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RESUMO

Introducdo: os cistos radiculares e granulomas periapicais s80 mediados por uma
combinac@ de moléculas inflamatdrias que se desenvolvem de modo a prevenir a infecgdo
perigpicd em resposta de espécies microbiana no cand dentario. Sabe-se que o
reconhecimento dos patgenos € feito por moléculas do tipo TLRs e que as galectinas s&o
lecitinas que podem ser associadas com 0 processo inflamatério, estimulando ou inibindo o
sistema imunitario. Objetivo: avalia a expressdo in situ de receptores Toll-like (TLR-2 e
TLR-4) e de galectinas (Gal-3 e Gal-9) em cistos radiculares e granulomas periapicais em
comparagdo com o grupo controle negativo. M étodo: Foram analisados 62 casos (30 cistos
radiculares, 27 granulomas periapicais e cinco casos do controle negativo). Foi utilizada a
imunohistoquimica indireta para avaliar a expressdo de TRLs (TLR-2 e TLR-4) e galectinas
(Gal-3 e Gal-9). Resultados: a expressdo de Gal-3 e Gal-9 foi significativamente maior nos
granulomas periapicais e cistos radiculares comparados ao grupo controle. Do mesmo modo,
tanto Gal-3 e Gal-9 foram ggnificativamente mais expressos em granulomas periapicais do
gue em cistos radiculares. A expressdo de TLR-2 foi significativamente maior nos granulomas
apicais e cistos radiculares do que do que no grupo controle, e também foi significativamente
maior em cistos radiculares com fistulas do que nos casos sem fistula. Além disso, a
expressdo de TLR-4 foi sgnificativamente mais elevada nos casos de granulomas periapicais
com fistulas que nos casos sem fistulas. Conclusio: acreditamos que a expressao da Ga-9
pode modular a resposta inflamatéria nestas lesdes periapicais ndo reagudizadas, enquanto
Gal-3 pode estar associada com a reagudizacdo da resposta inflamatéria, ativando assm as
viasde TLR.

Palavras - chave: galectinas, TLR, cistos radiculares e granulomas periapicais.
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ABSTRACT

Introduction: Cysts and periapical granulomas are mediated by a combination of
inflammatory molecules that develop in order to prevent periapical infection in response to
microbial species in dental root cand. It is known that TLRs are pathogen recognition
molecules and that galectins are lectins which can be associated with the inflammatory
process, stimulating or inhibiting the immune system. Objective: To evaluate the in situ
expression of Toll-like receptors (TRL-2 and TLR-4) and of galectins (Gal-3 and Gal-9) in
radicular cysts and periapical granulomas in comparison with the control group. M ethods: we
analyzed 62 cases (30 radicular cysts, 27 periapical granulomas, and five control cases).
Indirect immunohistochemistry was used to evaluate the expression of TLRs (TRL-2 and
TLR-4) and galectins (Gal-3 and Gal-9). Results: The expression of Gal-3 and Gal-9 was
significantly higher in periapical granulomas and radicular cysts than in the control group.
Similarly, both Gal-3 and Gal- 9 were significantly more expressed in periapical granulomas
than in radicular cysts. The expression of TLR-2 was significantly higher in periapical
granulomas and radicular cysts than in the control group, and it was also significantly higher
in radicular cysts with fistula than in the cases without fistula. Furthermore, the expression of
TLR- 4 was significantly higher in the cases of periapical granulomas with fistula than in the
cases without fistula. Concluson: We beieve that Ga-9 expression may modulate the
inflammatory response in these non-re-exacerbated chronic periapical lesions, whereas Gal-3
may be associated with the re-exarcebation of the inflammatory response, thus activating TLR
pathways.

Keywords: Galectins, TLR, radicular cysts and perigpical granulomas.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lesdes periapicais

O termo lesdo periapica geralmente é utilizado para identificar lesdes inflamatérias
cronicas nos tecidos que circundam e se relacionam diretamente com o &pice dent&rio. O
granuloma perigpical e o cisto radicular estdo entre as principais lesbes periapicais
(CONSOLARO, 2008).

Frente a uma agressdo a resposta imunoldgica priméria tem inicio a nivel vascular
com a vasoconstri¢do rgpida, quase imediatamente seguida por vasodilatacgo, originando um
acumulo de células vermelhas do sangue no centro do vaso, e uma migragdo de leuctcitos
para as zonas periféricas, que adere as paredes vasculares. Isto provoca a formagéo de
pequenas fissuras no endotélio do vaso, induzindo um extravasamento de plasma para o
tecido conjuntivo; j& 0 edema € produzido devido a0 aumento da pressdo local e compresséo
das terminagBes nervosas, causando a dor. A conseguéncia final do processo inflamatério é
um infiltrado contendo linfécitos, macréfagos e células plasméticas (LOPEZ, 2004).

Na fase aguda da inflamag&o, um exsudado é produzido como resposta a agresséo do
tecido da polpa e da leséo periapical, predominando neutrofilos polimorfonucleares. Uma vez
gue a inflamag&o atingiu a fase cronica, o hospedeiro responde com a proliferacdo de novas
células, vasos e fibras paratentar reparar alesdo, o que resulta naformagdo de um novo tecido
chamado de tecido de granulagéo (LOPEZ, 2004).

A infeccdo bacteriana da polpa dental € a principa etiologia de lesbes periapicais.
Em geral, estas lesdes sdo diagnosticadas ou durante o exame de rotina dental radiografico ou
na sequéncia de dor aguda e/ou edema relacionado ao dente afetado (JAYALAKSHMI, et .,
2012).

O papel dos microrganismos no desenvolvimento de doengas periapicais tem sido
claramente demonstrado em modelos animais e estudos humanos. O desenvolvimento e
progressdo da lesdo endodbntica estd associada com a presenca de microrganismos no
sistema de canais radiculares. A infeccéo do sistema de canais perirradiculares é geralmente
polimicrobiana, composta por bacté&rias anaerdbias e aerdbias da microbiota norma da
cavidade oral (VIJAYARAGHAVAN, et a., 2012).
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As lesbes periapicais sdo consideradas, portanto, como uma resposta do hospedeiro,
que envolve reacdo imunoldgica, para prevenir a disseminagdo de bactérias a partir de um
canal radicular infectado (YANAGISAWA,1980; TERONEN et a., 1996, SALUM et 4d.,
2010). Tais lesdbes ocorrem, portanto como resultado da ativacdo e interagdo das respostas
imunes do hospedeiro contra a infecgdo do canal radicular (MARCATO et al., 2008); e estdo
entre as patologias que ocorrem com maior frequéncia no 0so aveolar (LIAPATAS et d.,
2003; RICUCCI et al., 2006).

A maioria das lesdes perigpicais (> 90%) pode ser classificada como: granulomas
periapicais, abscessos ou cistos radiculares. A incidéncia de cistos radiculares varia entre 6 e
55% e a ocorréncia de granulomas periapicais varia entre 9,3 e 87,1% (JAYALAKSHMI, et
a., 2012).

1.2 Cigtos radiculares e granulomas periapicais

Os cistos radiculares e os granulomas periapicais sdo considerados lesdes cronicas que
sdo controladas por um conjunto de mediadores inflamatérios que se desenvolvem a fim de
conter ainfecgéo periapical (STASHENKO, 1990; NAIR, 1997; MARCAL et d., 2010).

Do granuloma periapical deriva o cisto radicular a partir da proliferagdo dos restos
epiteliais de Maassez normamente encontrados no ligamento periodontal (CONSOLARO,
2008).

O granuloma periapical constitui-se em uma inflamag&o com destrui¢cdo do tecido
periagpica causada por agentes responsaveis pela infeccdo pulpar, quando a infeccéo atinge o
perigpice 0 hospedeiro libera mecanismos de defesa (céulas, anticorpos, mensageiros
intracelulares) (LIAPATAS et a., 2003; HAMA et al., 2006).

O granuloma periapical € considerado a origem da formag&o do cisto radicular, que é
uma lesfo periapical que resulta em uma destruicéo 0ssea do maxilar (ORLANDINI et al.,
1996; LIAPATAS et al., 2003; HREN et al., 2009). E uma massa locdizada de tecido
inflamat6ério crénico, com infiltrado inflamatério que pode sofrer reagudizacdo
(RAMACHANDRAN et al., 1996), contendo um grande nimero de mondcitos/macrofagos,
linfocitos T, e um pequeno nimero de linfécitos B e leucdcitos polimorfonucleares
(RAMACHANDRAN et d., 1996; KABASHIMA et d., 1998).
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Quando a infecg@o pulpar se espalha para o peridpice, uma resposta inflamatéria
sintomética do tecido conjuntivo periapical € produzida sob a forma de um abscesso ou lesdo
aguda (RAMACHANDRAN et d., 1996). A lesdo contém um acimulo denso de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), que sdo revestidos por tecido granulomatoso contendo linfécitos,
macréfagos e células plasméticas (RAMACHANDRAN et al., 1996).

Os cistos radiculares derivam de restos epiteliais envolvidos durante a evolugéo dos
granulomas periapicais, que podem estar associados & formagd da cavidade central e
limitados por epitélio escamoso estratificado, que pode ser descontinuo (SHEAR, 1999). E
uma lesdo inflamatdria crénica, com uma cavidade patoldgica fechada (NOBUHARA & DEL
RIO, 1993; RAMACHANDRAN et a., 1996; VIER & FIGUEIREDO, 2002; VIER &
FIGUEIREDO, 2004). As lesdes menores ndo sdo distinguiveis clinicamente e
radiograficamente. A radiolucidez de tamanho varidvel pode ser observada com perda da
l[&mina dura periapical, com fronteiras bem ou mal definidas, com ou sem envolvimento da
condensacdo 6ssea (LIA, 2002; SHEAR, 1999; TROPE et a., 1989). O cigo radicular é o
cisto mais encontrado na mandibula (NAIR, 2003).

A etiopatogénia do cisto radicular é particularmente controversa, so diversas teorias,
uma delas é baseada na formac&o de um trato epitelizado fistuloso até o granuloma a partir de
um abscesso periapical fistulizado para a cavidade ord originando um cisto radicular. Outra
teoria € a da cavitagdo epitelial; sdo acumuladas células epiteliais que ficam afastadas do
tecido conjuntivo e acabam ficando sem vascularizacdo sendo submetidas a degeneracéo e
necrose; j4 a teoria da formacdo de microabscessos baseia-se na degeneragdo do tecido
conjuntivo conduzindo ao desenvolvimento do cisto (GAY, 1999). Pouco se sabe ainda sobre
0S mecanismos etiopatogénicos exatos dos cistos radiculares (RICUCCI & BERGENHOLTZ,
2004).
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1.3 Citocinas

1.3.1 Receptorestipo Toll

Os receptores do tipo Toll (TLR) s moléculas envolvidas nas reaces imunol 6gicas
e descritas como uma familia de receptores de reconhecimento padrdo, que alertam o
hospedeiro da presenca de um patdgeno invasor (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002;
DASARI et al., 2010); sdo receptores de transdugcdo de sinais, que iniciam a cascata
inflamatéria (BEUTLER et d., 2003).

Foram observados a partir de Drosophilas, e sd0 expressos em células imunes inatas,
sendo o0s sensores chaves para um amplo espectro de agentes patoldgicos, moldando as
interagdes patdgenos hospedeiro (ADEREM & ULEVITCH, 2000).

Mais de 10 membros da familia TLR foram relatados em mamiferos e funcionam
como Receptores de Reconhecimento Padréo (PRR), reconhecendo uma variedade de Padrdes
Moleculares Associados a Patégenos (PAMP), tais como lipopolissacarideos, lipoproteina,
&cidos nucléicos, entre outros (AKIRA et a., 2006).

A ativagdo do TLR leva ndo somente a inducdo da resposta inflamatéria, mas, também
ao desenvolvimento do antigeno especifico da imunidade adaptativa (HASHIMOTO et d.,
1988; TAKEDA et d., 2003).

Ha relatos que TLR induz aumento da regulag@o do receptor de vitamina D (VDR),
lalfa vitamina D hidroxilase (enzima que converte vitamina D de inativo para ativo) e a
expressdo do gene CYP27B1 em mondcitos e macréfagos (LIU et al., 2006).

A familia TLR pode ser dividida em grande parte extracelular e intracelular, TLR-1,
TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6 e TLR-11 sdo localizados na superficie da célula para
reconhecer PAMP; jaTLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8 e TLR-9 sdo intracelulares, e expressam
compartimentos endossomais e lisossOmicos, a0 reticulo endoplasmético (ER)
(YAMAMOTO & TAKEDA, 2010). Os intracelulares sdo localizados na membrana do ER
em células em repouso, porém, quando estimuladas, sfo traficadas para 0 compartimento
endossomal (LATZ et al., 2004; NISHIYA et al., 2005).

A integridade da estrutura do componente de sinalizacdo TLR € essencial para a

protecdo imunologica a partir da infeccdo, mudangas estruturais sdo frequentemente
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associadas com a maior susceptibilidade para doengas infecciosas (LIU et a., 2006). A
ativagdo de TLRs desencadeia uma série complexa de acontecimentos que culminam em uma
reforcada transcricdo de genes pro-inflamatérios, cuja meta € iniciar 0s mecanismos que
neutralizam ainfecgdo (AN et al., 2002).

Cada TLR é um tipo de proteina de membrana, a qual mediante ativagdo resulta em
recrutamento do fator de diferenciacdo miel6ide 88 (MyD88), que é uma proteina adaptadora
que interage com TLR através do seu proprio Toll terminal-C/IL-1R dominio (AKIRA et al.,
2006; KAWAI & AKIRA, 2007.)

O TLR-2 desempenha um papel fundamental na defesa do hospedeiro contra bactérias
Gram positivas e seus componentes celulares (MATSUGUSHI et al., 2003; KOMORI et 4.,
2010), inclusive em neonatais (ZHANG et al., 2010). E contribui para a produgéo de citocinas
inflamatérias e interferon tipo 1 (IFN tipo 1), assim como para o controle da carga viral
(ZHANG et d., 2010). A via TLR-2 tem papel relevante no reconhecimento do virus e na
ativacdo da resposta imune inata (TOSHCHAKOV et al., 2002; MICHAUD et a., 2010). Os
TLR-2 reconhecem um grande nimero de moléculas que contem lipidios e traduzem com um
sind inflamatério para varios tipos de células (AKIRA et al., 2006; KUO et a., 2010). Estes
receptores sd0 necessarios para a expansdo de células T efetoras que induzem a secrecéo de
interferon-gama (IFN-y) (HELDWEIN et a., 2003).

O polimorfismo do gene TLR-2 apresentou-se com caracteristicas deletérias, podendo
ser associado com a mortaidade na sepse, e também com elevada prevaléncia de infecgdes
provocadas por bactérias Gram positivas em participantes com sepse (SUTHERLAND et al.,
2005; VERSTAK et al., 2007). O TLR-2 é uma molécula essencial para que os macrofagos
reconhegam Staphylococcus aureus, e para estabelecer protegdo da resposta imune contra
infeccOes de bactérias Gram positivas (ECHCHANNAOUI et al., 2002; TAKEUCHI et a.,
2000; TAKEUCHI et d., 1999; UNDERHILL et al., 1999).

O TLR-2 também apresenta grande importancia na indu¢do da resposta imunoldgica
antibacteriana no parénquima no sistema nervoso central (SNC) para o abscesso cerebral,
possuindo um pape central durante a fase aguda (KIELIAN et al., 2001; KIELIAN et d.,
2004). E importante para regular a indugso da expressio de algumas moléculas no abscesso
cerebral agudo, mostrando que € necess&rio para modular a expressdo de PRRs adicionais,
como o CD14, que pode funcionar em conjunto em um complexo multirreceptor para
maximizar o reconhecimento do patdgeno no SNC. (DZIARSKI, 2003; SCHWANDNER et
al., 1999; YOSHMURA et al., 1999).
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O TLR-4 pode reconhecer o lipossacarideo bacteriano (LPS), que se encontra na
parede celular das bactérias Gram negativas (HOSHINO et al.,1999; YANG et a., 1999;
PELEDRAN et al., 2001.), para assim induzir a producéo de citocinas, entre elas TNF-a. (fator
de necrose tumorad alfa), IFN-f (interferon beta), e interleucina 1 (METHE et al., 2005).
TLR-4 ainda pode ser necess&rio para o desenvolvimento da resposta Thl normal
(HELDWEIN et al., 2003), e quando ativada, induz a expressdo de algumas citocinas que
estéo associadas a reabsorgéo 6ssea e a ruptura do tecido em lesdes endodénticas periapicais
(HOU et al., 2000; MURAKAMI et al., 2001). Ha expressdo de TLR-4 em macréfagos de
ratos tolerantes a LPS e existe uma correlacdo entre a reducéo da expressdo de TLR-4 e a
queda na producgdo de IL-6, 0 que indica uma modulagdo ao nivel da membrana celular
(METHE et al., 2005).

A colaboragéo entre TLR-2 e TLR-4 pode ser crucial para mecanismos de transcrigéo
daimunidade inata & adaptativa em animais infectados (LAFLAMME et al., 2003).

1.3.2 Galectinas

As galectinas (Gal) sGo moléculas com agdo no sistema imunol 6gico; sdo consideradas
lectinas enddgenas e na atualidade tem sido dada énfase a estudos que investigam as suas
propriedades. As Ga sdo proteinas que participam de diferentes fenébmenos bioldgicos, como
interacdo célula-célula e célula matriz extracelular, diferenciacdo celular, angiogénese e
apoptose (LEFFLER et ., 2004; BARONDES et d., 1994).

Embora todas compartiihem uma sequéncia de nacleo no seu dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD), elas exibem diferengas estruturais interessantes na
apresentacdo do dominio de reconhecimento de carboidratos (LIU, 1990).

Os membros da familia de proteinas galectina sdo classificados pela sua capacidade de
ligar-se & beta-galactosideos e por uma sequéncia de aproximadamente 130 aminoacidos
dentro de seu dominio de reconhecimento de carboidratos (BARONDES et a., 1994).

As Gal também podem vincular seus ligantes em uma forma de hidratos de carbono
independentes. Este é frequentemente o caso no meio intracelular, onde a ligacdo ocorre
predominantemente através de interacbes proteina-proteina (LIU et al., 2002). Alem das

estruturas glicano basicas que sdo geramente reconhecidas por Gal, cada membro da familia
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Gal liga-se preferencialmente a um conjunto seletivo de proteinas glicosiladas e/ou lipidios
gue podem estar localizados na célula, na superficie da célula ou na matriz extracelular. As
Ga podem formar complexos proteina-proteina independente das interagdes do CRD
glicoconjugados (MATSUURA et al., 2009).

Os membros da familia Gal estdo estruturalmente classificados em trés grupos. Gal-1,
2, 7,10 e 13 séo protétipos de Gal, enquanto que a Gal-3 € um tipo de quimera. Ja as Gal-4, 8,
9 e 12 pertencem ao tipo de subfamilia que se repetem, o qual € caracterizado estruturalmente
pela presenca de dois reconhecimentos de hidrato de carbono de dominios distintos, com
especificidades diferentes de ligagcdo de aclicar que se juntaram por um peptideo ligante.
Consequentemente, os membros da familia das Gal tém um amplo espectro potencia de
células-alvo e fungdes bioldgicas e, dependendo da localizagdo celular do respectivo parceiro
de ligacéo, a atividade de uma Gal membro da familia pode ser oposto (MATSUURA et 4.,
2009).

As Gal tém sido isoladas a partir de um nimero de espécies variando de vertebrados a
esponjas, sugerindo que elas desempenham papéis essenciais na func@o celular basica
(COOPER & BARONDES, 1999; HOUZELSTEIN et al., 2004). As Gal desempenham um
papel significativo na promogdo do crescimento e ativagdo de fibroblastos nos tecidos
(HENDERSON & SETHI, 2009). Sua importancia se deve o fato de que distintos tecidos ou
células de organismos diferentes podem expressar essas proteinas e seus homoblogos
(RUBINSTEIN et ., 2004).

As Gal sdo expressas em todos os tipos de células do sistema imune, incluindo
células endoteliais, linfocitos, neutréfilos, mondcitos, macréfagos, mastocitos e em células
dendritices (DC), provocando a aivagdo pro-inflamatéria de leuctocitos (NORLING;
PERRETTI; COOPER, 2009; RABINOVICH et al., 2002). Uma grande variedade de fungdes
bioldgicas envolvidas nas respostas imune e inflamatdria e desenvolvimento de tumores
foram relatadas para Gal na ultima década, incluindo papéis na adesdo, migracdo e
sobrevivéncia (ELOLA et al., 2007; YANG et a., 2008). Também estdo envolvidas em
muitos processos durante a resposta inflamatéria na fase aguda, incluindo a ativag&o e adeséo
de neutrdfilos, quimiotaxia de macrofagos, opsonizacdo de neutrofilos apoptoticos e ativagdo
de mastocitos (KUWABARA; LIU, 1996; SANO et a., 2000; KARLSSON et d., 2009;
FRIGERI et al., 1993).

A Gal-3 é expressa por todos os tipos de células imunitérias, incluindo células
endoteliais, linfocitos, neutréfilos, mondcitos, macréfagos, mastécitos e células dendriticas
(LOTAN et a., 1994., BAUM et a., 1995; TROUNG et al., 1993; LIU et al., 1995; CRAIG et
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al., 1995; FLOTTE et al., 1983). Ela é altamente expressa e secretada pelos macréfagos (L1U
et d., 1995); e correlaciona-se com o inicio de extravasamento de neutréfilos no espago
alveolar (SATO et a., 2002).

Outras fungdes importantes da Gal-3 sdo: atuacdo como molécula anti-apoptotica,
estimuladora da angiogénese, reguladora da proliferacdo celular e promotora da adeséo
célula-célula (INOHARA et a., 1998; KIM et a., 1999; NANGIA-MAKKER et al., 2000;
LEE et d., 2006; HOYER et al., 2004). Pode regular a resposta inflamatéria através de suas
funcbes na ativacdo e migracdo celular e regulacdo da gpoptose em células do sistema
imunoldgico (LIU & RABINOVICH, 2005). No entanto, a funcéo de Gal ao nivel molecular
é multifacetada. E também considerada uma molécula epicena, encontrada nos tecidos
extracelulares, compartimentos citoplasmaticos e nucleares, e tem uma habilidade dependente
da concentragdo a ser monomérica ou formar oligbmeros. Estas propriedades conferem
grande flexibilidade a ela como um regulador preciso de muitos sistemas bioldgicos. Sua
forma monomeérica da uma grande flexibilidade na Gal-3 como um regulador especifico de
muitos sistemas biol6gicos (HENDERSON & SETHI, 2009).

A Gal-3 também esta envolvida na apoptose quando esté intracelular (YANG; HSU;
LIU, 1996), enquanto extracelularmente ela também induz gooptose de células T
(FUKUMORI et al., 2003). Sua expressdo € aumentada quando os mondcitos se diferenciam
em macréfagos (LIU et al., 1995) e diminuida quando as céulas dendriticas imaturas
diferenciam-se em células dendriticas maduras (DIETZ et a., 2000).

A Gal-3 promove interagdes mondcitos-mondcitos que levam a formagdo de células
gigantes multinucleadas, e sua expressdo tem sido associada a malignidade estando
aumentada em tumores (INOHARA et a., 2008; SAUSSEZ et d., 2008). Podem ser de
utilizagdo como um marcador para a determinagdo de fases de certos tumores
(BALASUBRAMANIAN et al., 2008; MATSUDA et d., 2008).

A modulag@o de expressdo e interacdo da Gal-3 com CD98/integrinas durante a
diferenciacdo de macréfagos pode representar importantes passos na regulagéo da plagticidade
dos macrofagos e controle na formagdo da inflamac8o crénica. A variag@o da sua fungéo
nos diferentes modelos de doengas podem refletir a funcéo dualistados macrofagos. A
manipulagdo da sua atividade tem efeitos profundos sobre a inflamagéo. Por exemplo, na
lesdo tecidual aguda e inflamacdo ela € uma componente chave na defesa do hospedeiro
contra 0s micrébios, como S. pneumoniae. No entanto, seo estimulo inicia torna
serepetitivo, a  Gal-3também pareceesar intimamente envolvidana transicdo para
ainflamag&o cronica (HENDERSON & SETHI, 2009).
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Durante a inflamago a Gal-3 € liberada no espaco extracelular onde ativam células
inflamatérias ou contribuem para sua retencdo, aumentando as interagOes celulares com
glicoproteinas da matriz extracelular (FRIGERI et al., 1993; SUZUKI et al., 2008). De acordo
com um papel proé-inflamatério, a Ga-3 exdgena tem sido demonstrada para ativar numerosos
tipos celulares envolvidos na resposta imune inflamatéria, ou sgja, induzir degranulacdo dos
magtécitos (FRIGERI et ., 1993; SUZUKI et al., 2008). Ela mostra-se expressa em cultivos
primérios de mastocitos, mastocitos do tecido e linhagens de mastécitos (FRIGERI & LIU,
1992; LIU et a., 1993) e localizadas no citoplasma e no nucleo destas células (CRAIG ¢ al.,
1995).

Uma fonte exdgena de Gal-3 foi mostrada para ativar mastécitos (FRIGERI;
ZUBERI; LIU, 1993; ZUBERI; FRIGERI; LIU, 1994), mas, a sua funcdo enddgena é
desconhecida. Os mastécitos sdo as principais células efetoras da hipersensibilidade imediata
as reacgdes (METCALFE; BARAM; MEKORI, 1997). A ligag@o de antigenos multivalentes
ligados a superficie de IgE (imunoglobulinas E) provoca a agregacdo de alta afinidade do
receptor IgE e inicia a transdugdo de sinal transmembranar. Isto resulta na secrecdo de
histamina e um conjunto pré-formado ou outro recém-sintetizado de mediadores e producdo
de citocinas com propriedades pré-inflamatérias e imuno-regulatérias (GORDON; BURD;
GALLI, 1990; SCHWARTZ, 1994).

A Gal-9 foi descrita pela primeira vez no linfoma de Hodgkin como um antigénio
tumoral. Uma grande variedade de células incluindo mondécitos/macréfagos expressam Gal-9.
A sua expressdo foi relatada para ser regulada negativamente durante a diferenciacéo
monocitica de células HL60 (KASHIO et al., 2003).

A Gal-9 também é didribuida em certas células fundamentais para a resposta
inflamatéria: células endoteliais (IMAIZUMI et a., 2002), clulas T (MATSUMOTO & 4d.,
1998) e fibroblastos (ASAKURA et al., 2002). Ela foi originalmente identificada como uma
potente quimiotética de eosindfilos produzidos e langados pelas células T antigeno
estimuladas (MATSUMOTO et d., 1998). Alem disso, também foi demonstrado que esta
lectina age diretamente sobre a agregacdo e inducdo de eosionofilos e sobre a producéo de
superdxido, que prolonga a sobrevivéncia destas células (MATSUMOTO et al., 2002).
Portanto, apresenta vérias atividades bioldgicas, tails como quimiotaxia, a agregagdo de
células, inducdo de producdo de radicais livres e apoptose (MATSUMOTO et d., 2002;
KASHIO et a., 2003). Esta molécula é um atividora potente da maturagdo das células
dendritica e, portanto, um iniciador darespostaimune adaptativa (DAI et al., 2005).
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Da mesma formaque a Gal-1, a Gal-9 também é conhecida por induzir a apoptose de
timocitos (WADA et a., 1997) e céulas T periféricas, implicando um papel tanto na
maturagddo de células T e na modulacdo da célula T mediada por reagdes imunoldgicas
(KASHIO et a., 2003). No entanto, estas duas Gal requerem diferentes ligantes e utilizam
diferentes vias intracelulares de morte a induzir a apoptose celular, devido as suas
caracteristicas estruturais distintas (Bl et al., 2008). Gal-9 também é um fator progndstico
uma vez que apresenta propriedades antimetastética em cancer de mama (IRIE et al., 2005).

A Gal-9 também interage com diversas glicoproteinas, o melhor parceiro de ligacéo
caracterizado é a mucina imunoglobulina de cdula T3 (TIM-3), uma proteina especifica
presente em subconjuntos de células T ecélulas do sistemaimunolégico inato, como
monadcitos, macréfagos e DCs (ZHU et al., 2005; FREEMAN et a., 2010). A Gal-9 tem um
papel multifacetado em desenvolvimento de cdlulas T e homeodtase, pois, esté envolvida na
selecdo timicade células T (WADA et a., 1997). Em paticular, ela foi encontrada por
ser altamente expressa nas células epiteliais timicas em camundongos (WADA et al., 1997).
A Gal-9 tem uma série de efeitos sobre varias populagdes de células T que servem para dterar
o0 equilibrio delas por regular negativamente Thl e Thl7 (WANG et a., 2009). O efeito mais
importante do tratamento de células T com esta molécula é a indugdo de apoptose levando
essas células a morte (KASHIO et al., 2003). Além deinducdo direta de morte de células T, a
elasuprimiu asusceptibilidade de Cdulas T a estimulacdo mitogénica (CHOU; SHIEH;
SYTWU, 2009).

ReacOes auto-imunes sdo caracterizadas pela ativagdo de células Thl e Thil7
(DARDALHON et al., 2008). A Gal-9 recombinante pode ser de valor potencial para
restringir auto-imunidade aguda e/ou cronica, como se observou em model os pré-clinicos de
vérias doencas auto-imunes, onde o tratamento com este tipo de molécula provou ser benéfico
(ZHU et al., 2005).

A administragdo de Gal-9 recombinante para camundongos com encefalomielite
experimental autoimune resultou na eliminacéo especifica de células Thl, bem como uma
diminuicdo nos niveis circulantes do interferon gama (IFN-[1) e uma concomitante reducéo na
severidade e mortalidade da doenca (ZHU et al., 2005). A atividade semelhante foi detectada
em modelos autoimunes associados a artrite e a diabetes autoimune (SEKI et d., 2008; SEKI
et a., 2007; ARIKAWA et al., 2009). A atividade terapéutica da Gal-9 recombinante nestes
modelos reduziu populagdes de cdulas Thl e Thl7 e niveis de citocinas pré-inflamatorias
(SEKI et a., 2008; ARIKAWA et a., 2009). Em contrapartida, os niveis de citocinas Th2 ndo
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foram afetados pelo tratamento com Gal-9, sugerindo que as células Th2 ndo sdo o principal
alvo de atividade apoptotica mediada por ela (SEKI et al., 2008).

A Gal-9tem vérios efeitossobre as regostasinatas e doengas autoimunes
(ARIKAWA et a., 2009). Em ratos com artritereumatdide os niveis da IL-6
foram reduzidos nas articulagBes apos o0 tratamento com a proteina recombinante da Gal-9,
visto que, a IL-6 é uma citocina importante na progressdo de doengas inflamatorias (SEK| et
al., 2008; FOUSER et al., 2008). Em outros estudos realizados com ratos, também o
tratamento da artrite autoimune induzida com Gal-9 teve atividade macrofégica reprimida
(ARIKAWA et a., 2009). A producdo de citocinas pré-inflamatérias produzidas por
macrofagos, tais como, TNF-a elL-1, foi reduzida (NIMMERIAHN & RAVETCH, 2008;
SAMUELSSON; TOWERS; RAVETCH, 2001). A expresséo deGa-9 humana
em camundongos transgénicos resultou na diferenciacdo e expansdo dos
granulécitos imunossupressoresda medula 6ssea (GABRILOVICH & NAGARAJ, 2009;
PERANZONI et al., 2010). Esses granuldcitosimunossupressores, também chamados de
derivados mieldides supressores de céulas (DMSCs), suprimem respostas das células
T imunes, eliminando as células T (GABRILOVICH & NAGARAJ, 2009; PERANZONI et
al., 2010).

Os macrofagos imunossupressores podem ser expandidos através de tratamento com
proteina recombinante Gal-9, como mostrado em camundongos com inflamagdo
pulmonar experimental (ARIKAWA et al., 2010). Sua sinalizag&o via TIM-3 esta envolvida
em diversas funcdes de regulagdo de autoimunidade, incluindo a eliminagdo direta de células
T inflamatérias, dedocando macro6fagos paraum estado anti-inflamatério, e indugéo
de DM SCsinibitéria (ZHU et al., 2005).
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1.3.3. Hipotese

Nos cistos radiculares e nos granulomas periapicais ha uma maor expressdo dos
receptores do tipo Toll (TLR-2 e 4) e galectinas (Gal-3 e 9) quando comparados a tecidos sem

processos inflamatorios.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo in situ dos receptores do tipo Toll (TRL-2 e TLR-4) e galectinas
(Gal-3 e Gal-9) em cistos radiculares e granulomas periapicais comparados com tecido

controle negativo.

1.4.2 Objetivos especificos

Comparar a expresséo in situ dos receptores do tipo Toll (2 e 4) entre cistos
radiculares, granulomas periapicais e tecidos controles negativos.
Comparar a expressdo in situ das galectinas (3 e 9) entre cistos radiculares,

granulomas periapicais e tecidos controles negativos.
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2 Materiaise M étodo

2.1Casuistica

Foram utilizadas 62 amostras, sendo: 30 amostras de participantes com cisto radicular,
27 participantes com granuloma periapical e cinco participantes sem lesdes periapicais que
constituiram o grupo controle negativo. As lesbes foram extraidas cirurgicamente.

Os critérios de inclusdo para 0os grupos com cisto radicular e granuloma periapical
foram: 1) uma ou mais lesdes Ossess periapicais diagnosticadas a partir de exame clinico; 2)
participante com boas condigBes de salde, sem estar fazendo uso de antibioticoterapia e/ou
antinflamatdrios por no minimo seis meses; 3) 0s casos clinicos apresentaram indicagdo de
apicectomia ou extracéo; 4) consentimento em participar da pesquisa através da assinatura do
“Termo de Consentimento”.

Os critérios de inclusdo para o grupo controle negativo foram: 1) ndo apresentar lesdes
Osseas periapicais a partir do exame clinico; 2) participante com boas condicdes de salide, sem
estar fazendo uso de antibioticoterapia e/ou antinflamatérios por no minimo seis meses; 3)
necessidade de extracdo dent&ria; 4) consentimento em participar da pesquisa aravés da
assinatura do “Termo de Consentimento”.

Este trabalho foi avaliado pelo comité de éica da Universidade de Uberaba— UNIUBE -
e aprovado sob protocolo de nimero: CAAE N. 0003.0.227.000-06 (Anexo 1).

Os participantes foram atendidos e submetidos a cirurgias parendodonticas na
policlinica odontolégica da Universidade de Uberaba (UNIUBE), Uberaba, MG. O
diagnostico especifico de cigto radicular e granuloma periapica foi realizado por meio de
exame andtomo-patologico, segundo os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial da
Saiide (OMS) (KRAMER et al., 1991).
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2.2 Obtencdo das Amostras

Foram coletados fragmentos teciduais “frescos’ de lesdes periapicais (cistos radiculares
e granulomas periapicais) e dos participantes do grupo controle negativo.

Estes fragmentos foram fixados no formaldeido e posteriormente incluidos em parafina
para obtencdo de secgdes histologicas de aproximadamente cinco um de espessura. Foram
confeccionadas laminas com as secgdes histoldgicas obtidas e entédo coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE) para confirmacdo histolégica das lesbes e andise da
imunohistoquimica das citocinas in situ. Para o grupo controle negativo a coloragdo pela
técnica HE foi empregada para confirmar a auséncia de lesdes. Os tecidos do grupo controle

negativo também foram submetidos a andlise imunohistoquimica das citocinasin situ.

2.3 Imunohistoquimica para receptoresdo tipo TLR-2 e 4

As laminas foram desparafinizadas em quatro banhos de xilol (xilol um, dois, trés e
quatro), cada banho durou 10 minutos. Em seguida as laminas foram submetidas a0 processo
de hidratacd em banhos de dcool (alcool asoluto 1 e 2, dcool 95% e dcool 70%). Cada
banho no &cool durou cinco minutos. Na sequéncia as l&minas foram lavadas em &gua
corrente pararetirar 0 excesso de acool.

Para recuperacéo do antigeno as laminas foram colocadas em Banho Maria a 90°C no
acido citrico 0,01 molar e pH seis. Transcorridos 30 minutos as laminas foram retiradas do
Banho Maria para resfriamento. Elas permaneceram na solugéo de &cido citrico por mais 10
minutos até baixar a temperatura.

O bloqueio das ligagdes inespecificas foi realizado colocando de 100uL a 200pL
(quantidade suficiente para cobrir toda seccdo histol6gica) de Phosphate buffered saline -
Bovine Serum Albumin — Sdlina tamponada com fosfato — Albumina de Soro Bovino (PBS-
BSA) 2%. Aslaminas foram incubadas com esta solugéo durante 30 minutos.

Na sequéncia foi acrescentado o anticorpo primario as secgBes histologicas. O

anticorpo primério foi obtido comercialmente e passou por um processo prévio de diluicdo em
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PBS/BSA 2% conforme as instrugdes do fabricante. Os fatores de diluigdo empregados assim
como dados do fabricante foram os seguintes:

Anticorpos Diluicdo Fabricante Cadigo
Anticorpo anti-TLR-2 humano - 100ug 1:200 Sigma Life PRS-3135
Science 31351002
Anticorpo anti-TLR-4 humano - 100ug 1:50 R&D AF-1478

As laminas com o anticorpo primario foram incubadas por duas horas em camara
Umida

ApGs o processo de incubagdo com o anticorpo primé&io as l&minas foram lavadas
quatro vezes com Phosphate buffered saline - Salina tamponada com fosfato (PBS) 1X mais
Tween 20 a0,05% por cinco minutos cada lavagem.

Ap0s as lavagens as 1&minas foram submetidas ao processo de blogueio da peroxidase
enddgena por 10 minutos com a seguinte solugdo: perdxido de hidrogénio a 30% (4,5 mL)
misturado a metanol (145 mL). Em seguida as laminas foram lavadas novamente por quatro
vezes com a o0lugdo de PBS 1X mais Tween 20 a0,05% por cinco minutos cada lavagem.

Foi adicionado as secgBes higtologicas o link (DAKO) por gotejamento. Gotejou-se o
link amarelo (anticorpo secundario) sobre os cortes e deixou por 30 minutos. As l&minas
passaram por novo processo de lavagem por quatro vezes com PBS 1X mais Tween 20 a
0,05% por cinco minutos cada lavagem. Apds a secagem foi acrescido aos cortes o link
vermelho (estreptovidina mais peroxidase) por 30 minutos. Apds este tempo foi efetuado
novo processo de lavagem com PBS 1X mais Tween 20 a 0,05% por cinco minutos cada
lavagem.

As seccles histoldgicas foram reveladas com a solugéo reveladora DAB (Diamino
Benzidina). Esta solugéo consste em uma mistura de um mL de tampéo TrisHCI (pH 7,2)
mais um comprimido de DAB e cinco pL de peréxido de oxigénio. Gotejou-se uma gota da
solucéo reveladora sobre as secgBes histoldgicas. As laminas ficaram de cinco a 10 minutos
com esta solugéo e protegidas da luz (no escuro).

Estas |&minas foram lavadas em seguida com &gua corrente, coradas com hematoxilina

e montadas com entelan.
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2.4 Imunohistoquimica para deteccéo de Gal-3 e Gal-9

Aslaminas foram desparafinizadas em quatro banhos de xilol cadaum por 10 minutos,
logo em seguida passadas em 2 banhos de dcool absoluto, 1 banho de dcool 95% e 1 banho
de é&cool 70% durante 5 minutos cada lavagem, para a retirada do excesso de xilol e
hidratacdo, e depois mergulhadas uma vez em tamp&o PBS por 5 minutos para remogéo do
excesso de dlcool. Depois da lavagem com PBS, foi realizada a recuperacdo de antigeno em
estufa a 90°C por 30 minuto.

Para fazer o blogueio de ligagBes inespecificas, foi adicionada em cada corte uma
quantidade de 100 a 200p! de solucéo PBS-BSA 2% e incubados por 30 minutos. Logo apos,
0 anticorpo primario foi diluido em solucdo PBS-BSA 2%, de acordo com as especificagbes
da Ga-3 edaGa-9, eincubados por duas horas.

Anticorpos Diluicdo | Fabricante Cadigo
Anticorpo anti-Gal-3 humano - 100ug 1:75 R&D AF-1154
Anticorpo anti-Gal-9 humano - 100ug 1:75 R&D AF-2045

Em seguida, as laminas foram lavadas novamente em solugdo com PBS 5 minutos
cada lavada e realizado o blogueio da peroxidase enddgena com solugdo de metanol com agua
oxigenada a 3% por 10 minutos. Em seguida, as |[aminas foram novamente lavadas no tamp&o
PBS (1X) + Tween 20 a 0,05%.

Foi colocado sobre cada corte o anticorpo secundaio composto pelo kit (Dako
Cytomation) de Biotinylated Link Universal e Streptavidin-HRP durante 30 minutos cada,
logo apobs, as l&minas foram lavadas 4 vezes em PBS (1X) + Tween 20 a 0,05%.

Para fazer a revelagdo das citocinas, foi utilizado o DAB- 3.3 Diaminobenzidina
diluido em 5 ml de solucéo tampdo TRIS-HCL (pH=7.2) e 25pl de &gua oxigenada (H205),
deixando incubado no escuro por 2 minutos.

Estas 1&minas foram lavadas em seguida com &gua corrente, coradas com hematoxilina
e montadas com entelan.

A andlise morfoldgica das células positivas que expressaram cada um dos receptores

testados foi realizada de forma quantitativa.
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2.5 Captura das Imagens

A avaliacdo morfométrica foi realizada a partir da quantificacéo do nimero de células
marcadas com positividade especifica na imunohistoquimica. Esta andlise foi realizada, a
partir, das imagens dos cortes histol6gicos que foram capturados por um sistema digital e
analisados através do software “Image J “(National Institutes os Health, USA). Dessa forma,
cada campo a ser quantificado foi capturado por meio de uma camera acoplada ao
microscopio e ao computador para digitalizagdo da imagem. As andlises morfolégicas e
marcagdes foram feitas por um Unico examinador calibrado e as cegas. O nimero de células
de cada campo foi determinado, assm como, a area de cada campo (0,091575706 pm?). A

densidade de células positivas foi expressa pelo niimero de céulas por mm?,

d= Numero células positivas

Area x n° campos

2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados pelo aplicativo Statview. Apés
andlise de normalidade, foram utilizados testes ndo paramétricos (Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis) e andlises de correlagdo (Spearman, paravariaveis continuas). O nivel de significancia
estabelecido foi para p<0,05. Os resultados obtidos foram representados em gréficos Box
Plot.
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3 RESULTADOS

Foram avaliadas 62 amostras, sendo 30 com diagnostico de cisto radicular, 27 de
granuloma periapica e cinco do grupo controle negativo. Na andlise morfoldgica do grupo
controle ndo foi encontrado nenhum processo patoldgico. No exame histopatol égico dos cistos
radiculares e dos granulomas perigpicais foram encontrados. infiltrado mononuclear,
predominante em 10 casos associados aos granulomas periapicais, e 18 casos associados aos
cistos radiculares. A forma mista congtituida por infiltrado contendo polimorfonucleares e
mononucleares foi observada em 17 casos associados a granulomas periapicais e 12 casos
associados aos cistos radiculares. Nos participantes com granulomas periapicais 14
apresentaram fistula, enquanto que nos participantes com cisto radicular foram observados 6

casos com fistulas.

Tabelal - Digribuicdo do tipo de infiltrado inflamatério polimorfonucleares’mononucleares e
mononucleares e a auséncia ou presenca de fistulas encontradas nos 57 casos com lesdes

estudados.

Infiltrado Fistula

MN PMN/MN Ausente Presente
Cistoradicular 60 % 40 % 80,0% 20,0%
Granulomaperigpical 37 % 63 % 48,14% 51,85%

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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Ao comparar 0s granulomas perigpicais e 0s cistos radiculares com o grupo controle,
verificou-se que, tanto os granulomas como os cistos apresentaram TLR-2 significativamente
maior quando comparados a0 grupo controle (Grafico 1) (Kruskall Wallis, p<0,001). No

entanto, a0 comparar a expressao do TLR-2 entre as lesbes periapicais ndo houve diferenca
significante.
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Gréfico 1 — Distribuicdo do nimero de células positivas para TLR-2 nas lesdes periapicais
(cistos radiculares e granulomas perigpicais). A linha horizontal representa a mediana, a barra

de dispersdo de 25% a 75% e a linha vertical representa a dispersdo de 10% a 90%. * (Kruskall
Wadllis; p<0,001)
Fonte: Dados da pesguisa, 2012.
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Ao comparar aexpressdo de TLR-2 nas lesdes periapicais associadas com a presenca ou
auséncia de fistulas, observou-se que a expressdo de TLR-2 foi significativamente maior nos
casos de cistos radiculares com presenca de fistula quando comparados com os casos de cistos
radiculares sem fistula (Gréfico 2) (Mann-Whitney; p=0,03). N&o houve diferenca significativa
entre cistos radiculares com fistulas quando comparados com granulomas periapicais com ou
sem fistulas.
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Gréfico 2 - Distribuicdo do nimero de células positivas para TLR-2 nas lesbes periapicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais com ou sem fistulas). A linha horizontal representa
amediana, a barra de dispersdo de 25% a 75% e alinha vertical representa a disperséo de 10%
a90%. *(Mann-Whitney; p=0,039)

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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Ao comparar apositividade de TLR-2 com o tipo de infiltrado inflamatério ndo houve

diferenca significante (Grafico 3) (Mann-Whitney; p = 0,283).
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Gréfico 3 - Distribuicdo do nimero de células positivas para TLR-2 nas lesbes periapicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais com infiltrado MN e MN/PMN). A linha horizontal
representa a mediana, a barra a dispersdo de 25% a 75% e a linha vertical representa a

dispersdo de 10% a 90%. * (Mann-Whitney; p=0,283).
Fonte: Dados da pesguisa, 2012.
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A expresséo in situ de TLR-4 entre os grupos de cisto radicular e granuloma periapical

foi avaliada, no entanto ndo houve diferenca significante entre os grupos. (Gréfico 4).
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Gréfico 4 - Distribuicdo do nimero de células positivas para TLR-4 nas lesbes periapicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais). A linha horizontal representaa mediana, abarraa
dispersdo de 25% a 75% e a linha vertical representa a dispersdo de 10% a 90%. *(Mann
Whitney; p>0,05)

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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Em relacdo a expressio do TLR-4 nas lesdes periapicais comparando com ou sem a
presenca de fistula, observou-se que a expresséo de TLR-4 foi significativamente maior nos
casos de granulomas periapicais com presenca de fistula comparado com os casos de
granulomas sem fistula (Gréfico 5) (Mann-Whitney; p=0,03). No entanto, quando comparado
entre os cigos radiculares ndo houve diferenca significativa (Gréfico 5) (Mann-Whitney;

p=0,016).
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Gréfico 5 - Distribuicdo do nimero de células positivas para TLR-4 nas lesdes perigpicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais com ou sem fistula). A linha horizonta representa
amediana, a barraadispersio de 25% a 75% e a linha vertical representa a disperséo de 10% a
90%. * (Mann-Whitney; p=0,016).

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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Ao avaliar a positividade de TLR-4 com o tipo de infiltrado inflamatério (MN e MN/PMN)
entre os grupos, nao houve diferenca significante (Gréfico 6) (Mann-Whitney; p>0,05).
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Gréfico 6 - Distribuicdo do nimero de células positivas para TLR-4 nas lesdes perigpicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais com infiltrado inflamatério MN e MN/PMN). A
linha horizontal representa a mediana, a barra a disperséo de 25% a 75% e a linha vertical
representa a disperséo de 10% a90%. * (Mann-Whitney; p>0,05).

Fonte: Dados da pesguisa, 2012.
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As Gal-3 e Ga-9 agoresentaram uma expressdo significativamente maor nos
granulomas perigpicais quando comparados aos cistos radiculares e quando comparados aos
tecidos do grupo controle negativo. As Ga-3 e Gad-9 goresentaram uma expressdo
significativamente maior nos cistos periapicais quando comparados ao grupo controle negativo.
(Gréfico 07) (Kruskal-Wallis; p=0,009).
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Gréfico 07 - Didribuicdo do nimero de células postivas para Gal-3 e Ga-9 nas lesdes
perigpicais (cistos radiculares e granulomas periapicais) e grupo controle. A linha horizontal
representa a mediana, a barra a disperséo de 25% a 75% e a linha vertical representa a
dispersdo de 10% a 90%. * (Kruskal -Wallis, p=0,009).

Fonte: Dados da pesguisa, 2012.
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Ao comparar a Gal-3 nas lesbes periapicais com presenca ou auséncia de fistulas nos
cistos radiculares e granulomas periapicais ndo houve diferenca significante (Gréfico 8) (Mann-
Whitney; >0,05).
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Gréfico 8 - Distribui¢do do nimero de células positivas para Gal-3 nas lesdes periapicais (Cistos
radiculares e granulomas periapicais com ou sem fistulas). A linha horizontal representa a
mediana, a barra a disperso de 25% a 75% e a linha vertical representa a disperséo de 10% a
90%. * (Mann-Whitney; p>0,05).

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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A densidade de imunomarcactes da Gal-9 ndo foi significativa comparando 0s grupos

de cistos radiculares e granulomas periapicais com ou sem fistulas. (Gréfico 09) (Mann-
Whitney; p>0,05).

GO -

e -

UM

-

nrariilnr a, ran

wrar o &, S0

Gréfico 09 - Distribuicdo do nimero de células positivas para Gal-9 nas lesdes periapicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais com ou sem fistulas). A linha horizontal representa
amediana, a barraadispersdo de 25% a 75% e a linha vertical representa a disperséo de 10% a
90%. * (Mann-Whitney; p>0,05).
Fonte: Dados da pesquisa, 2012.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

38

Foi avaliada a positividade de Gal-3 com o tipo de infiltrado inflamatério (MN e PMN/MN) e
também ndo houve diferenca entre os grupos (Gréfico 10) (Mann Whitney; p>0,05)
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Gréfico 10 - Distribuicdo do nimero de células positivas para Gal-3 nas lesdes periapicas
(cistos radiculares e granulomas periapicais com infiltrado inflamatério MN e PMN/MN). A
linha horizontal representa a mediana, a barra a disperséo de 25% a 75% e a linha vertical
representa a disperséo de 10% a90%. * (Mann-Whitney; p>0,05).

Fonte: Dados da pesquisa, 2012.
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Foi avaiada a positividade de Gal-9 com o tipo de infiltrado inflamatério (MN e
MN/PMN) nos grupos de cisto radicular e granuloma perigpical. N& houve diferenca
significativa entre os grupos estudados. (Gréfico 11) (Mann-Whitney; p>0,05).
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Gréfico 11 - Distribuicdo do nimero de células positivas para Gal-9 nas lesdes periapicais
(cistos radiculares e granulomas periapicais com infiltrado MN e MN/PMN). A linha horizontal
representa a mediana, a barra a disperséo de 25% a 75% e a linha vertical representa a
dispersdo de 10% a 90%. * (Mann-Whitney; p>0,05).

Fonte: Dados da pesguisa, 2012.
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Prancha 1: Imunomarca;ao paraTLR -4 em I@oes periapicais: (a8) TLR-4 em cisto radicular — 4OX e (b):
TLR-4 em granuloma periapical — 40X.
Fonte: Dados da pesguisa. 2012.

Prancha2 Imunomarwgao paraTLR -2 em |lesbes perl apicais: (¢) TLR-2 em cisto radicular — 40X e (d):
TLR-2 em granuloma periapical — 40X.
Fonte: Dados da pesguisa. 2012.
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E & : ] JOF .
Prancha 3: Imunomarcacdo para Gal-3 em |lesdes periapicais. (€) Gal-3 em disto radicul
Gal-3 em granuloma periapical — 40X.

Fonte: Dados da pesquisa. 2012.
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Prancha 4: Imunomarcagdo para Gal-9 em lesQes periapicais. (g) Gal-9 em cisto radi
Gal-3 em granuloma periapical — 40X.

Fonte: Dados da pesguisa. 2012.
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4 DISCUSSAO

Granulomas perigpicais e cistos radiculares representam um espectro de resposta
inflamatéria de sequestro que pode ser iniciada por uma variedade de agentes, incluindo
agentes microbianos infecciosos que atuam nestas lesdes. Fusubacterium nucleatum,
Prevotella e Porphyromonas sd0 as bactérias mais frequentemente isoladas, estando
associadas a quadros sintométicos e sintomatologia persistente (RAZ, PAZERINI, 1988).

Neste estudo, investigou-se a expressdo de TLR-2, TLR-4, Gal-3 e Gal-9 em lesdes
perigpicais e no tecido normal da mucosaoral.

A expressio de TLR2 foi significativamente maior em granulomas periapicais e cistos
radiculares, quando comparado com o grupo de controle. Além disso, a expressdo de TLR2
foi significativamente maior em cistos radiculares com a presenca de fistulas. Como néo se
observou a expressdo aumentada de TLR2 em granulomas perigpicais, os resultados sugerem
que estas lesdes passaram por distintos processos de imunomodul agéo.

Uma expressdo significativamente maior de TLR2 em granuloma periapical com
fistula quando comparado a granuloma periapical sem fistula e a cistos radiculares, foi
descrita (DESAI, LOVE e RICH, 2011), no entanto, em nosso trabalho, o TLR2 foi
significativamente maior nos casos em gue 0s pacientes estavam em processo de reagudizagéo
nos cistos perigpicais, indicando que os granulomas periapicais s80 mais susceptiveis de
serem sustentado pelo sistema imunoldgico, por reacéo de antigenos bacterianos, portanto
nossos achados ndo séo corroborados com os dados da literatura (DESAI, LOVE e RICH,
2011).

A presenca de reagudizacOes (fistulas) em lesdes periapicais cronicas tem sido relatada
na literatura associada com a expressdo de IL-17, tanto nos granulomas periapicais como em
cistos radiculares, e estareativagéo dainflamag&o, ocorre na maioria dos casos de granulomas
perigpicais (MARCAL, 2010).

Recentemente, foi demonstrado que, TLR2 atua no reconhecimento de fibrilas
amiléides bacterianas e este aspecto pode representar um novo mecanismo de
imunorregulagdo, o0 que contribui para a geracdo de respostas inflamatérias, incluindo a
producéo de IL-17A e lL-22 (NISHIMORI et al., 2012). Esta citocinas podem promover uma
reagudizacdo do processo inflamat6ério e consequentemente a expressao de TLR-2 nas células
do infiltrado.
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Da mesma forma, observamos um aumento na expresséo do TLR-4 nos granulomas
periapicais associados com fistula. Acreditamos que o tipo de bactéria que infecta o canal
radicular pode ser responsavel pela reagudizacdo desse processo e desta forma pode estar
interferindo na expresséo destes receptores. Os TLR-2 e TLR-4 foram identificados como os
principais receptores de sinalizagdo para os componentes da parede celular bacteriana, e
demonstrou-se que P. gingivalis estimula TLR-2, em vez de TLR-4 (LIEN et al., 1999). O
TLR-4 pode reconhecer lipossacarideo bacteriano (LPS), que se encontra na parede celular
das bactérias gram negativas (HOSHINO et al., 1999; PELEDRAN et d., 2001). Este receptor
parece contribuir para o desenvolvimento da resposta Thl normal (HELDWEIN et al., 2003),
e quando ativada, induz a expressdo de algumas citocinas que estéo associadas a reabsor¢éo
Osea e a destruicdo do tecido em lesdes endodbnticas periapicais (HOU, SASAKI e
STASHENKO, 2000; MURAKAMI et al., 2001).

No presente estudo, a expressao da Gal-3 e da Gal-9 foi significativamente maior nos
granulomas periapicals, e nos cistos radiculares quando comparados com 0 grupo controle.
Ao comparar as duas lesdes periapicais, observou-se que, tanto a Gal-3 como a Ga -9 foram
significativamente mais expressas nos granulomas periapicais.

Recentemente, tem sido demonstrado que a Ga-3 liga-se a multimérica LN (LacNAc)
e LDN (LacdiNAc) formando GalNAc_1-4GIcNAc motivos (NANGIA-MAKER et al.,
1993), assim como a edruturas de hidratos de carbono de outros em glicoproteinas e
glicolipidos incluindo lipopolissacarideos LPS a partir de muitos agentes patogénicos
(OCHIENG, FURTAK e LUKYANOV, 2004). Atraves desta atividade, a Gal-3 participa da
fagocitose de a guns microrganismos pelos macrofagos e desencadeia respostas do hospedeiro
a agentes patogénicos, pelo menos in vitro (SANO et al., 2003). Quer sgja também contribui
para eventos de sinalizagdo em células acessorias durante a infec¢do in vivo é incerto. Da
mesma forma, seu pape em vias de sinalizagdo desencadeadas por receptores Toll-like
(TLRs), que representam sensores chave nas células inatas (QURESHI et al., 1999), ainda néo
foi descrito, embora ndo encontramos estudos relacionando a Ga3 e TLR em lesdes
periapicas.

Ao compararmos a Gal-3 nas duas lesdes periapicais observou-se um aumento
significativo nos granulomas periapicais. Acreditamos que a expresséo de Gal-3 e TLR2
possam estar associados nestes processos inflamatorios crénicos periapicais colaborando tanto
para intensificagdo da resposta inflamat6ria como para eliminacéo das bactérias. No presente
estudo foi observada também, uma correlacdo de positiva e significativa da expressdo de Gal-

3 com a expressdo de mastécitos, tanto nos casos de cistos radiculares como nos granulomas
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perigpicais. A Gal-3 tem-se mostrado expressa em cultura de mastocitos (FRIGERI & LIU,
1992; LIU et d., 1993) e alguns autores apontam a Ga-3 como uma lectina ativadora de
magtécitos (ZUBERI; FRIGERI; LIU, 1994). A Gal-9 em humanos tem sido identificada
como um potente quimioatrativo para eosinéfilos produzida por cdulas T (MATSUSHITA et
al., 2000). Investigagdo sugere ainda que as N-e C-terminais de CRDs Gal-9 interagem com
ligantes idénticos ou estreitamente relacionadas com eosinéfilos na membrana (SATO et a.,
2002). Galectina-9 também tém propriedades imunomoduladoras, por indugdo de morte em
células Thl e Th2 cdulas ndo, através da interagdo com a molécula de superficie especifica de
células Th1-TIM-3 (ZHU, 2005).

Assim acreditamos que a expressdo da Gal-9 pode esta modulando a resposta
inflamatdria nestas lesdes periapicais cronicas ndo reagudizadas. Por outro lado, a Gal-3 pode
estar associada na exacerbag@o da resposta inflamatéria, na reagudizacdo, ativando vias de
TLRs e citocinas do perfil LTh17.
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5 CONSIDERACOESFINAIS

Os TLR e as Gal sdo moléculas envolvidas no processo inflamatorio, estéo presentes
nas células (intra ou extra-celular), e funcionam como receptores celulares na transmissdo
e/ou indugdo de sinais quimico.

Estas moléculas podem estar presentes em outras condi¢cdes patoldgicas, tais como:
neoplasias, doenga auto imunes, dentre outra condicagdes.

Este estudo ndo permite concluir que a expressdo de um tipo especifico de receptor de
superficie celular esteja exclusivamente envolvido na cronificagdo da lesdo periodontal ou em
um padrdo de evolugdo clinica destes processos.

Este estudo mostra que: TLR-2 teve expressdo significativa e positiva em: granulomas
periapicais comparados aos tecidos controles; nos cistos radiculares comparados aos tecidos
controles e nos cistos com fistulas comparados aos cistos sem fistulas.

O TLR-4 teve expressdo significativa e positivas nos granulomas com fistulas
comparados aos granulomas sem fistulas.

Dentre as galectinas a Gal-3 teve expressdo positiva e significativa: nos granulomas
perigpicais comparados aos cistos radiculares; nos granulomas periapicais comparados aos
tecidos controles;, ja a Gal-9 teve expressdo postiva e significativas nos granulomas
perigpicais comparados aos cistos radiculares e nos granulomas periapicais comparados aos

tecidos controles.
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6 CONCLUSAO

Granulomas periapicais expressam mais galectina- 3 e galectina 9 que os cistos
radiculares e um aumento na expresséo de TLR-2 e TLR-4 edtdo associados com a

regudizacdo destas lesbes periapicais.
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