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RESUMO

Objetivo: Avaliar através de imuno-histoquimica a expressédo de IL-17 em LP de
pacientes portadores de anemia falciforme.

Materiais e Métodos: Foram coletas 40 amostras de Lesbes Perirradiculares (20 do
grupo estudo e 20 do controle). Laminas silanizadas contendo cortes de parafina
foram utilizadas para a realizagcdo das reacdes imuno-histoquimicas. A analise das
imagens foi realizada com auxilio de microscopio 6ptico e cada lamina foi
subdividida em 5 campos de grande aumento. Foram atribuidos valores (0-2) para
cada campo, de acordo com o numero de marcacgdes positivas para o anticorpo. Os
dados foram analisados estatisticamente tendo como significancia o valor de p<0,05.
Resultados: A avaliacdo qualitativa da expressao de IL-17 nas imagens obtidas
através de imuno-histoquimica revelou 15% dos casos eram fracos a moderados e
85% fortes no grupo AF. Enquanto que no grupo controle, 80% e 20% para focais e
fracos a moderados, respectivamente. A analise quantitativa de IL-17 em LP revelou
maior expressdo em casos de AF (1,69 £ 0,39) quando comparado aos grupo C
(0,35 £ 0,19), havendo diferencga significativa entre os grupos (p<0,0001).
Conclusao: As LP de portadores de AF apresentaram maior expressao de IL-17
quando comparadas ao grupo controle.

Palavras-chave: Anemia falciforme; Imuno-histoquimica; Lesao perirradicular.
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ABSTRACT

Aim: Evaluate through immunohistochemistry the expression of IL-17 in LP of
patients with sickle cell anemia

Materials and Methods: Forty samples of LPs were collected (20 from the study
group and 20 from the control). Silanized slides containing paraffin were used for the
immunohistochemical reactions. The analysis of the images was done by using an
optical microscope and each blade was subdivided into 5 big fields increased, in
which we evaluated the epithelium (cysts) and connective tissue. It were assigned
values (0-2) for each field, based on the number of positive markups to the antibody.
The data were analyzed with 5% significance (p<0,05).

Results: The results demonstrate that the expression of IL-17 in the images obtained
through immunohistochemistry revealed in the SCA group the highest percentage of
strong labeling for the antibody. Quantitative analysis of IL-17 in LPs revealed greater
expression in cases of SCA (1,69 £ 0.39) when compared to control group (0,35 *
0,19), with significant difference between groups (p <0 ,0001).

Conclusion(s): The expression IL-17 was more evident in SCA patients than the
control group patients

Keywords: Apical periodontitis; Immunohistochemistry; Sickle cell anemia.
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1. INTRODUGAO

A lesdo perirradicular (LP) consiste em uma doenca inflamatéria de
origem microbiana causada primeiramente pelo desenvolvimento da infecg¢ao
no sistema de canais radiculares (LOPES & SIQUEIRA, 2015).

Algumas condigdes sistémicas dos hospedeiros podem modificar o curso
da doenca, como crises vaso-oclusivas, apresentando respostas distintas a
infecgao perirradicular e ao mesmo tipo de tratamento endodéntico. Estes
casos ocorrem porque alguns individuos apresentam condigbes que podem
influenciar na susceptibilidade de desenvolvé-la (SEGURA-EGEA et al., 2005).
Tais condicdbes podem ser referidas como modificadores da doenca
perirradicular, desde que n&o sejam a causa, mas possam influenciar no
desenvolvimento, diagndstico, severidade ou resposta ao tratamento
(SEGURA-EGEA et al., 2015).

As Doencas Falciformes (DF) sao disturbios hematoldgicos hereditarios
com maior prevaléncia em todo o mundo e que acometem uma expressiva
parcela da populagao brasileira (FRANCO et al., 2007). A Anemia Falciforme
(AF) é a mais grave e comum das DF, que se caracteriza por ser uma doencga
autossOmica recessiva nao ligada ao sexo, que geralmente ocorre com maior
frequéncia entre individuos da etnia negra (COSTA et al., 2013).

Essa desordem sanguinea esta associada com a produgdo anormal de
Hemoglobina (Hb), causada pela mutacdo do gene beta-globina. A mutacgéo
conduz a produgdo de uma Hb alterada (CHEKROUN et al., 2019). Essa
mudanca estrutural resulta em hemacias em formato de foice que promovem a

obstru¢do de vasos sanguineos, reduzindo assim a capacidade de transportar
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oxigénio que ocasiona na necrose de tecidos e orgéaos (BISHOP et al., 1995;
NUZZO & FONSECA, 2004; HOSNI et al., 2008).

Os fenbmenos que ocorrem na AF sao decorrentes da hemdlise ou da
oclusdo vascular. A hemdlise leva a manifestacbes cardiovasculares,
pulmonares, gastrointestinais e renais (SILVA et al.,, 2014). J&4 os processos
que envolvem crises vaso-oclusivas, levam a um processo inflamatério que
conta com diversos tipos de células, neuropeptideos e citocinas inflamatérias
(MAKIS et al., 2000; LANARO et al., 2009; NAPOLITANI et al., 2009; SILVA et
al., 2014).

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatdria de atuacao relevante na iniciacao
e na manutencao das respostas inflamatérias (SANTOS, 2015) que apresenta
importante participagdo na fisiopatologia de LP. A determinacdo da
imunoexpressao de IL-17 em LP de portadores de AF permitiria avaliar a
capacidade deste disturbio em influenciar o curso da doenga perirradicular.
Porém, ainda sdo escassas as evidéncias cientificas que estabelecam esta

correlagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anemia Falciforme (AF)

As DF sao condicbes decorrentes de desordens genéticas que induzem
a producao de Hb anormal, com estabilidade alterada e caracteristicas fisico-
quimicas desiguais da molécula normal (HOSNI et al., 2008).

A Hb que é comumente encontrada é chamada de HbA. Porém, existem
as anormais conhecidas como C, D, E e S. A HbS é a maior responsavel pela
modificagdo no formato da hemacia que define a DF. A conjun¢gdo de uma
destas hemoglobinas como C, D ou E com a HbS constitui um grupo de DF,
sendo a AF a mais grave e comum do grupo, caracterizada pela presenga
duplicada da HbS. Sendo assim, o paciente com AF tem a heranga genética
SS (ZAGO, 2001; SILVA et al., 2016). Existe uma mutagao no cromossomo 11,
na posicao 6 do gene da beta-globina, onde acontece uma alteragdo do
aminoacido acido glutdmico pela valina, definindo a variante nhomeada HbS
(HOSNI et al., 2008).

O trago falciforme nao é considerado doenga, ou seja quando se herda
de um dos pais o gene HbA e do outro o gene HbS, é considerado AS. Este
individuo, ndo apresenta nenhum sinal ou sintoma da doencga, sendo saudavel.
Contudo, duas pessoas AS, poderdo ter filhos com AF (KIKUCHI, 2003;
BORGES, 2015).

A HbS sofre polimerizacdo devido a mutacdo, quando em baixas
concentragdes de oxigénio, ocasionando mudanga em sua forma, o que
acarreta a deformagao da hemacia, aumentando a viscosidade sanguinea com

formacéao de cristais tactoides. As sindromes falciformes tém essas anomalias
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como base de sua fisiopatologia (EATON & HOFRICHTER, 1996; BANDEIRA
et al., 1999).

A diminui¢ao de pH e o aumento da temperatura podem levar a molécula
de HbS a sofrer polimerizagao e as hemacias a assumirem a forma semelhante
a de uma foice (MENDES, 2010; BORGES, 2015). Os glébulos vermelhos
alterados tém pouca mobilidade e flexibilidade, dificultam a circulagao
adequada e bloqueam o fluxo sanguineo capilar. Desta forma, prejudicam a

irrigacao e oxigenacao dos tecidos e 6rgaos (KIKUCHI, 2003; BORGES, 2015).

2.2. Prevaléncia e Incidéncia da Anemia Falciforme (AF)

A identificagdo da AF ocorreu em 1910, em um jovem afro-
descendente de origem caribenha. Este fato contribuiu para que a doenca
ficasse restrita a uma patologia racial. Estudos posteriores a esse auxiliaram
na evidenciacdo da relacdo entre a AF e a etnia negra (TAPPER, 1999;
BOTELHO et al., 2009; BORGES, 2015).

Na atualidade, podem ser classificadas por trés caracteristicas
geneticamente importantes que condicionam a gravidade da evolugao clinica:
os niveis de hemoglobina fetal (Hbf), a concomiténcia de alfa-talassemia e os
haplétipos associados ao gene da HbS. Existem cinco haplétipos distintos do
gene da HbS, cada um corresponde o nome da regido ou grupo étnico onde &
mais predominante: Arabe-Indiano, Camardes, Banto, Benin e Senegal. A AF
é muito mais benigna associada aos haplétipos Senegal e Arabe-Indiano,
enquanto existem indicadores de que a doenca associada ao haplétipo Banto

pode ser mais critico que a forma relacionada ao haplétipo Benin. Como cada
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haplétipo é prevalente em uma regido da Africa ou da Asia, a dimenséo de
pacientes com diversos haplétipos diverge no continente Americano, devido a
suas origens populacionais (ZAGO, 2001; BOTELHO et al., 2009).

Estima-se que 40% da Africa Equatorial seja portadora e a AF atinge
uma prevaléncia de 2 a 3% da populacdo (GOMEZ-CHIARI et al., 2003;
NUZZO & FONSECA, 2004). A associagao dessa patologia com a populagao
negra pode ser esclarecida. Ha cerca de 50 a 100 mil anos nas regides
tropicais e equatoriais da Africa, havia perfeitas condicdes para a proliferacéo
do mosquito Anopheles, vetor da malaria. Os individuos que portavam o gene
HbS, sobreviviam a doencga, pois este gene nao permite o alojamento para o
merozoito, tornando-os assim mais adaptados ao meio. Com isso, o0s
percentuais desta populacdo sdo bastante elevados na mutagdo de Hb
(ZAGO, 2001; BOTELHO et al., 2009).

E alta a prevaléncia da AF entre descendentes de origem africana,
devido ao alto grau de miscigenagdo. Por essa raz&o, tem propensédo de
atingir cada vez mais um grupo significativo da populagcdo mundial, sendo
uma doenga de carater endémico no Brasil (CANCADO & JESUS, 2007,
BOTELHO et al., 2009; BARROS et al., 2017), chegando a acometer 0,1% a
0,3% da populacédo afro-brasileira (ZAGO, 2001; LOUREIRO & ROZENFELD,
2005; BOTELHO et al., 2009; BORGES, 2015; SILVA et al., 2016).

E a doenca hereditaria mais prevalente no Brasil. No mundo a mais
encontrada € a anemia hemolitica congénita (TAKAHASHI et al., 1993;
NAUFEL et al., 2002; HOSNI et al., 2008; BOTELHO et al., 2009; BORGES,
2015). No Brasil € mais frequente na regido do norte e nordeste, porém

devido a grande miscigenagao no pais, pode ser observada em pessoas de
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outras etnias. Na Bahia s&o 1:650 para a doenca e 1:17 para o traco. Cerca
de 2% da populagdo sudeste é portadora de pelo menos um gene mutado
(CANCADO & JESUS, 2007; BARROS et al., 2017). A triagem neonatal nos
Estados de Minas Gerais e do Rio de Janeiro aponta a incidéncia de trago
falciforme 1:21 nascidos e de AF 1:1.200 nascimentos (HOSNI et al., 2008).

A elevada prevaléncia e as inumeras complicagdes caracterizam a AF
como um problema de saude publica (BRASIL, 2002; CANCADO & JESUS,
2007; BARROS et al., 2017). Em diferentes regides brasileiras, estima-se a
existéncia de mais de 2 milhdes de portadores do gene da HbS (RODRIGUES

et al., 2010; SILVA et al., 2016).

2.3. Complicagoes sistémicas da Anemia Falciforme (AF)

Os pacientes que possuem AF estdo sujeitos a complicagdes, como
crise vaso-oclusivas e anemia hemolitica crbnica que podem acarretar em
maior vulnerabilidade a infec¢des e alteragdes sistémicas (SERJEANT et al.,
2004; HOSNI et al., 2008; BRANDOW et al., 2011; SOARES et al., 2014).

A crise algica é a situagdo mais comum de procura do paciente com AF
a emergéncias (KAYA et al., 2004; BOTELHO et al., 2009; TAYLOR et al.,
2010; SOARES et al., 2014). Os principais motivos de consulta, sdo as dores
agudas, que acarretam dor 0ssea e dor articular. Esses sintomas devem ser
tratados o mais rapido possivel por causa de sua intensidade. No entando, a
dor, pode ser devido a outras patologias, como por exemplo, artrite infecciosa,
pericardite e pancreatite. E necessario cautela ao se diagnosticar o paciente

com crise de dor (MANWANI & FRENETTE, 2013; CHEKROUN et al., 2019).
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A principal causa de morte de pacientes adultos com AF é a
sindrome toracica aguda, que no seu estagio inicial é radiologicamente visivel,
associada aos sintomas de tosse, dispnéia, dor toracica e febre (WANG et al.,
2018; CHEKROUN et al.,, 2019). Na infancia, os acidentes vasculares
cerebrais estdo comumente associados, sendo considerados as complicagdes
mais graves da AF (VICHINSKY, 2017; CHEKROUN et al., 2019).

O paciente com AF é imunocomprometido em termos de sintese de
anticorpos e substancias efetoras envolvidas na defesa antimicrobiana.
Terapias antibiéticas sao necessarias para tratar o quadro de sépsis grave,
especialmente contra patégenos pneumococos (RANKINE & OWUSU et al.,
2017; CHEKROUN et al., 2019).

A complicagéo crénica mais frequente é a nefropatia. As patologias
renais manifestam-se de varias formas, como glomerulopatias, hematuria e
proteinuria e podem levar a insuficiéncia renal grave. A dor crénica de origem
O0ssea pode ocorrer como parte dessa condicdo (HARIRI et al., 2018;

CHEKROUN et al., 2019).

2.4. As manifestagcdes Orais da Anemia Falciforme (AF)

A palidez da mucosa oral € uma manifestacido habitual em pacientes
com AF, que ocorre devido ao processo de hemolise (FONSECA et al., 2007;
CHEKROUN et al., 2019).

O atraso na erupgao dentaria € comum em pacientes com AF, porém a
origem desta circunstancia permanece desconhecida (BISHOP et al., 1995;
TAYLOR et al., 1995; ALVES et al., 2006; MINISTERIO DA SAUDE DO

BRASIL, 2007; FONSECA et al., 2007; FRANCO et al., 2007; BORGES 2015).
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Outros achados relatados na literatura pertinentes a regido oral séo
hipomineralizacdo em esmalte, calcificacbes pulpares, hipercementose e
alteragdes Osseas que resultam em protusdo maxilar (BISHOP et al., 1995;
TAYLOR et al., 1995; ALVES et al., 2006; FRANCO et al., 2007; BOTELHO et
al., 2009; BORGES, 2015; CHEKROUN et al., 2019).

A dor orofacial que é secundaria a isquemia 6ssea devido a oclusao
vascular, acarretam no aparecimento de pequenas areas de necrose. Os 0Ss0s
mandibulares sdo o0s mais atingidos, especialmente sua &area posterior
(TAYLOR et al., 1995; TSATALA et al., 2004; CHEKROUN et al., 2019).

A osteomielite mandibular € uma alteragcdo comum a pacientes com AF.
TSATALA et al. (2004) observaram essa manifestacéo entre 79% a 100% do
casos de pacientes com AF. Osteomielite também pode afetar outros ossos da
face em pacientes falciformes. A crise vaso-oclusiva pode levar a isquemia e a
osteonecrose, 0 que propicia um ambiente favoravel para o crescimento de

bactérias (PATTON et al., 1990; BORGES, 2015).

As alteragdes radiograficas nos ossos da face podem se apresentar
isoladas ou combinadas. Os indicativos da AF sdo: o numero de trabéculas
Osseas que pode se apresentar reduzido; as trabéculas dsseas restantes
podem se apresentar grosseiras e definidas com nitidez e em eventuais casos
as trabéculas 6sseas horizontais proeminentes entre os dentes conferem o
aspecto conhecido como stepladder (SANGER & BYSTROM, 1977,
CORDEIRO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2013).

O aumento da medula 6ssea em pacientes falciforme ocorre em
resposta a necessidade elevada da reposicdo de células vermelhas,

acarretando alteragbes Osseas, dentre elas a expansdo e proje¢cao do 0sso
8



maxilar. Essas mudangas podem gerar ma oculsdo, sendo a protrusdo maxilar
a mais comum (SHNORHOKIAN et al., 1984; SILVA et al., 1993; ALVES et al.,
2006; SOUZA et al., 2008; RODRIQUES et al., 2013; BORGES, 2015).

A diminuicdo da radiodensidade e a formacdo de um trabeculado
grosseiro sao alteragbes Osseas comuns nesses pacientes. Podem ser
observados tanto na mandibula quanto na maxila, e s&o atribuidas a
hiperplasia eritroblastica e a hipertrofia medular que ocasionam na formagao
de espagos medulares largos e na perda do fino trabeculado 6sseo (SILVA et
al., 1993; MINISTERIO DE SAUDE DO BRASIL, 2008; RODRIGUES et al.,
2013).

O suprimento sanguineo mandibular é precario, colocando esse 0sso em
evidéncia quanto ao seu risco (ANDREWS et al., 1983; PATTON et al., 1990;
KAYA et al., 2004). As células falciformes podem ocasionar um infarto
isquémico que leve a necrose 0Ossea, criando um ambiente favoravel para o
crescimento de bactérias (FRIENDLANDER et al. 1980; GREGORY &
OLUJOHUNGBE, 1994; KAYA et al., 2004).

O estudo de KAYA et al. (2004) revelou alteragbes no tecido désseo
mandibular de pacientes com AF através avaliagdes radiograficas. Em 67% dos
pacientes foi constatado que a qualidade O&ssea foi deteriorada
significativamente, a densidade d&ssea trabecular diminuida e espagos de
medula éssea foram ampliados e se tornaram loculares. Assim, atribuindo um
aspecto osteoporotico ou esponjoso nas radiografias. Neste estudo foi relatado
um padrdo trabecular chamado de stepladder, observado em 28% do
pacientes, e também foram citadas mudancgas significativas no osso cortical.

Cerca de 22% dos pacientes com AF demonstraram um afinamento do osso
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cortical e irregularidades na mandibula. De 36 pacientes com AF, o teste de
sensibilidade pulpar identificou 6% de necrose pulpar em 827 dentes. Esse
achado indica que nao é apenas a estrutura 6ssea que é afetada pela doenca.
Além disso, 83% dos pacientes que apresentaram dor orofacial ou dentaria
sem razao aparente foi maior que do que o grupo controle.

Em portadores de AF, os espagos medulares ocorrem mais comumente
como areas radiolucidas entre os apices dos dentes e a borda inferior da
mandibula (SANGER & MCTIGUE, 1978; KAYA et al., 2004; BORGES,
2015). Os espagos medulares tém chance de serem mais visiveis, assim
como o aumento da espessura da cortical mandibular (BORGES, 2015).

Outros aspectos radiograficos podem ser vistos, como aumento da
espessura da cortical mandibula, que pode ocorrer durante as crises de
falcizacao e pouco frequente, aparecimento de lesdes radiopacas de natureza
vaso-oclusiva, normalmente s&o encontradas na regido posterior da
mandibular devido a um processo de reparo das areas infartadas (TSATALA

et al., 2004, BORGES, 2015).

2.5. Fisiopatologia das Lesdes Perirradiculares (LP)

As LP sao repostas a reacgdes imunoinflamatorias correspondente as
toxinas liberadas pelo metabolismo bacteriano (PEIXOTO & PEIXOTO, 2012).
Alteragcbes patologicas podem afetar tecidos, como a polpa dentaria, sendo
normalmente de natureza inflamatoria e etiologia infecciosa (LOPES &
SIQUEIRA, 2015). Sua patogenia decorre da necrose pulpar, uma vez que o
tecido necrético converte-se em um ambiente para colonizagado de bactérias, a

contaminagao do canal radicular causa um processo de inflamagao da polpa e
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dos tecidos perirradiculares caso nao tratado precocemente. Uma vez que a
inflamacdo se instala destruindo a integridade dos tecidos, a resposta
inflamatdria tende a localizar e reparar a area atingida. Quando a resposta
imunoldgica do hospedeiro ndo é capaz de destruir os agentes agressores,
essa agressao se torna persistente desencadeando reagdes inflamatoérias no
organismo. Nessa situagao, organismo em defesa tenta confina estes agentes,
tentando controlar infeccgdo (PEIXOTO & PEIXOTO, 2012; LOPES &
SIQUEIRA, 2015).

Para evitar a propagacao da infecgdo aos ossos da face e outras regides
do corpo, a resposta inflamatdria nos tecidos perirradiculares, que tem como
caracteristica a reabsorgéo 6ssea, permite o recuo do 0sso para longe da area
infectada (COLIC et al., 2009; PEIXOTO & PEIXOTO, 2012; AJUZ et al., 2014;

LOPES & SIQUEIRA, 2015; AZEREDO et al., 2017).

2.5.1. Mecanismo de defesa contra infec¢oes

A primeira linha de defesa contra uma infeccdo € chamada de imunidade
inata (ABBAS et al., 2007; SIQUEIRA, 2011; AJUZ et al., 2014; AZEREDO et
al., 2017). Uma vez que essa infecgdo se encontra na regido perirradicular, o
hospedeiro tenta combater esses microrganismos com mecanismos
inespecificos, sendo por barreiras fisicas e quimicas, como fagocitos, células
NK e por diversas moléculas efetoras (PEIXOTO & PEIXOTO, 2012; LOPES &
SIQUEIRA, 2015).

Quando ha persisténcia da infeccdo bacteriana, que ndo foi eliminada

pela imunidade inata, mecanismos especificos de defesa s&o induzidos,
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caracteristicos da imunidade adaptativa, representados por linfocitos, células
apresentadoras de antigeno e imunoglobulinas (PEIXOTO & PEIXOTO, 2012;
AJUZ et al., 2014; LOPES & SIQUEIRA, 2015; AZEREDO et al., 2017).

Bactérias podem agredir diretamente o tecido do hospedeiro, mediante a
liberacdo de enzimas, toxinas e outros produtos metabdlicos, mas a destruicao
tecidual é também resultado da acdo indireta do hospedeiro, pela resposta
imunopatoldgicas, induzidas por mediadores quimicos inflamatarios (PEIXOTO
& PEIXOTO, 2012; LOPES & SIQUEIRA, 2015). Destacam-se as citocinas,
entre esses mediadores, que sao moléculas envolvidas na regulacdo da
reposta imune. Essas moléculas sdo responsaveis por ativar células-alvo ao se
comunicarem com receptores especificos na membrana celular e provocarem
uma série de reacgoes intracelulares que causaram uma mudancga de atividade
biolégica (TAKAHASHI, 1998; PEIXOTO & PEIXOTO, 2012; AJUZ et al., 2014).

Inicialmente, os macrofagos residentes e o sistema complemento tentam
combater os microrganismos, sendo oriundos da defesa inata do organismo
(TROWBRIDGE & EMLING, 1997; PEIXOTO & PEIXOTO, 2012; AJUZ et al.,
2014). Entretanto, a ativagdo dos macréfagos aumenta sua propensdo como
célula apresentadora de antigeno e fungdes pro-inflamatérias (ABBAS et al.,
2007; PEIXOTO & PEIXOTO, 2012; AJUZ et al., 2014), também podem
sintetizar varios mediadores biolégicos, como a interleucina (IL) 1, IL-6, IL-8, ,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e prostaglandinas, que tém o papel
subsequente no processo inflamatério (BASSET et al., 2003; PEIXOTO &
PEIXOTO, 2012; AJUZ et al., 2014).

Com a ativagao do sistema complemento, seus produtos, vao dar origem

a mediadores como C3a e Cba, que estimulam os mastocitos a liberar
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histamina, ocasionando a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade
vascular. O C5a é um potente agente quimiotatico, com capacidade de atrair
neutréfilos e monécitos para a area afetada (WALSH, 2003; PEIXOTO &
PEIXOTO, 2012; AJUZ et al., 2014). Além disso, esse sistema é responsavel
pela opsonizagcao, onde formam-se complexos capazes de atacar as bactérias
e estimular resposta inflamatéria (TAKAHASHI, 1998; PEIXOTO & PEIXOTO,
2012; AJUZ et al., 2014).

Com o quadro de resposta inflamatéria aguda estabelecido, é
caracteristico o aumento da permeabilidade vascular e a migracao de células
de defesa para o local da infeccado (PEIXOTO & PEIXOTO, 2012). Os
neutrofilos sdo as células responsaveis pela primeira linha de defesa, porém
apresentam um tempo de vida pequeno entre 48-72h, devido a persisténcia da
agressao bacteriana, essas células sao substituidas por uma linhagem
macrofagica, sendo a segunda linha de defesa (PEIXOTO & PEIXOTO, 2012).

Os macréfagos apresentam receptores de superficie que reconhecem
estruturas presente em bactérias, dando inicio a sinais que ativam funcdes
antibacterianas e proé-inflamatérias (ABBAS et al., 2007; AJUZ et al., 2014).
Essa ativagdo faz com que os macréfagos tenham um aumento na capacidade
fagocitica e na fungdo de célula apresentadora de antigeno, aumentam a
estimulacado de producédo de mediadores quimicos, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a
(BASSET et al., 2003; AJUZ et al., 2014). Essas citocinas terdo a capacidade
de ativar osteoclastos, contribuindo para a reabsor¢cdo 6ssea (COLIC et al.,

2009; AJUZ et al.,2014).
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2.5.2. Mediadores quimicos presentes nas Lesoes Perirradiculares (LP)

As citocinas sdao mediadores importantes, que podem aumentar (pré-
inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatérias) a resposta inflamatéria. As agdes
pré-inflamatérias (Th1) tem as interleucinas IL-1,IL-2,IL-6,IL-7 e TNF-a. Ja as
acgdes anti-inflamatdrias (Th2) sdo as sao IL-4, IL-10, IL-13 e TNF-B (CURFS et
al., 1997; LIN et al., 2000; SOMMER & WHITE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011).
As células Th17, produzem as citocinas IL-17, IL-21 e IL-22, que estao
envolvidas com inducado de respostas pré-inflamatérias. (COLIC et al., 2009;
GUGLANI & KHADER, 2010, MACIEL, 2015).

A IL-17 tem papel de conexao entre resposta adaptativa e inata (YU &
GAFFEN, 2008; MACIEL, 2015). A ativacdo dos osteoclastos, que vai
ocasionar a reabsorgcdo 0ssea e em consequéncia o crescimento da LP tem
sua origem na diferenciacdo das células do sistema imune. Em resposta a
colonizagao bacteriana no interior do canal radicular, macréfagos, linfécitos T e
outros tipos de células liberam citocinas pro-inflamatérias, como também
prostaglandinas e bradicinas, as quais ao atingirem niveis criticos vao ser
responsaveis por estimular a osteoclastogénese (TAKAYANAGI, 2005a 2005b;
AJUZ et al., 2014).

A resposta imune inflamatoria mediada por Th1, destacando a citocinas
IL-1,TNF-a e IL-6, tem o papel de expansdo da lesdo como resultado da
destruicdo 6ssea (AKANIME et al.,1994; KAWASHIMA & STASHENKO et
al.,1999; AJUZ et al., 2014). Estudos evidenciam o impacto que a IL-17 tem na

remodelagdo déssea, especialmente em casos de artrite (NAKAE et al., 2003;
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GAFFEN, 2004; YU et al., 2007; MACIEL, 2015). As citocinas que participam
da reposta inflamatdria aguda quanto da crénica pertencem a familia da IL-17

(ROUVIER et al., 1993; GU et al., 2013; MACIEL, 2015).

2.5.3. IL-17

A IL-17 é uma glicoproteina secretada por células Th17, que tem a
capacidade de estimular células epiteliais, endoteliais e fibroblastos a
secretarem citocinas tais como IL-6 e IL-8 (FOSSIEZ et al., 1996; AJUZ et al.,
2014). Tem papel na regulagao da osteoclastogénese, possivelmente induzindo
acao de reguladores na atividade osteoclasticas (FUKADA et al., 2009;
FERREIRA, 2013). Osteoblastos e fibroblastos sinoviais vao ser ativados pela
IL-17 para expressar a RANKL importante para a diferenciagcao osteoclastica
(KOTAKE et al., 1999; SATO et al, 2006; FERREIRA, 2013). A sua
estimulacéo exarcebada leva ao dano tecidual (OUYANG et al., 2008; KORN et
al., 2009, GU et al., 2013; MACIEL, 2015). A IL-17 é responsavel por ativar
eventos sinalizados por citocinas, como TNF-a e IL-1B, sendo apontado com
uma molécula de ligagdo entre a resposta imune e adaptativa (YU et al, 2007;
YU & Gaffen, 2008; MACIEL, 2015).

A interagdo entre células precursoras de osteoclastos, células do
estroma e osteoblastos é importante para a ocorréncia das osteoclastogénese.
O RANK expresso na surpeficie de células precursoras, vai interagir com
RANKL, com essa unido, incia-se a atividade da cascata de transdugao que
leva a osteoclastogénese (SIQUEIRA, 2011; AJUZ et al., 2014). As células T

tem envolvimento na destruicdo 6ssea pela producdo de IL-17, que tem papel
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na inducao da producdo de RANKL (KOTAKE et al., 1999; SATO et al., 2006;
MACIEL, 2015).

A osteoprotegerina (OPG) é uma molécula produzida pelos osteoblastos
e pelas células do estroma, que tem o papel de competir com RANK, pelo
RANKL, para impedir a osteoclastogénese e tambem a ativagdo os
osteoclastos (BOYLE et al.,, 2003; AJUZ et al., 2014). A expressao entre
RANKL e OPG em equilibrio € que vai emitir a quantidade de osso a ser
reabsorvido. Entretanto, no quadro de inflamacao, esse equilibrio pode ser
afetado, ocorrendo um aumento de producdo de RANKL e uma dimuni¢ao de
OPG (SIQUEIRA, 2011; AJUZ et al., 2014). Na existéncia de um estimulo
inflamatdrio, aumenta a expressad de RANKL nos tecidos perirradiculares.
Assim estimula ativadade dos osteoclastos e a reabsor¢gdo 6ssea patoldgica
(MENEZES et al., 2008; GRAVES et al., 2011; MACIEL,2015).

A presencgao da IL-17 esta ligada ao aumento da LP mediante a sua
estimulacdo osteoclastica. Sendo, uma citocina importante para reabsorg¢ao
Ossea, por sua capacidade de estimular osteoclastos e na inducdo de sua
diferenciacdo em osteoclasto (KOTAKE et al., 1999; AJUZ et al., 2014
FERREIRA, 2013). Com as reabsorgao 6ssea cria-se espago para um tecido
de granulacdo. Células de defesa tentam confinar a infec¢do intraradicular e
assim a impossibilitando sua disseminacao pelo tecido 6sseo. Enquanto a
doenga progredir, a reabsorgdo continuara (SIQUEIRA 2011, AJUZ et al.,

2014).
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3. JUSTIFICATIVA

A AF é um disturbio caracterizado pela modificacdo do formato das
hemacias, de grande importancia epidemiologica. Esta desordem sanguinea
tem como caracteristica crises vaso-oclusivas que provocam intensas
respostas inflamatorias. Por isso, € provavel que essa condicao altere o
desenvolvimento da LP.

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatdria de atuacao relevante na iniciacao
e na manutencdo das respostas inflamatérias que apresenta importante
participagao na fisiopatologia de LP. A determinagdo da imunoexpressao de IL-
17 em LP de portadores de AF permitiria avaliar a capacidade deste disturbio
em influenciar o curso da doencga perirradicular. Porém, ainda sdo escassas as

evidéncias cientificas que estabelecam esta correlagao.
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5. OBJETIVO

Avaliar através de imuno-histoquimica a expresséo de IL-17 em LP de

portadores de AF.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Parecer Etico

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti

(HEMORIO), registrado e aprovado no cep Hemorio sob o numero 402\16.

6.2. Selecao da Amostra

A amostra foi constituida por 40 LP (20 do grupo estudo e 20 do
controle). Essas lesdes foram obtidas por cirurgias anteriormente realizadas
por motivos nao relacionados a esta pesquisa, e estavam associadas a

elementos dentarios portadores de infeccao endodéntica primaria.

As LP de portadores de AF foram provenientes de pacientes inscritos na
clinica odontoldégica do HEMORIO e aquelas pertencentes ao grupo controle
(individuos sem alteragbes de hemacias) foram adquiridas do Laboratério de

Patologia Bucal da Universidade Estacio de Sa.

Foram excluidos deste estudo LP de tamanhos insuficientes para fazer a
a montagem do corte na lamina; de tabagistas, de portadores de doencas
imunossupressoras (HIV positivos e diabéticos) ou autoimunes, de usuarios de
analgésicos, anti-inflamatérios e/ou antibidticos por periodo inferior a um més.
No grupo controle também foram excluidas LP de portadores de individuos

com AF.
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6.3. Diagnéstico das Lesoes Perirradiculares (LP)

O diagnéstico de LP (Figura 1) foi realizado por dois avaliadores
calibrados através da analise histopatoldégica das |aminas coradas com
hematoxilina e eosina. Foram classificadas como cistos as lesbes que

apresentaram uma cavidade parcial ou totalmente delimitada por epitélio.

Figura 1: Cortes histolégicos de lesdes perirradiculares corados em hematoxilina
e eosina (A) Cisto (B) Granuloma.

6.4. Reagcdes Imuno-histoquimicas

Laminas silanizadas receberam cortes histologicos de 3um para a
realizacdo das reagdes de imuno-histoquimica, seguindo o protocolo de AJUZ
et al. (2014). As laminas foram desparafinizadas e os cortes hidratados. Em
seguida, foi adicionado as laminas o tamp&o citrato-acido citrico (Tampéo
Citrato pH 6.0, DBS, Pleasanton, CA, EUA) e levado ao microondas (BMX
35ARHNA - Maxi Gratine Inox, Brastemp, Joinville, SC) (com poténcia minima

de 850W) em um ciclo de 12 minutos na poténcia maxima, em temperatura
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ambiente externa. Apds o término do ciclo, foi realizado o resfriamento em
temperatura ambiente por 20 minutos, para em seguida ser lavado em agua
corrente por 5 minutos.

Para a inativagdo da peroxidase endogena, foram feitos 5 banhos de 5
minutos cada com agua oxigenada (H202) 20 volumes (Proquimios, Rio de
Janeiro, RJ), em seguida as laminas foram lavadas 3 vezes em agua corrente.
As laminas, foram colocadas em solugao de PBS 1x pH 7,4 (Laborclin, Pinhais,
PR) e mantidas nesta solugao.

Para fazer a diluigdo do anticorpo primario IL-17 (1:200, rabbit, sc-7927,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) foi utilizada a solugdo PBS/BSA a
1%. O anticorpo primario foi aplicado sobre os cortes e depois as laminas
foram colocadas na geladeira por 16 horas (overnight). Apos este periodo, as
laminas foram retiradas da geladeira, os anticorpos primarios descartados e 3
lavagens de 1 minuto cada com PBS 1x foram realizadas.

O anticorpo secundario (LSAB + system HRP — Dako K0690, DAKO,
Carpinteria, CA, EUA) foi utilizado. O anticorpo secundario biotinilado foi
aplicado e colocado em estufa a 37° C por 30 minutos. Apos este prazo, foram
realizadas 3 lavagens de 1 minuto cada, das laminas em PBS 1x. Depois foi
aplicado complexo estreptavidina-biotina, deixando posteriormente as laminas
na estufa por 30 minutos a 37° C. Depois deste intervalo, 3 lavagens de 1
minuto cada com PBS 1x foram realizadas.

Para a etapa do DAB liquido (Liquid DAB + Substrate Chromogen
System - Dako K3468, DAKO, Carpinteria, CA, EUA) foi aplicada a solugéo de

20 pL de DAB liquido para 1000 uL de seu diluente especifico, por 5 minutos

21



em temperatura ambiente. Depois dos 5 minutos o DAB foi descartado e a
lavagem em agua corrente realizada por 5 minutos.

Foi realizada a contra-coloracdo com hematoxilina de Carazzi por 2
minutos e depois lavagem em agua corrente por 8 minutos. Por ultimo, os
cortes foram desidratados e passados pelo xilol de diafanizacao e pelo xilol de
montagem, sendo posteriormente montados com lamininas de vidro e Entellan
(Meck, Damstadt, Alemanha).

Foram realizados controles positivos e negativos para cada anticorpo

utilizado, conforme instrugdes dos fabricantes.

6.5. Analise das Imagens

A andlise das imagens (AJUZ et al., 2014) foi realizada foi realizado por
dois avaliadores calibrados com auxilio de microscoépio éptico (Leica DM500,
Heerbrugg, Suécia) e cada lamina subdividida em 5 campos de grande
aumento (40x de aumento microscopico), onde avaliou-se o epitélio (apenas

em casos de cistos perirradiculares) e o tecido conjuntivo.

De acordo com o numero de marcagdes positivas para o anticorpo,
atribuiu-se valores de 0 a 2 para cada campo. Considerou-se as areas
observadas negativas a focal, quando n&do houve células positivas ou menos de
5% das células coradas positivamente (0 ponto); fraco a moderado quando 5%
a 50% das células foram coradas positivamente (1 ponto); e forte, quando mais
de 50% das células foram consideradas positivas para cada marcador (2

pontos).
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No final, cada zona de todas as laminas estudadas recebeu cinco graus
que, em conjunto representaram valores de 0 (quando todos os campos de alta
poténcia analisados foram negativos) a 10 (quando todos os campos de alta
poténcia analisados foram fortemente positivos). Como este numero final
resume o valor total dos cinco campos, foi obtida uma média referente a
classificagdo de imunoexpressdo, sendo: negativo a focal (média final que
variava de 0 a 0,5), fraco a moderado (variando de 0,6 a 1,2) e forte (variando

de 1,3 a 2,0).

6.6. Analise Estatistica

A analise comparativa dos dados obtidos foi realizada utilizando o
programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc, California, USA). Para a
comparagao da expressao do mediador entre os grupos foi utilizado o teste de
hipotese ndo paramétrico de Mann-Whitney. A significancia estatistica levada

em consideracéao foi de p<0,05.
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7. RESULTADOS

A avaliagdo qualitativa (Figura 2) da expresséo de IL-17 nas imagens
obtidas através de imuno-histoquimica (Figura 3) revelou no grupo AF que 15%

dos casos apresentava marcacao de fraco a moderado e 85% forte.

B Negativo a focal
B Fraca a moderada

W Forte

Figura 2: Expresséao de IL-17 em lesdes perirradiculares do grupo anemia falciforme.
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Figura 3: Fotomicrografia de cortes histolégicos com marcagéao forte para IL-17 em leséo
perirradicular do grupo anemia falciforme (imunoperoxidase; 40x). A: Granuloma. B: Cisto.
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A avaliagdo qualitativa (Figura 4) da expressao de IL-17 nas imagens
obtidas através de imuno-histoquimica (Figura 5) revelou no grupo C que 80%

dos casos eram focais e 20% fracos a moderados.

B Negativo a focal
B Fraca a moderada

W Forte

Figura 4: Expresséao de IL-17 em lesdes perirradiculares do grupo controle.
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Figura 5: Fotomicrografia de corte histologico com marcacdo fraca para IL-17 em leséo

perirradicular do grupo controle (imunoperoxidase; 40x).

A andlise quantitativa de IL-17 em LP (figura 6) revelou maior expressao

em casos de AF (1,69+0,39) quando comparado ao C (0,35 +0,19), havendo

diferencga significativa entre os grupos (p<0,0001).
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Expressao de IL-17

Grupo

Figura 6: Comparagao da expressao de IL-17 entre lesdes perirradiculares dos grupos anemia
falciforme (AF) e controle (C). Mann-Withney test, * p<0,05.
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8. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressao de IL-17 em LP de portadores de
AF. A escolha da IL-17 ocorreu devido ao fato desta citocina pré-inflamatoria
participar tanto do quadro inflamatorio crénico caracteristico da AF como do
desenvolvimento de LP.

A avaliagdo de IL-17 foi realizada através de reagbes imuno-
histoquimicas seguindo metodologia previamente estabelecida (AJUZ et al.,
2014). Este método permite a localizagdo de citocinas e a analise histoldgica
via microscopia optica, no intuito de identificar dados individualizados sobre o
progressao da LP em AF.

Foi possivel verificar uma maior expresséo de IL-17 em lesbes do grupo
AF quando comparado ao grupo controle (p<0,0001). Observou-se marcagao
forte na maioria dos casos do grupo AF e marcagao focal na maioria dos casos
do grupo C. Estes achados confirmaram a hipotese do estudo. Atualmente,
existem poucas pesquisas sobre o papel da IL-17 em LP. Sabe-se da relagao
dessa citocina com a inducdo da reabsor¢cdo éssea e o desenvolvimento da
doencga perirradicular. Porém, ndo existem trabalhos que avaliem on niveis de
IL-17 em LP de portadores de AF o que dificulta a comparacao dos resultados.

A IL-17 apresenta-se associada ao aumento da resposta inflamatoéria
nas LP, presenga exarcebada de neutrdfilos, além da estimulagcdo da
reabsorcdo Ossea. A expressao dessa citocina na reativacdo constante da
inflamacédo tem a funcdo de eliminar microrganismos, promovendo

consequentemente o aumento da LP (MARCAL et al., 2010).
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COLIC et al. (2007) demonstraram produg¢éao de niveis elevados de IL-17
por células mononucleares de LP sintomaticas. O elevado numero de
neutréfilos e o aumento na producao de IL-8, aponta um papel desta citocina
na exacerbacio da inflamagao de LP crénicas.

A relacdo da IL-17 com o TNF-a, possivelmente é reponsavel pelas
alteracbes 6ssea que ocorrem tanto nas LP, como em doencas sistémicas
(RUTGER et al., 1999; AJUZ et al., 2014). OSEKO et al. (2009) evidenciaram
que a IL-17, através da estimulagao da IL-8, tem capacidade de exarcebar a
resposta inflamatoéria de LP crénicas. O estudo também aponta que o nivel de
IL-17 estava aumentando em lesBes sintomaticas, assim como neutrofilos
(AJUZ et al., 2014).

Ja a maior expressido de IL-17 em pacientes com AF ocorreu
principalmente devido ao alto grau de complicagbes inflamatdrias,
principalmente processos cronicos, que é onde a citocina tem maior atuagao. A
literatura (KEIKHAEI et al., 2013; BANDEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014)
demonstra que portadores de AF apresentam niveis elevados de IL-17 em
comparagao aos controles.

A AF é caracterizada por complicagdes sistémicas devido a crises vaso-
oclusivas, hemolise, estresse oxidativo e comprometimento de d&rgéos
importantes como figado e bago. O processo inflamatorio mediado por citocinas
€ observado em diferentes etapas da fisiopatologia da doenca (SHORES et al.,
2003; SEIXAS et al., 2010; TEXEIRA, 2018). Mas ainda ndo existe um perfil
definido destes marcadores no estado estavel e durante crise vaso-oclusiva

(MARTON & KISS, 2000; PITANGA et al., 2013; TEXEIRA, 2018).
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Os processos de vaso-oclusdo tem como consequéncia a isquemia,
devido ativacao do endotélio através do estresse oxidativo. Acabam, por induzir
continuas respostas inflamatorias na AF que se destacam por niveis elevados
de citocinas (SILVA et al., 2014).

Pacientes com AF apresentam altos niveis de IL-17, quando formado um
quadro inflamatério crénico, que pode ocorrer mesmo no estado estacionario
(BANDEIRA et al., 2014). KEIKHAEI et al. (2013) observaram niveis altos de
IL-17 em pacientes com AF em comparagao aos controles, mas nao houve
diferenca entre a AF em estado estacionario e em crise.

SILVA et al., (2014) correlacionaram os niveis de citocinas relacionadas
ao Th17 com os parametros clinicos e laboratoriais de portadores de AF. O
estudo revelou uma elevada expressao de IL-17 na AF e demonstrou uma
associacdao entre os fatores, revelando que IL-17 e IL-22 atuam como
biomarcadores de alteragdes clinicas e hematologicas na AF.

Novos trabalhos avaliando on niveis de IL-17 em LP de portadores de
AF sdo necessarios para melhor compreender a influéncia desta condicdo na

fiosiopatologia de LP
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9. CONCLUSAO

Concluiu-se através desse estudo que as LP de portadores de AF
apresentaram maior expressao de IL-17 quando comparadas ao grupo
controle. E provavel que os frequentes quadros inflamatdrios resultantes das
crises de vaso-oclusao elevaram a exacerbacgao de citocinas pro-inflamatarias,

interferindo assim no curso da doenca perirradicular.
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11. ANEXOS

w

é@é GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO HEMORIO

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE INSTITUTO ESTADUAL DE HEMATOLOGIA

ARTHUR DE SIQUEIRA CAVALCANT!

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP HEMORIO

Rio de Janeiro, 09 de novembro de 2016.

ASSUNTO: Parecer consubstanciado de projeto de pesquisa avaliado pelo CEP HEMORIO

Prezada Pesquisadora,

O projeto, "Avaliagdo da influéncia de disturbios de coagulacdo na manifestacio

de lesées perirradiculares”, registrado no CEP HEMORIO sob o numero 402/16, foi

apresentado de acordo com a Resolugdo 466/12. Assim, apds apresentacdo e analise dos

documentos recebidos, o Comité de Etica em Pesquisa HEMORIO considera o projeto
APROVADO.

Ressaltamos abaixo, algumas orientages fundamentais, as quais o pesquisador deve

estar muito atento:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem
prejuizo ao seu cuidado e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado;
O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo

aprovado e descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da
descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu parecer, exceto
quando perceber risco ou dano n&o previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que
requeira agdo imediata;

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas

imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha

sido em outro centro) e enviar notificacdes ao CEP e & ANVISA, junto com seu

osicionamento;
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP

de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e
suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados
anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial.

Rglatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente até
09/05/2017 e ao término do estudo.

/[ 1/
{ |
"
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Rua Frei Caneca, 8 - Centro — Rio de Janeiro — CEP 20211-030 4
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GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO HEMORIO

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE INSTITUTO ESTADUAL DE HEMATOLOGIA
ARTHUR DE SIQUEIRA GAVALCANTI

Sendo assim, por favor, contate a Coordenagdo do CEP HEMORIO (Sra. Marcia Villa Nova,
Thais Oliveira ou Joselaine Sousa) pelo telefone 2332-8612, ramal 2415, a fim de

estabelecermos o fluxo de sua pesquisa e tomarmos outras providéncias pertinentes.

Atenciosamente,

Marcia Villa Nova
Coordenadora do CEP HEMORIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Frei Caneca, 8 - Centro — Rio de Janeiro — CEP 20211-030

Tel: (21) 2299-9442 R 2215 — Fax: 2242-4250 - WWW.hemorio.rj.gov.br - cep@hemorio.rigov.br
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