontologia (GRONTHOS, 2000; RODRIGUEZ-LOZANO et al.
2012). Estas células podem ser encontradas na polpa dental, ligamento periodontal,
dente deciduo esfoliado, papila apical e foliculo dental (ESTRELA et al. 2011; EGU-
SA et al. 2012; CUI et al. 2018). Estas células permanecem quiescentes e podem
ser ativadas a qualquer momento podendo se diferenciar em diversos tipos celulares
(EGUSA et al. 2012).
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Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, para caracterizagéo
de uma CTM é necessario que a célula apresente co-expressao positiva para os
marcadores CD73, CD90, CD105 associado a expressdo negativa do marcador
CD45 (DOMINICI et al. 2006). Além desses marcadores, Calloni et al. (2013) fizeram
uma revisao e atualizagdo dos marcadores e descreveram que CD44 apresenta alta

expressao de CTM.

O CD44 é uma classe muito ampla de glicoproteina transmembrana que é
expressa na matriz extracelular e na superficie celular de células epiteliais, mesen-
quimais e hematopoiéticas (CHEN et al. 2006; BUHRING et al. 2007). Esta molécula
apresenta diversas atividades celulares como interagcdo célula-célula, célula-matriz
extracelular, migracao celular, apresentacdo de fatores de crescimento, citocinas,
transmissao de sinal da superficie celular para o seu interior, apoptose, sobrevivén-

cia celular e proliferacdo (ZOLLER et al. 2011).

O CD45 é expresso exclusivamente nas células do sistema hematopoiético e
€ uma das mais abundantes glicoproteinas da superficie celular de leucdcitos, parti-
cipando do sinal de transducgao de linfécitos (TROWBRIDGE e THOMAS, 1994; BA-
KOPOLOU et al. 2011).

O CD73 conhecida como ecto-5'-nucleotidase € uma enzima da superficie ce-
lular ligada a glicosil-fosfatidilinositol encontrada na maioria dos tecidos, foi original-
mente definida como um antigeno de diferenciagao de linfécitos, funciona como uma
molécula de co-sinalizacdo em linfécitos T e como uma molécula de adesao impor-

tante para a ligacéo de linfocitos ao endotélio (ZHANG, 2010).

O CD105, também chamado de endoglina € uma proteina transmembréanica
componente do receptor do fator transformador de crescimento-3, que € predomi-
nantemente expresso em células endoteliais angiogénicas (DUFF et al. 2003).

A capacidade de migracdo das CTM foi verificada por Lovelace et al. (2011),
sendo observado um elevado influxo de CTM para o canal radicular durante proce-
dimentos endoddnticos regenerativos, 0 que caracteriza uma excelente mobilidade
destas células. Alguns fatores quimiotaticos comuns no processo inflamatoério foram
verificados neste ambiente, o que mostra o potencial de recrutar células-tronco de
sitios distintos e ao mesmo tempo modular a diferenciagdo celular (FAYAZI et al.
2017).
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Nos ultimos anos a papila apical tém recebido notavel atengcdo no estudo de
CTM, visto que € um sitio com grande presenga destas células (SONOYAMA et al.
2006; EGUSA et al. 2012; HARGREAVES et al. 2013; RUPAREL et al. 2013). A papi-
la apical consiste na por¢ao apical da papila dental e em conjunto com a bainha epi-
telial de Hertwig € responsavel pelo desenvolvimento da por¢ao radicular dos dentes
(HUANG et al. 2008).

Até a presente data ndo ha na literatura estudos que avaliem especificamente
a expressao de CTM em lesdes periapicais crénicas, o que reforca a necessidade de
caracterizar a sua expressao. Além disso, é plausivel sugerir que posterior a infec-
¢ao endodéntica, ha a possibilidade destas CTM presentes na regiao periapical par-
ticiparem do processo de génese e desenvolvimento das periodontites apicais croni-
cas, em virtude da capacidade de migragao e diferenciacdo em ambientes inflamato-

rios.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao imuno-histoquimica de células-tronco mesenquimais em

lesbes periapicais crénicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar e comparar a frequéncia da presenca ou auséncia de expressao

dos marcadores CD44, CD45, CD73 e CD105 em cistos e granulomas periapicais.

Avaliar a co-expressao positiva dos marcadores CD44, CD73 e CD105, asso-

ciado a marcacao negativa do marcador CD45 em cistos e granulomas periapicais.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENGAO, SELECAO E CARACTERIZAGAO DAAMOSTRA

Para este estudo transversal analitico foram selecionados vinte amostras de
lesdes periapicais do arquivo de blocos do Laboratério de Ciéncia Endodéntica da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias (FO/UFG), provenien-
tes de dentes de pacientes maiores de 18 anos, que apresentavam indicagao de ex-

tracao ou cirurgia periapical atendidos na Disciplina de Urgéncia da FO/UFG.

Os critérios de inclusao envolviam espécimes de lesdes periapicais de dentes
de pacientes saudaveis com diagndstico clinico de periodontite apical assintomatica
e diagnostico microscopico de cisto ou granuloma periapical. Foram excluidos espé-
cimes de pacientes que apresentavam: ficha clinica com dados incompletos, blocos

parafinados com quantidade insuficiente de tecido.

Foi utilizado como controle positivo para caracterizagao das CTM papilas api-
cais coletadas de cinco terceiros molares higidos, com rizogénese incompleta, au-
séncia de infecgdo, sintomatologia de origem pulpar ou pericoronarite, extraidos de
pacientes da Clinica de Extensao de Cirurgia Bucomaxilofacial da FO/UFG. As papi-
las apicais foram armazenadas em solucido de formol a 10%, incluidas em parafina

para posterior caracterizagao das CTM.

Para o controle positivo das reagdes foram utilizados espécimes de carcino-
ma espinocelular de boca para os marcadores CD73 e CD105, de amigdala humana
para CD44 e de liquen-plano para CD45, provenientes do arquivo de blocos do La-
boratério de Patologia Bucal da FO/UFG. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de

ética em pesquisa da Universidade Federal de Goias - protocolo No. 2.472.461
(Anexo 1).
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3.2 TECNICAS EMPREGADAS
3.2.1 TECNICA DE ROTINA

As amostras selecionadas foram seccionadas em microtomo (Leica RM2165,
Boston Laboratory Equipament, Heidelberg, Alemanha), obtendo-se de cada bloco
cortes consecutivos de 5um, os quais foram posicionados sobre laminas histolégicas
e corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE). Esses cortes foram examina-
dos para confirmacgéo do diagndstico microscépico de cisto periapical ou granuloma
periapical por especialista em patologia bucal com mais de dez anos de experiéncia.
A seguir, as amostras, de acordo com o diagnéstico, foram divididas em 2 grupos:

cistos periapicais (n=10) e granulomas periapicais (n=10) (Figura 1).

Figura 1 - Fotomicrografia de Corte histologico em Hematoxilina e Eosina representando: A) Granu-

loma periapical com presenca de infiltrado inflamatdrio cronico, vasos sanguineos e fibroblastos e B)
cisto periapical, com presenca de tecido epitelial, revestido por capsula de tecido conjuntivo associa-
do a infiltrado inflamatério crénico (Aumento 100x).
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3.2.2 TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Foram obtidos cortes seriados com aproximadamente 3um de espessura em
micrétomo (Leica RM2165, Boston Laboratory Equipament, Heidelberg, Alemanha)
das amostras de cistos, granulomas periapicais e papila apical. A seguir, os cortes
foram montados em laminas silanizadas e submetidos a técnica da imuno-histoqui-
mica no laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universida-
de de Sao Paulo (FOUSP).

Primeiramente foi realizado a desparafinizagcao em 2 banhos de xilol: o primei-
ro por 30 minutos a temperatura de 60°C; e o segundo banho por 15 minutos a tem-
peratura de aproximadamente 25°C. Posteriormente, foi realizado a reidratacao dos
cortes em uma série de 7 banhos em etanol com concentragdes decrescentes, por 3
minutos cada, sendo que os primeiros 3 banhos foram realizados em etanol absolu-
to, o quarto, quinto, sexto e sétimo em concentracdes de 95%, 90% 85%, 80%, res-

pectivamente.

Ao final, foi realizado um banho de 5 minutos em hidréxido de aménio a 10%
associado a etanol 95% para a remocao de pigmentos formdlicos, seguidos de 10
minutos em agua corrente e 2 banhos em agua destilada. Posteriormente, a realiza-
céo da exposicdo antigénica foi realizada através da imersdo em &cido citrico mo-
nohidratado (pH=6,0) em banho-maria digital 96°C durante 30 minutos, seguido de

10 minutos em agua corrente.

Para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual foi utilizado solugao de pe-
roxido de hidrogénio a 6% associado a metanol na proporgcéo de 1:1, em 2 banhos
de 15 minutos cada. E ao fim desta etapa foi realizada a lavagem em agua destilada
por 5 minutos e colocagédo das laminas em solugcéo de TRIS (hidroximetil-aminome-

tano) pH= 7,6 por 5 minutos.

Todos os cortes seguiram para o equipamento automatizado DAKO Autostai-
ner Universal Staining System (DAKO Corp. ®, Carpinteria, CA, EUA) para incuba-
cao dos anticorpos primarios anti-CD44, anti-CD45, anti-CD73, anti-CD105 sob tem-
peratura controlada a 37°C por 40 minutos. Sendo que a diluigdo dos anticorpos foi

realizada utilizando TBS associado a soro albumina bovina (TBS-BSA) a 1% (Tabela

1),
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Em seguida foi realizada a incubacédo do kit secundario ADVANCE™ HRP
(DAKO Corp. ®, Carpinteria, CA, EUA), em que primeiramente incuba-se em AD-
VANCE™ HRP Link por 30 minutos e depois em ADVANCE™ HRP Enzyme por 30
minutos e posterior revelacao da reagcdo com DAKO Liquid DAB plus (Dako Corp.®,
Carpinteria, CA, EUA) por 10 minutos e contra-coloracdo com hematoxilina por 2 mi-

nutos .

Entre cada uma das reagdes realizadas automaticamente, os cortes foram
lavados duas vezes em solucao de TRIS. Posteriormente, todos os cortes foram de-
sidratados numa série de etanol em concentragdes crescentes (70%, 75%, 80%,
85%, 90% 95% e 3 vezes em alcool absoluto) por 3 minutos cada e em seguida, dia-
fanizados duas vezes em xilol por 10 minutos, seguindo para montagem final em
equipamento automatizado (Tissue-Tek® Film® Coverslipper, Sakura Finetechnical,
Osaka, JPN).

As amostras de amigdala humana, liquen-plano e carcinoma espinocelular,
utilizadas como controle positivo da reacao, foram submetidas ao protocolo imuno-
histoquimico para determinar o correto funcionamento da reagao. Além disso, como
controle negativo foi realizada omissao dos anticorpos primarios durante a reagao

imuno-histoquimica.
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Quadro 1. Anticorpos utilizados para estudo imuno-histoquimico

Anticorpo Fabricante  Diluicao/Exposicao Controle
Positivo

Anticorpo monoclonal de rato Cell Signaling,  1:400 / Citrato Amigdala
CD44 (156-3C11) - Especifico para MA, USA (pH=6,0) - Banho Humana
imuno-histoquimica maria - 30 minutos
Anticorpo monoclonal de coelho Cell Signaling,  1:400 / Citrato Liquen-pla-
CD45 (D9M8I) - Especifico para MA, USA (pH=6,0) - Banho no
imuno-histoquimica maria - 30 minutos
Anticorpo monoclonal de coelho Cell Signaling,  1:400 / Citrato Carcinoma
CD73/NT5E (D7F9A) - Especifico  MA, USA (pH=6,0) - Banho espinocelu-
para imuno-histoquimica maria - 30 minutos lar
Anticorpo monoclonal de rato Cell Signaling,  1:400 / Citrato Carcinoma
CD105 (Endoglin - 3A9) - Especifi- MA, USA (pH=6,0) - Banho espinocelu-
co para imuno-histoquimica maria - 30 minutos lar

3.3 AVALIACAO QUALITATIVA E QUANTITATIVA DOS DADOS
A expressao imuno-histoquimica de CD44, CD45, CD73 e CD105 foi analisa-

da de forma qualitativa, de acordo com a presencga ou auséncia de células positivas
para coloracio citoplasmatica e/ou membrana citoplasmatica. Foram consideradas
positivas somente as células que apresentavam morfologia celular de células infla-
matorias e CTM, que apresentavam formato alongado, fusiforme e citoplasma abun-

dante.

A expressao imuno-histoquimica foi avaliada na regiao da capsula e epitélio
dos cistos periapicais, em toda extensado do granuloma periapical e no grupo contro-
le positivo das papilas apicais sob microscoépio 6ptico de luz (PrimoStar, Carls Zeiss,
Zurich, Switzerland) em aumento de 200x. Foram selecionados os campos de maior
expressao (hot spots) em um aumento de 400x para confirmacédo da expressao. A
analise foi realizada por um especialista em patologia bucal com mais de dez anos

de experiéncia e cegado para informagdes clinicas sobre os casos.

Apos analise microscopica, para ser considerado CTM foi avaliado quantitati-
vamente o numero de casos que apresentavam co-expressdo imuno-histoquimica
positiva para os marcadores CD73 e CD105 e expressao imuno-histoquimica nega-
tiva para o marcador CD45, de acordo com Dominici et al. (2006) associado a ex-
pressao positiva para CD44 (CALLONI et al. 2013).
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3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A frequéncia das variaveis qualitativas foram obtidas e avaliadas a associacéo
pelo Teste do Chi-quadrado. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software Statistical Packa-
ge for the Social Sciences, versao 20 (SPSS, Chicago, IL).
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4 RESULTADOS

Os controles positivos da reagdo demonstraram expressao imuno-histoquimi-
ca positiva para carcinoma espinocelular de boca para os marcadores CD73 e

CD105, de amigdala humana para CD44 e de liquen-plano para CD45 (Figura 2).

A avaliagdo do grupo controle positivo das cinco papilas apicais caracterizou a
presenca de CTM, pois apresentou co-expressao imuno-histoquimica positiva para
os marcadores CD44, CD73 e CD105 e negativa para o marcador CD45 em todas

as amostras, (Figura 3).

No grupo de cistos periapicais, a expressao imuno-histoquimica foi observada
claramente em toda extenséo da les&o (Figura 4). Quando avaliada a associagéo da
expressao positiva dos quatro marcadores CD44, CD45, CD73 e CD105 no grupo de
cistos periapicais ndo houve diferenga estatistica significante (p=0,310). Os resulta-
dos da analise da frequéncia da auséncia e presenca dos marcadores nos cistos pe-

riapicais estdo apresentados na Tabela 1.

No grupo de granulomas periapicais a expressao imuno-histoquimica também
foi observada em toda extensao da lesao (Figura 5). Quando avaliada a associagao
da expresséao positiva dos quatro marcadores CD44, CD45, CD73 e CD105 no grupo
de granulomas periapicais houve diferenca estatistica significante (p=0,028). Os re-
sultados da analise da frequéncia da auséncia e presenga dos marcadores nos gra-

nulomas periapicais estao apresentados na Tabela 1.

Quando avaliada a associagao da expressdo de cada marcador em relagao
aos grupos cistos e granulomas periapicais, ndo houve diferengas estatisticas entre

a frequéncia dos marcadores analisados (Tabela 2).

Dos granulomas avaliados, 20% (2/10) dos casos apresentaram co-expressao
para os marcadores positivos de CTM (CD44, CD73 e CD105) associado a auséncia
de expressao para o marcador negativo de CTM (CD45). Diferentemente do grupo
de cistos periapicais, que nao apresentaram casos (0/10) de co-expressao imuno-
histoquimica para os marcadores CD44, CD73 e CD105 associado a auséncia de

expressao de CD45 (Figura 6).
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Figura 2 - Fotomicrografia da expressao imuno-histoquimica nos controles positivos (200x) - Expres-
sdo citoplasmatica de A) CD44 em amigdala humana; apresentando marcagao em tecido linféide no-
dular; B) CD45 em liquen-plano, presente principalmente na regido de cristas epiteliais; C) CD73 em

carcinoma espinocelular de boca; D) CD105 em carcinoma espinocelular de boca.
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Figura 3 - Fotomicrografia da expressao imuno-histoquimica dos marcadores na papila apical (200x)

- Expresséo citoplasmatica positiva na regiao rica em célula da papila apical em A) marcador CD44,

C) marcador CD73 e D) marcador CD105 e expresséo citoplasmatica negativa em B)CD45.



Figura 4 - Fotomicrografia da expressao imuno-histoquimica dos marcadores no cisto periapical
(200x) - Expressao citoplasmatica de: A) CD44, B) CD45, C) CD73 e D) CD105.

29
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Figura 5 - Fotomicrografia da expressdo imuno-histoquimica dos marcadores no granuloma periapi-
cal (200x) - Expressao citoplasmatica de:CD44, B) CD45, C) CD73 e D) CD105.
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Tabela 1 - Expressao dos cistos e granulomas periapicais em relacdo aos marcadores — CD44,
CD73, CD45 e CD105

Grupo Marcador Auséncia Presenca Jo)

CD44 4 6

Cisto CD73 5 5 0,310
CD45 6 4
CD105 8 2
CD44 2 8

Granuloma CD73 4 6 0,028*
CD45 8 2
CD105 7 3

(*)indica uma diferenga estatisticamente significativa (Teste chi-quadrado de Pearson)
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Tabela 2 — Expresséo de cada marcador em relagdo aos grupos cisto e granuloma periapical

Marcador Grupo Auséncia Presenca p

CD44 Cisto (n=10) 4 6 0,329
Granuloma (n=10) 2 8

CD73 Cisto (n=10) 5 5 0,653
Granuloma (n=10) 4 6

CD45 Cisto (n=10) 6 4 0,329
Granuloma (n=10) 8 2

CD105 Cisto (n=10) 8 2 0,606
Granuloma (n=10) 7 3

(Teste chi-quadrado de Pearson)
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Figura 6 - Grafico com porcentagem dos casos que apresentaram co-expressdo do marcadores
CD44+/CD73+/CD105+/CD45- em cistos e granulomas
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5 DISCUSSAO

A expressao imuno-histoquimica de CTM n&o foi observada nos casos de cis-
tos periapicais. Nos granulomas periapicais a expressao de CTM foi observada em
20% (2/10) dos casos. Desta forma, pode-se concluir que os granulomas periapicais
podem apresentar uma maior capacidade de induzir a diferenciacao e proliferacao
dos remanescentes epiteliais, devido a maior presenca de CTM.

Sabendo que ha a possibilidade das CTM serem ativadas e emergirem para a
lesado frente a liberacéo de citocinas inflamatérias (ESTRELA et al. 2017), esta dife-
renga de expressao pode ser explicada devido a resposta imunorregulatéria distinta
dos dois tipos de lesbes (TEIXEIRA-SALUM et al. 2010). Teixeira-Salum et al. (2010)
avaliaram citocinas inflamatdrias presentes em setenta e dois casos de cistos radicu-
lares e trinta casos de granulomas periapicais e sugeriram que o balango de citoci-

nas Th1, Th2 e Treg destas lesdes apresentam diferencas.

Marrelli et al. (2013) isolaram células de 12 cistos periapicais para identifica-
cao de CTM através de imunofluorescéncia e citometria de fluxo. Foi observado ex-
pressao positiva para os marcadores CD44, CD73, CD90, CD105, STRO-1, CD29,
CD13, CD146, associado a expressao negativa do marcador CD45, em todas as le-
sdes avaliadas. Possivelmente a diferenga entre os resultados dos trabalhos encon-
tra-se na diferenca metodoldgica, visto que a técnica de imuno-histoquimica nao rea-

liza o isolamento celular para avaliacdo da expressao dos marcadores.

Em um estudo realizado em animais, Patel et al. (2010) induziram a formagao
de granulomas de corpo estranho em ratos e, posteriormente, fizeram a analise dos
anticorpos CD90, CD59, CD44 e CD45 através de imunofluorescéncia e citometria
de fluxo. Os resultados indicaram expressado positiva para os marcadores CD90,
CD59, CD44 e expressao negativa para o CD45. Entretanto, o nosso estudo foi o

unico a comparar a expressao de CTM entre os granulomas e cistos periapicais.

Liao et al. (2011) realizaram uma avaliagdo com marcadores de CTM (CD90,
CD146 e STRO-1) em tecido periapical inflamado, utilizando-se da técnica de imuno-
histoquimica observaram a expressio positiva nestes marcadores. Entretanto, nao
foi utilizado a co-expressao de um marcador negativo, segundo Dominic et al. (2006)
a utilizacdo de um marcador negativo faz parte do critério minimo para caracteriza-
cao de CTM.
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Os marcadores positivos CD73 e CD105, associado ao marcador negativo
CDA45 sao os marcadores mais utilizados na literatura para avaliar a expressao de
CTM (RUPAREL et al. 2013; CHREPA et al. 2017). A alta expressdo do marcador
CD105 nos granulomas pode ser explicada pela grande presenca de angiogénese
neste tipo de lesdo (NEVILLE et al. 2016). O marcador CD44 também apresenta alta
expressdo em CTM (CALLONI et al. 2013).

A papila apical é a principal fonte de CTM no processo de desenvolvimento de
raizes, suas células possuem altas taxas de proliferacdo e capacidade de se dife-
renciar em células semelhantes a odontoblastos (HUANG et al. 2009). Diversos es-
tudos mostram a alta expressao de marcadores imuno-histoquimicos de CTM neste
tecido (SONOYAMA et al. 2008; CHREPA et al. 2017). Desta forma, € importante
ressaltar que o presente trabalho foi o primeiro trabalho a utilizar como controle posi-

tivo as papilas apicais no intuito de caracterizar as CTM presentes no tecido.

Chrepa et al. (2017) analisaram um tecido periapical inflamado associado a
papila apical em um dente com rizogénese incompleta com necrose pulpar. Mesmo
sob condi¢des inflamatdrias, as CTM da papila apical apresentaram viabilidade e

capacidade de diferenciagao.

Em contrapartida, por Liu et al. (2016) observaram que citocinas inflamatérias
presentes no microambiente das lesdes periapicais podem interferir na sobrevivén-
cia das CTM presentes na papila apical (LIU et al. 2016). Da mesma forma, Tobias-
Duarte et al. (2014) em um estudo em ratos, mostraram que a papila apical apresen-
tava viabilidade somente até 90 dias apods indugédo de necrose pulpar (TOBIAS-DU-
ARTE et al. 2014). Desta forma, conclui-se que o efeito da infeccdo prolongada do
canal radicular associado a inflamagao periapical pode interferir na sobrevivéncia

das CTM na regiao periapical.

A técnica de imuno-histoquimica apresenta satisfatéria especificidade e sen-
sibilidade na avaliacido da expressao de marcadores de CTM, associado a isso, a
utilizacdo da automatizagdo no protocolo da reagdo diminui o risco de vieses meto-
dolégicos. Os achados obtidos no estudo podem contribuir para compreensao do
processo de desenvolvimento das lesdes periapicais crénicas e, consequentemente,
influenciar futuramente a terapia endodéntica. Desta forma, se faz necessario mais

pesquisas neste campo para elucidar os mecanismos de sua patogénese.
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6 CONCLUSAO

Frente a metodologia empregada, pode-se concluir que n&o houve expressao
imuno-histoquimica de células-tronco mesenquimais nos casos de cistos periapicais,

enquanto a expressao imuno-histoquimica foi observada em 2 dos 10 casos de gra-
nulomas periapicais.
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(TALE) - Grupo Controle

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa: Expressdo de células-tronco em lesdes
periapicais, coordenada pelo pesquisador: Carlos Estrela — Telefone: (62)986261477. Seus
pais permitiram que vocé participe.

Queremos saber se ha presenga de células tronco em lesdes periapicais de dentes de
individuos adultos. Para isto, precisamos de dentes humanos extraidos para realizar o estudo,
desta forma, estamos solicitando a doacao de seus terceiros molares que serdo extraidos.

Vocé so precisa doar os dentes se quiser, ¢ um direito seu € ndo terd nenhum problema
se desistir. Os jovens que irdo participar desta pesquisa tém de 14 a 17 anos de idade. Como
sera realizada em dentes extraidos por indicagdo terapéutica, a pesquisa ndo oferecera riscos a
sua saude.

Ninguém saberd que vocé esté participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pesso-
as, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa vao
ser publicados na UFG, mas sem identificar os jovens que participaram.

Eu aceito participar da pesquisa: Avalia-

cdo da expressdo de células-tronco da papila apical em lesdes periapicais.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer
“sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “nao” e desistir € que ninguém
vai ficar com raiva de mim. Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0s
meus responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento e i e concordo em partici-
par da pesquisa.

Goidnia, de de

Assinatura do responsavel pelo paciente

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Testemunha (ndo ligada a equipe de pesquisadores)
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Apéndice 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) — Pai/Responsavel - Grupo
Controle
O paciente por vocé responsavel estd sendo convidado(a) para participar, como volunta-

rio, em uma pesquisa. Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de acei-
tar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas ¢
sua e a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o paciente ndo sera penalizado
(a) de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Goiés pelo telefone (62) 3521 — 1215.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Expressdo de células-tronco em lesdes periapicais.

Pesquisador responsavel: Carlos Estrela

Telefone para contato (inclusive ligagdes a cobrar): (62)986261477

Pesquisadores participantes: Julio Almeida Silva, Daniel de Almeida Dectrcio, Brunno Santos
de Freitas Silva, Paulo Otavio Carmo Souza e Mateus Gehrke Barbosa.

Pretendemos realizar uma pesquisa que tem o objetivo de estudar a presenca de célu-
las tronco em lesdes periapicais de dentes adultos. Para isto, precisamos de dentes humanos
extraidos para o desenvolvimento do estudo.

Como sera realizada em dentes extraidos por indicagao terapé€utica, a pesquisa nao
oferecera riscos a saude do paciente.

No decorrer da pesquisa e na publicagdo dos resultados a identidade do paciente sera
mantida em sigilo absoluto através da omissdo total de quaisquer informagdes que permitam
identificar o paciente.

O prazo maximo de armazenamento deste material biologico serd de 10 anos. Caso
queira, o sujeito da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer
onus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material biologico,
valendo a desisténcia a partir da data dessa formalizagao.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade Federal de Goids - UFG,

podendo ser publicados posteriormente. Os dentes utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda
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do pesquisador e ap6s a conclusdo da pesquisa serdo descartados conforme as normas de des-
carte de materiais bioldgicos da Faculdade de Odontologia da FO/UFG.
Ressaltamos também que a nao concordancia em doar os dentes para este estudo nao

implica em qualquer modificac¢do no tratamento estabelecido.

Eu, , CPF
n° , responsavel pelo paciente, ,
RG/Certidao de Nascimento , autorizo a coleta, o depdsito, o
armazenamento e a utilizacdo do(s) dente(s) extraidos

por indicacdo terapéutica, conforme consta no prontudrio clinico, para a pesquisa “Expressao
de células-tronco em lesdes periapicais’.
Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela seré realizada, e con-

cordo em doar meus dentes, conforme os dados acima.

Goiania, de de

Assinatura do responsavel pelo paciente

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Testemunha (ndo ligada a equipe de pesquisadores)
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Apéndice 3 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) — Grupo Con-
trole

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntdrio, em uma pesquisa. Apos
ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, as-
sine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra ¢ do pesqui-
sador responsavel. Em caso de recusa, voc€ nao sera penalizado (a) de forma alguma. Em
caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Goias pelo telefone (62) 3521 — 1215.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Avaliacao da expressdo de células-tronco da papila apical em lesdes peria-
picais.

Pesquisador responsavel: Carlos Estrela

Telefone para contato (inclusive ligagdes a cobrar): (62)986261477

Pesquisadores participantes: Julio Almeida Silva, Daniel de Almeida Dectrcio, Brunno Santos
de Freitas Silva, Paulo Otavio Carmo Souza e Mateus Gehrke Barbosa.

Pretendemos realizar uma pesquisa que tem o objetivo de estudar a presenga de célu-
las-tronco em lesdes periapicais de dentes adultos. Para isto, precisamos de dentes humanos
extraidos para o desenvolvimento do estudo.

Como sera realizada em dentes extraidos por indicacao terapé€utica, a pesquisa nao
oferecera riscos a sua saude.

No decorrer da pesquisa e na publicagcdo dos resultados sua identidade serd mantida
em sigilo absoluto através da omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifi-
car o paciente.

O prazo maximo de armazenamento deste material bioldgico sera de 10 anos. Caso
queira, o sujeito da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer
onus ou prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizagao do material bioldgico,
valendo a desisténcia a partir da data dessa formalizagao.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade Federal de Goias - UFG,

podendo ser publicados posteriormente. Os dentes utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda
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do pesquisador e ap6s a conclusdo da pesquisa serdo descartados conforme as normas de des-
carte de materiais bioldgicos da Faculdade de Odontologia da FO/UFG.
Ressaltamos também que a nao concordancia em doar os dentes para este estudo nao

implica em qualquer modificac¢do no tratamento estabelecido.

Eu, , CPF
n° , autorizo a coleta, o depdsito, o armazenamento ¢ a utiliza-
¢ao do(s) dente(s) extraidos por indicacdo terapéutica,

conforme consta no prontuario clinico, para a pesquisa “Expressdo de células-tronco em le-
sdes periapicais”.
Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela sera realizada, e con-

cordo em doar meus dentes, conforme os dados acima.

Goiania, de de

Assinatura do doador

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Testemunha (ndo ligada a equipe de pesquisadores)
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO DE CELULAS-TRONCO EM LESOES PERIAPICAIS
Pesquisador: Carlos Estrela

Area Temitica:

Versao: 2

CAAE: 80954417.1.0000.5083

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.472.461

Apresentaciao do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional para avaliagdo da expressdo de células-tronco da papila apical em
lesdes periapicais primarias (n=30) removidas cirurgicamente de pacientes atendidos na Disciplina de
Urgéncia na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias (FO/UFG). Os casos de lesbes
periapicais primérias serdo comparados com 10 espécimes de papila apical colhidos de terceiros molares
com rizogénese incompleta removidos de pacientes atendidos na Clinica de Cirurgia da FO/UFG, que terdo
funcéo de controle positivo. O estudo objetiva avaliar a presenca de CTPA em lesbes periapicais primarias
(LPP) de dentes com rizogénese completa. A caracterizag & microscopica e confirmacéo diagnoéstica das
amostras serdo realizadas a partir da analise das ldminas com coloragdo de Hematoxilina e Eosina e a
reacao imunoistoquimica sera realizada para avaliar a expressao dos marcadores nas LPP's.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério: Avaliar a expressao imunoistoquimica de marcadores de células-tronco da papila apical
em lesdes periapicais primarias de dentes com rizogénese completa. Objetivo Secundario: 1) Avaliar a
expressao de CD105, CD146, CD73 e CD45 em lesdes periapicais primarias associadas a dentes com
rizogénese completa. 2) Comparar a expresséo de CD105, CD146, CD73 e CD45 entre lesdes periapicais
primarias associadas a dentes com rizogénese completa e a regido da papila apical de dentes com
rizogénese incompleta.

Endereco: Prédio da Retoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970

UF: GO Municipio: GOIANIA

Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep prpi.ulg@gmai.com
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Como a cirurgia sera realizada em um dente que ja tem a necessidade de extracao, a pesquisa nao
oferecera riscos a salude do paciente, somente os riscos proprios da cirurgia (dor e inchago). O paciente
recebera os cuidados antes e depois da cirurgia, como preconizado no atendimento clinico da Faculdade de
Odontologia da UFG.

Beneficios: O paciente nao tera beneficio direto em participar desta pesquisa, mas indiretamente estara
ajudando a conhecer melhor os fatores que contribuem para a formagao de lesées na raiz do dente.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
O projeto de pesquisa apresenta delineamento e estrutura adequados e bem definidos. Os objetivos sao
claros e coerentes com a metodologia, bem como cronograma adequado.

Os riscos e beneficios estao contemplados, garantem sigilo e confidencialidade e a minimizagao de riscos
com o tratamento pré e pos operatorio.

Em atendimento as pendéncias, foi acrescida a informagao...'recebera a assisténcia integral e imediata, de
forma gratuita, pelo tempo que for necessario em caso de danos decorrentes da pesquisa, com direito a

indenizacao, conforme Resolucao 466/2012' ...ao TCLE e ao projeto detalhado.

Em relacao ao armazenamento e a utilizagao do material bioloégico, os pesquisadores informaram que
havera retengao de material biolégico constituindo um biorrepositorio.

A recomendacao de inclusao do laboratorio de analises patologicas foi acatada e acrescido o nome do
Laboratorio de Ciéncia Endodéntica FO/UFG.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Foram inseridos os seguintes documentos apresentando as alteragoes em atengao as pendéncias:

-Carta de encaminhamento

-TCLEs com alteracoes
Enderego: Prédio da Redtoria Térreo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep prpiuly @gmailcom
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-Projeto detalhado com alteragoes

-PB informagoes basicas do projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

SMJ do Comité de Etica em Pesquisa este parecer favoravel a aprovagao do projeto.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclus@o do estudo e na incidéncia de publicagoes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugao CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatorio é de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa, prevista para margo de 2019,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 10/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1050803 pdf 15:42:06
Projeto Detalhado / |projeto_detalhado.pdf 10/01/2018 |PAULO OTAVIO Aceito
Brochura 15:37:01 |CARMO SOUZA
Investigador I — _

Outros CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO. pdf 10/01/2018 |PAULO OTAVIO Aceito
— 15:36:36 __|CARMO SOUZA
Outros TCLE_3.pdf 10/01/2018 |PAULO OTAVIO Aceito
15:35:56__|CARMO SOUZA
QOutros TCLE_2.pdf 10/01/2018 |PAULO OTAVIO Aceito
15:35:31 _|CARMO SOUZA
Outros TALE pdf 10/01/2018 |PAULO OTAVIO Aceito
15:34:46 _|CARMO SOUZA
TCLE /Termosde |TCLE_1.pdf 10/01/2018 |PAULO OTAVIO Aceito
Assentimento / 15:34:04 |CARMO SOUZA
Justificativa de
| Auséncia
Qutros Aprovacao_Coordenadoria_de_pesquisal] 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito
pdf 00:29:36 |CARMO SOUZA
Qutros Aprovacao_Conselho_diretor. pdf 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito
09:28:43 |CARMO SOUZA
Declaracao de Termo_de_compromisso_pesquisadores| 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito
| Pesquisadores pdf 09:27:31 |CARMO SOUZA

Enderego: Prédio da Redtoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep prpiulg @gmailcom
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Declaragao de termo_de_material_biologico.pdf 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito

Manuseio Material 09:24:52 |[CARMO SOUZA

Biologico /

Biorepositorio /

|Biobanco

Declaragao de Termo_de_infraestrutura_e_instituicao.p| 11/12/2017 [PAULO OTAVIO Aceito

Instituicao e df 09:22:33 |CARMO SOUZA

Cronograma Cronograma.pdf 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito
09:21:24 |CARMO SOUZA

Orgamento Orcamento.pdf 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito
09:21:12 _|CARMO SOUZA

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 11/12/2017 |PAULO OTAVIO Aceito
09:13:17__|CARMO SOUZA

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 24 de Janeiro de 2018

Assinado por:

Joao Batista de Souza
(Coordenador)

Enderego: Prédio da Reitonia Térreo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia

UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163

CEP: 74.001-970

E-mail: cep prpiuig @gmailcom
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