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RESUMO

Este estudo teve como objetivos identificar por técnica de
imunohistoquimica linfécitos T4, linfécitos T8, linfécitos B, macréfagos e
mastocitos em tecidos pulpares normais e inflamados de dentes humanos e
correlacionar a presenca dessas células com os sinais e sintomas apresentados
pelos pacientes e aspectos clinicos dos dentes. Apds a determinagdo do
diagnéstico clinico das condigdes pulpares, 24 polpas normais e 18 polpas
inflamadas foram coletadas de dentes extraidos clivados ou por extirpacdo em
dentes que foram submetidos a endodontia. As polpas foram processadas
histologicamente, sendo que uma seccéao tecidual de cada amostra foi corada por
hematoxilina e eosina e as demais foram utilizadas para a imunohistoquimica. As
laminas foram analisadas em microscopia de luz. Cinco campos com maior
intensidade de marcacao foram capturados, tiveram suas areas mensuradas e o
namero de células contado. Em polpas normais, os linfécitos T8 apresentaram
maior numero de células marcadas, seguidos pelos linfécitos T4, macrofagos,
linfécitos B e mastécitos. Diferengas significantes foram encontradas, com maior
namero de linfécitos T8 quando comparados aos linfécitos B e mastocitos
(Kruskal-Wallis - p< 0,05). Em polpas inflamadas, os macrofagos apresentaram
maior numero de células positivas seguidos dos linfécitos T8, T4, B e mastdcitos.
Nao houve diferenca estatistica significante entre as densidades das células
estudadas em polpas inflamadas (Kruskal-Wallis - p> 0,05). Dessa forma,
concluiu-se que os linfécitos T4, T8 e B, macréfagos e mastécitos podem ser
identificados em diferentes propor¢des nos tecidos pulpares normais e inflamados.
Entretanto, ndo houve correlacdo entre a sintomatologia apresentada pelos
pacientes e 0 aumento do numero dessas células em todos os tecidos pulpares

classificados clinicamente como inflamados.



ABSTRACT

The aim of this study was to identify by immunohistochemical technique
T4 lymphocytes, T8 lymphocytes, B lymphocytes, macrophages and mast cells in
normal and inflamed human dental pulps and to correlate the presence of these
cells to the signals and symptoms presented by the patients and the teeth clinical
aspects. After the clinical diagnoses, 24 normal dental pulps and 18 inflamed
dental pulps were collected from extracted teeth or by extirpation during
endodontic procedures. After dental pulp histological procedures, one tissue
section from each specimen was stained with hematoxylin and eosin and the other
sections were used to immunohistochemical analyses. The slides were analyzed
by light microscopy. Five fields with more intensive immunostaining were captured,
measured and the positive cells were counted. In normal pulps, T8 lymphocytes
presented more positive cells followed by T4 lymphocytes, macrophages, B
lymphocytes and mast cells. Statistical significance was founded with more T8
lymphocytes than B lymphocytes and mast cells (Kruskal-Wallis — p< 0.05). In
inflamed dental pulps, macrophages presented more positive cells, followed by T8,
T4, B lymphocytes and mast cells. These data were not statistically significant
(Kruskal-Wallis — p> 0.05). It was concluded that T4, T8 and B lymphocytes,
macrophages and mast cells could be identified with different rates in normal and
inflamed dental pulps. However, no correlation was detected between the patient’s
symptomatology and these cells increase in all inflamed dental pulps.



1 INTRODUCAO

A polpa dental é um tecido conjuntivo frouxo que apresenta a
peculiaridade de estar envolta por tecido mineralizado (Carvalho & Figueiredo,
1999). Por esse motivo, pode apresentar algumas diferencas em relacdo aos
outros tecidos durante a inflamagdo, como a dificuldade de expandir em
consequéncia de extravasamento de fluidos apds a vasodilatagcdo e aumento de
permeabilidade vascular (Estrela & Figueiredo, 1999). A regulacéo inicial e tardia
dos processos inflamatérios é realizada por células imunoldgicas e inflamatérias
como os linfécitos T, linfécitos B e macréfagos e seus mediadores quimicos
(Cotran et al., 2000). Dessa forma, a presenca dessas células em tecidos pulpares
sadios ou inflamados é de fundamental importancia para que 0 processo
inflamatorio possa ser desencadeado corretamente e a funcéo de defesa do tecido
pulpar seja realizada com eficiéncia.

Anos atras, sugeria-se a auséncia de resposta imune mediada por
células na polpa dental humana (Eleazer et al., 1975). Entretanto, com a utilizagao
de reacdes especificas como as reagdes tipo antigeno-anticorpo, foi possivel
identificar a presenca de linfocitos T em polpas dentais inflamadas (Pekovic &
Fillery, 1984). Outros estudos que utilizaram a técnica de imunohistoquimica
também demonstraram a presenca de linfécitos em polpas humanas inflamadas,
com a ocorréncia de pequenas discrepancias nos resultados obtidos (Hahn et al.,
1989; lzumi et al.,1995).

Apesar desses trabalhos identificarem linfécitos T em polpas
inflamadas, a presenca de células imunolégicas ou inflamatoérias na polpa dental
sadia ainda era questionada (Seltzer & Bender, 1984). Os estudos realizados em
polpas normais demonstraram a presenca de algumas células (Jontell et al., 1987;
Hahn et al., 1989; Izumi et al., 1995), entretanto, divergéncias foram encontradas
principalmente quanto a presenca de células como os linfocitos B e macrofagos.
Jontell et al. (1987) ndo puderam identificar linfocitos B em nenhum dos
espécimes analisados de polpas normais, enquanto que Hahn et al. (1989)

identificaram uma pequena quantidade desse tipo celular. Da mesma forma, I1zumi



et al. (1995) nao identificaram a presenca de macro6fagos em polpas normais como
evidenciado por Jontell et al. (1987).

Outra célula importante no processo inflamatério, o mastdcito, secreta
mediadores quimicos como a histamina que participa da regulacao da fase inicial
da inflamacédo, atuando na vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
(Miller et al. 1978; Cotran et al., 2000). Como a secrecao de histamina pode
acarretar a formacdo do edema e conseqientemente aumento da pressao intra-
pulpar, a presenga dos mastdcitos na polpa dental, principalmente sadia, ndo é
tida como certa (Dockrill, 1961; Jontell et al, 1998). Diversos estudos
histoquimicos foram realizados para a identificacdo desse tipo celular na polpa
(Wislocki et al., 1947; Wislocki & Sognnaes, 1950; Dockrill, 1961; Aneroth &
Branstron, 1964; Eda & Langeland, 1970; Zachrisson, 1971; Zachrisson &
Skogedal, 1971; Miller et al., 1978), entretanto, devido a inespecificidade dessas
técnicas histoquimicas, ainda perduram duvidas em relagdo a sua presenca em
polpas dentais.

Pequenas divergéncias sdo encontradas quando a presenca de células
imunoldgicas e inflamatérias é estudada em tecidos pulpares alterados. Nao
obstante, um aumento nas diferencas dos achados de diversos estudos que
analisaram a presenca dessas células em polpas dentais normais, gera maiores
duvidas que justificam a realizagcdo de novos estudos para o conhecimento da
populacao celular que desempenha a funcdo de defesa pulpar, através da
inflamacao.

Assim como a presenca de determinadas células é questionada no
tecido pulpar, a relacdo entre as mesmas e a sintomatologia clinica apresentada
pelos pacientes também pode gerar duvidas. Apesar de alguns estudos indicarem
gue nem todos os dentes sintomaticos apresentam tecidos pulpares com processo
inflamatério organizado (Seltzer et al., 1963; Seltzer, 1972), é necessario
investigar a possibilidade de um pequeno aumento de células imunoldgicas ou

inflamatérias na polpa ser um dos fatores que causam dor clinicamente.



2 REVISAO DE LITERATURA

A polpa dentéria é um tecido conjuntivo frouxo, de origem mesenquimal,
constituida de células, substancia fundamental, fibras, vasos sanguineos, vasos
linfaticos e nervos. Como ocupa a posicao central do dente, é praticamente toda
envolvida pela dentina (Carvalho & Figueiredo, 1999).

Do ponto de vista anatémico a polpa pode ser dividida em coronéria e
radicular. A primeira ocupa a camara pulpar no interior da dentina coronaria e a
ultima preenche os canais radiculares desde as embocaduras até a regiao apical
radicular (Carvalho & Figueiredo, 1999; Souza, 1999; Torneck, 2001).

Histologicamente, a divisdo desse tecido se da pela observacao das
caracteristicas morfolégicas de cada regido. A zona odontoblastica é composta
principalmente pelos corpos celulares dos odontoblastos, ja que seus processos
penetram para o interior de tubulos dentinarios. Essas células estdo organizadas
de maneira regular por toda a periferia pulpar em contato com a pré-dentina. A
zona acelular, também chamada de camada subodontoblastica ou zona de Weil,
localiza-se logo abaixo dos odontoblastos e na verdade, ndo é desprovida de
células, pois contém ramificacbes de processos citoplasmaticos de fibroblastos e
ramificagcdes terminais de fibras nervosas. A zona rica em células ou zona celular
subjacente € composta por uma alta densidade de células que se localizam
adjacentes a zona acelular e em sua face interna e é continua com a porgao
central da polpa. A zona central caracteriza-se pela presenca de abundante
substancia fundamental, fibras coladgenas, fibras reticulares e células como
odontoblastos, fibroblastos, células mesenquimais indiferenciadas e de defesa
(Carvalho & Figueiredo, 1999; Souza, 1999; Torneck, 2001).

O tecido pulpar apresenta varias funcdes. E responsavel pela nutrigio
das células que constituem esse tecido; indiretamente, é responsavel pela
formacao da dentina pela acdo dos odontoblastos; registra sensagdes dolorosas
através de nervos sensitivos que acabam por culminar em uma fungdo de

protecdo do tecido; e ainda, é responsavel pelo processo de defesa com a



presenca de células que impedem ou retardam a destruicdo pulpar (Carvalho &
Figueiredo, 1999; Torneck, 2001).

A resposta protetora dos tecidos, de uma maneira geral, é caracterizada
pelo processo inflamatério que tem como objetivo livrar o organismo da causa
inicial e das consequéncias de uma leséo celular. Essa resposta ocorre em tecidos
conjuntivos vascularizados, envolvendo mediadores quimicos e células
imunolégicas e inflamatérias como neutréfilos, macréfagos, linfocitos, basdfilos,
eosindfilos, mastdcitos e plasmécitos (Cotran et al., 2000).

Por estar envolvida entre paredes rigidas, a polpa dental é considerada
um o6rgao especial (Smulson, 1984) e apresenta alteracfes em seus processos
fisiologicos e patolégicos. Sua funcdo de defesa representada pela inflamacao,
possui  caracteristicas diferentes dos outros processos inflamatérios,
principalmente quando se considera sua capacidade de expansdo em
consequéncia da vasodilatacdo ou aumento de permeabilidade vascular (Estrela &
Figueiredo, 1999).

A polpa dental humana parece ter uma resposta defensiva ampla por
células inflamatérias envolvendo células imunolégicas assim como em outros
tecidos (lzumi et al., 1995). Entretanto, a localizacdo do tecido pulpar e o fato do
forame apical representar o Unico meio de entrada para vasos sanglineos,
proporciona uma falta de suprimento sanguineo adequado durante injurias
severas. Da mesma forma, a menor atividade metabdlica desse tecido em relacao
aos outros, faz com que o reparo seguido de fibrose ndao possa ocorrer facilmente
(Trowbridge & Kim, 2000).

Dessa forma, a presenca de determinados tipos celulares e suas
principais funcées tem um papel importante para que o processo inflamatério
pulpar exerca sua funcéo sem lesar ao extremo o tecido.

Como as principais células efetoras da resposta imune sao os linfécitos
T e B e essas células dependem diretamente da atuacdo do macrofago para o
processo de apresentacao de antigenos (Calich & Vaz 1989), a presenca ou
auséncia de algum desses tipos celulares pode ser crucial para o desenrolar da



resposta inflamatéria pulpar, seguida ou ndo de reparo. Os mastécitos também
secretam importantes mediadores quimicos que participam da regulacdo da fase
inicial do processo inflamatério (Cotran et al., 2000) e sua presenca nos tecidos
pulpares também pode desempenhar papel fundamental no desenvolvimento da

doenca pulpar.

2.1 Linfécitos T

Os linfocitos T recebem essa denominacao por sofrerem processo de
maturacdo no Timo. Seus precursores originam-se na medula Ossea, sao
transportados pelo sangue, proliferam e entao, sofrem processo de maturagcéo no
Timo. Ap6s a maturacao, essas células sdo novamente transportadas pelo sangue
para ocupar areas definidas em outros 6rgaos linfaticos. Os linfécitos T
representam aproximadamente 65 a 75% dos linfocitos do sangue (Junqueira &
Carneiro, 2004). Com o advento de novas metodologias, descobriu-se que o0s
linfocitos T ndo sdo uma Unica célula, mas sim uma familia de células com
morfologias semelhantes, porém, com funcdes diferentes e bem definidas.
Atualmente, os linfocitos podem ser divididos em linfécitos T auxiliares, que
apresentam uma proteina de superficie chamada CD4; linfocitos T citotoxicos e T
supressores, que apresentam uma proteina de superficie chamada CD8. Essas
proteinas sdo usadas para a identificacdo dessas sub-populacdes de linfécitos
através de técnica imunohistoquimica, que utiliza anticorpos especificos para seu
reconhecimento (Abbas et al., 2002).

As principais fungbes dos linfocitos T auxiliares, também conhecidas
como linfécitos CD4 ou linfécitos T4, sdo o estimulo para o crescimento e
diferenciacao das células B e a ativacdo de macrofagos através da secreg¢ao de
citocinas; proteinas produzidas por muitos tipos celulares principalmente linfécitos
e macréfagos ativados (Cotran et al., 2000; Junqueira & Carneiro, 2004). Os
linfécitos T citotoxicos e T supressores sao chamados de CD8 ou linfécitos T8. Os
T supressores tém a funcao de inibir a resposta humoral e celular e apressar o
término da resposta imune (Junqueira & Carneiro, 2004). Ja os T citotéxicos,



atuam na lise de células estranhas e nas infectadas por virus, células tumorais e
de aloenxertos (Abbas et al., 2002).

Os linfécitos T ndao reconhecem antigenos nativos (ndo processados) e,
para sua ativacdo, necessitam do processamento de antigenos, pois sé
reconhecem antigenos associados a moléculas (MHC-II) expressas pelas células
apresentadoras de antigenos. De outra forma, os linfécitos B sdo capazes de
reconhecer diretamente moléculas antigénicas (proteinas, pequenos peptideos,
lipidios, polissacarideos e moléculas menores), sem necessidade de
processamento prévio (Junqueira & Carneiro, 2004).

2.2 Linfécitos B

Os linfécitos B foram assim chamados pelo fato de amadurecem na
bolsa de Fabricius das aves. Nos mamiferos, como nao existe um o6rgao
semelhante ao encontrado nas aves, essas células originam-se e sofrem processo
inicial de maturagao na medula éssea. Por isso, 0 “B” de sua denominagéo refere-
se da sua derivacao da bolsa ou da medula 6ssea, que em inglés diz-se “bone
marrow”. Apds originarem-se na medula 0ssea, esses linfocitos penetram nos
capilares sangulineos, sado transportados pelo sangue para instalarem-se em
orgaos linfaticos secundarios, com excec¢ao do Timo (Junqueira & Carneiro, 2004).
Constituem em torno de 5 a 10% dos linfocitos presentes no sangue e depois de
estimulados pela acdo de determinados mediadores quimicos liberados
principalmente por linfocitos T4, sofrem uma modificagdo morfoldégica onde o
nacleo celular desloca-se para a periferia da célula, diferenciando-se em
plasmécitos. Os plasmadcitos tém uma funcao especifica de produzir anticorpos.
Os anticorpos sao proteinas que se ligam de forma especifica a um Unico
antigeno. Cada plasmacito tem a capacidade de produzir apenas um unico tipo de
anticorpo para apenas um determinado antigeno (Abbas et al., 2002). O anticorpo
age ligando-se a sitios especificos (epitopos) nas células estranhas e liberando
sinais quimicos que indicam a presenga de um invasor as outras células

imunoldgicas. Certos anticorpos podem atuar na agregacao de células para



facilitar a fagocitose e precipitar moléculas agressivas estranhas, tornando-as
inécuas. Alguns linfécitos B ndo se diferenciam em plasmécitos, constituindo os
linfécitos B de memdéria que podem reagir de maneira rapida a uma segunda
exposicao ao mesmo antigeno (Junqueira & Carneiro, 2004).

Os linfécitos B e T ndo podem ser diferenciados morfologicamente ao
microscépio de luz e nem ao microscépio eletrénico. Dessa forma, a diferenciacao
dessas células e de seus subtipos pode ser realizada através proteinas
especificas de membrana que podem ser reconhecidas por técnicas
imunohistoquimicas (Junqueira & Carneiro, 2004).

2.3 Macréfagos

Os macroéfagos sao derivados de células produzidas na medula éssea
que alcancam a corrente sanguinea ainda na forma imatura, fase em que sao
chamados de mondcitos. Apds sairem dos vasos para o tecido conjuntivo, sofrem
um processo de amadurecimento e adquirem caracteristicas morfoldgicas de
macréfagos. Essas células podem proliferar localmente nos tecidos e dar origem a
novas células. Os macréfagos localizam-se no tecido conjuntivo de todos os
orgaos, onde podem receber nomes especificos como células de Kupffer no
figado, células Gliais no sistema nervoso central, células de Langerhans na pele e
osteoclastos no tecido ésseo. Essas células desempenham varias fungdes como a
de participar do sistema de defesa através da fagocitose, promover a
apresentacao de antigenos para os linfcitos T e produzir citocinas que recrutem e
ativem outras células inflamatérias. Depois de estimulados por infecgdes, por
exemplo, essas células sofrem alteracbes morfoldégicas e metabdlicas que lhes
conferem maior capacidade para fagocitose e digestao de particulas estranhas.
Nesse estagio de diferenciacdo sdo chamados de macréfagos ativados (Abbas et
al., 2002; Junqueira & Carneiro, 2004).



2.4 Mastocitos

Os mastocitos sdo derivados de células precursoras hematopoiéticas
presentes na medula 6ssea, que geralmente sofrem seu processo de maturacéao
nos tecidos. Embora sejam semelhantes aos baséfilos em muitos aspectos,
originam-se de células-tronco diferentes. Os mastdcitos apresentam importante
funcédo nas reacoes inflamatoérias agudas e persistentes (Cotran et al., 2000), na
hipersensibilidade imediata e nas doencas alérgicas (Abbas et al., 2002). Quando
estimuladas, secretam mediadores quimicos (Miller et al., 1978) e atuam nas
reacdes inflamatoérias agudas e em processos de reparacao de feridas (Bonelli et
al., 2003).

Apesar de apresentarem caracteristicas morfolégicas semelhantes,
duas populacées de mastécitos podem ser distinguidas com base em sua
distribuicdo tecidual, propriedades tintoriais e conteddo das proteases. Os
mastdcitos do tecido conjuntivo (CTMC) sédo encontrados ao redor de vasos
sanguineos na maioria dos tecidos. Os mastocitos das mucosas (MMC)
apresentam maior concentracado em humanos na mucosa do intestino médio e nos
pulmbes. Ambas as populacées de mastocitos possuem histamina e serotonina
em seus granulos, entretanto maior quantidade de histamina tem sido atribuida
aos mastécitos do tecido conjuntivo (CTMC) (Roitt et al., 1999; Junqueira &
Carneiro, 2004). Outra caracteristica dessas populacdes € que os mastécitos das
mucosas sao reativos para anticorpos contra a triptase e ndo para quimase (MCr).
Ja os mastocitos do tecido conjuntivo expressam positividade para triptase e
também para quimase (MCrc) (Walsh, 2003).

A histamina, seu principal mediador quimico, tem seu efeito prioritario
desencadeado no estagio inicial do processo inflamatério, estimulando as células
endoteliais a se modificarem promovendo vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular que podera acarretar a formacado do edema inflamatério
(Miller et al. 1978; Cotran et al., 2000).
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2.5 Presenca de células imunolégicas e inflamatérias na polpa dental

Até que se pudesse realizar uma identificacdo celular confiavel, a
presenca de células imunolégicas ou inflamatérias na polpa dental sadia era
questionada (Seltzer & Bender, 1984).

A utilizacdao de anticorpos monoclonais em reagdes tipo antigeno-
anticorpo confere as identificagcdes dos tipos celulares presentes na polpa grande
especificidade, independentemente da técnica utilizada. A identificacdo dos
linfécitos T através da técnica indireta de imunofluorescéncia em polpas com carie
avancada foi descrita pela primeira vez por Pekovic e Fillery (1984); contradizendo
assim a sugestao de auséncia de resposta imune mediada por células na polpa
dental humana (Eleazer et al., 1975). A utilizacao de anticorpos monoclonais em
conjunto com a imunohistoquimica também é uma boa ferramenta para a
identificagdo e quantificacdo de células imunolégicas e inflamatérias nos tecidos
(Jontell et al., 1987) e pode auxiliar na descricdo dos tipos celulares presentes na
polpa dental sadia e inflamada.

Nos tecidos pulpares humanos em condicées normais os linfocitos T, B
e macrofagos podem ser identificados e quantificados por imunohistoquimica.
Jontell et al. (1987) realizaram um estudo onde utilizaram polpas de dentes que
nao apresentavam restauracoes, caries ou envolvimento periodontal para a
identificacdo de células imunocompetentes. A técnica imunohistoquimica e a
microscopia eletrbnica foram utilizadas para descreverem a presenca de linfocitos
T e subtipos (T4 e T8), macréfagos e algumas células com aparéncia de células
dendriticas em todos os espécimes avaliados. Apesar de utilizarem anticorpos
especificos para a identificacao de linfécitos B, ndo ocorreu marcacao desse grupo
celular em nenhum dos espécimes analisados. Entre os linfécitos T, os
citotéxicos/supressores foram as células que apresentaram maior numero de
células marcadas. Apesar dos linfécitos T auxiliares serem encontrados em menor
namero quando comparados aos linfécitos T8, mostraram marcacao pouco maior

que os macrofagos.
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A néao identificacdo de linfécitos B em polpas normais contradiz os
achados de Hahn et al. (1989) que identificaram ndo apenas esse grupo celular
como outras células imunocompetentes em tecidos pulpares com diagnéstico de
polpa normal, pulpite reversivel e pulpite irreversivel. Os linfécitos T4, T8 e B
puderam ser identificados, mesmo que em pequena quantidade, em polpas com
caracteristicas de normalidade. De maneira semelhante ao estudo de Jontell et al.
(1987), dentre os tipos celulares identificados, a grande maioria das células
pertenciam a linhagem de linfécitos T. Novamente os linfécitos T8 apresentaram
marcacao de maior numero de células quando comparados aos linfécitos T4.

lzumi et al. (1995) também puderam identificar a presenca de linfocitos
T e B em polpas de dentes intactos ou que apresentavam niveis superficiais de
carie. Os linfocitos T8 apresentaram-se em maior nimero quando comparados
aos linfécitos T4, que se apresentaram em maior quantidade em relagdo aos
linfécitos B.

A presenca de linfécitos T espalhados por toda a polpa de dentes
intactos também foi demonstrada por Sakurai et al. (1999). Menor numero de
linfécitos T de meméria foi encontrado na populagédo celular das polpas dentais
saudaveis. Apesar de serem encontrados ocasionalmente, os linfécitos B puderam
ser identificados, assim como demonstrado por Hahn et al. (1989).

A identificacdo de macréfagos em polpas dentais que nao
apresentavam caries ou que apresentavam niveis superficiais de carie; ou seja,
polpas com auséncia ou discreta presenca inflamatéria ndo pdde ser demonstrada
por lzumi ef al. (1995). Esses resultados sao contrarios aos observados por Jontell
et al. (1987), que descrevem a presenca de macréfagos em polpas normais.
Segundo lzumi et al. (1995), essa divergéncia de resultados pode ser
consequéncia de diferentes anticorpos primarios utilizados para detectar esse
grupo celular. A presenca de macréfagos também foi demonstrada em polpas
dentais humanas saudaveis de dentes permanentes (Nakanishi et al., 2001; 2005)
e de dentes deciduos (Angelova et al., 2004).
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Polpas de dentes intactos também apresentam populacdo com padrao
de células dendriticas predominantemente distribuidas em area perivascular e
regiao para-odontoblastica; algumas dessas células localizadas na periferia da
polpa e dentina na polpa coronaria apresentaram freqlientemente processos
citoplasmaticos dentro dos tubulos dentinarios (Sakurai et al, 1999). Essa
populacdo celular foi identificada através de alguns marcadores eficazes em
identificar células que possuem a funcao de apresentacao de antigenos (anti-HLA-
DR; anti-CD14; anti-fator Xllla). O marcador CD14 é reativo para macrofagos,
células dendriticas e granulécitos ativados. Muitas das células similares a
macrofagos pareceram dominantes entre as células dendriticas pulpares, pois
expressaram a marcagao pelo CD14. De maneira semelhante ocorreu no estudo
de OKiji et al. (1997), onde procurando analisar a presenca de células dendriticas
na polpa dental de ratos, encontraram que aproximadamente 87% das células que
se expressavam HLA-DR positiva e fator Xllla positivo, também expressaram
marcacao para CD68, que também é reativo para macréfagos. Dessa forma, uma
grande parte das células identificadas como células dendriticas possui
caracteristicas fenotipicas de macrofagos, o que pode ocasionar dificuldades na
analise da presenca desse tipo celular no tecido pulpar.

A diferenciacdo entre células dendriticas e macréfagos pode ser
realizada com a observacdo da localizagdo apresentada por essas células no
tecido pulpar e de suas capacidades de realizar fagocitose. Sabe-se que as
células que exibem caracteristicas de células dendriticas tendem a localizar-se na
periferia do tecido pulpar (Jontell et al., 1988; Sakurai et al., 1999) enquanto que
as células que expressam caracteristicas de macréfagos se localizam
principalmente na porc¢ao central do tecido conjuntivo (Jontell et al., 1988). Quanto
a capacidade de fagocitose, as células dendriticas apresentam pequena atividade
de fagocitose para uma variedade de substancias (Steinman & Nussenzweig,
1980), enquanto que os macréfagos tém capacidade de fagocitar pronunciada
(Jontell et al., 1988; Jontell & Bergenholtz, 1992).
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Durante um processo inflamatério, nota-se um aumento no numero de
linfécitos T4, T8 e B em polpas com diagndstico de pulpite irreversivel, quando
comparadas com polpas normais ou com polpas com diagnéstico de pulpite
reversivel (Hahn et al.,, 1989). Esses dados concordam com os achados de
Mendoza et al. (1987), onde através de um estudo em microscopia eletrdnica das
mudancas ultra-estruturais que ocorrem no terco apical de dentes com pulpites
irreversiveis, foram capazes de demonstrar que os macréfagos e linfécitos séo as
células predominantes no infiltrado inflamatério.

Em polpas normais, a populacdo de linfécitos T8 € demonstrada em
maior quantidade do que a populacao de linfécitos T4 (Jontell et al., 1987; Hahn et
al., 1989; lzumi et al., 1995). As polpas com diagnéstico de pulpite irreversivel
estudadas por Hahn et al. (1989) demonstraram aumento proporcional dessas
células, ou seja, os linfécitos T8 caracterizaram as células mais incidentes no
processo inflamatério quando comparados aos linfocitos T4 e linfécitos B. O
aumento da sintomatologia pulpar demonstrou também um aumento nos niveis de
linfécitos B, chegando a ultrapassar o numero de linfocitos T4 presentes nas
polpas inflamadas.

Essa distribuicdo dos linfécitos T ndo é encontrada em dentes
deciduos. A populagéo de linfécitos T4 ja € maior em relagdo a de T8 mesmo em
polpas de dentes intactos. Durante a evolugdo no processo de reabsorcdo desses
dentes ha um aumento na densidade de macréfagos, linfécitos T e B nos tecidos
pulpares e a propor¢édo entre a quantidade dessas células € mantida, com maior
namero de macréfagos seguidos pelos linfécitos T4, linfécitos T8 e linfocitos B
(Angelova et al. 2004).

Ao analisar o estagio de inflamacéao pulpar em relagéo a profundidade
de lesbdes cariosas, lzumi et al. (1995) também constataram um aumento no
namero de linfécitos T e B e de macréfagos com o aumento da profundidade da
lesdo. Os linfécitos T8 demonstraram aumento maior quando comparados aos
linfécitos T4, que também se apresentaram em maior quantidade que os linfocitos
B. De acordo com progressdo das lesbes de carie, os macrofagos foram
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identificados e mostraram aumento que geralmente nao ultrapassava os niveis de
linfécitos B encontrados. Dessa forma, esses autores relatam que a extensao da
reacao imune da polpa frente ao estimulo de carie deve ser dividida em duas
partes: fase inicial (quando a lesdo de cérie atingiu até metade da espessura de
dentina que separa o esmalte da polpa) - ha um aumento no niumero de células T
e a ocorréncia de resposta imune celular; fase avancada (quando a lesao de carie
pode chegar a atingir a polpa) - ha um aumento no nimero de células T4 seguido
pelo aumento de células B e plasmécitos, fato que sugere um aumento na
resposta humoral no tecido pulpar.

Embasados nos achados de um aumento da populagéo de linfécitos em
polpas de dentes cariados, sendo a maioria células T de memoria; Sakurai et al.
(1999) justificam o conceito também relatado por Ilzumi et al. (1995) que a
imunidade mediada por linfécitos T perfaz o principal papel nas fases iniciais da
defesa imune em polpas de dentes cariados.

Os mastécitos sao tidos como amplamente distribuidos pelo tecido
conjuntivo, incluindo os tecidos moles da cavidade oral (Miller et al. 1978; Cobb et
al.,, 1976; Cotran et al.,, 2000). Entretanto, sua presenca em polpas dentais é
bastante discutida na literatura. A maioria dos trabalhos que buscou identificar
essas células na polpa dental utilizou corantes como o azul de toluidina (Dockrill,
1961; Zachrisson, 1971; Zachrisson & Skogedal, 1971; Miller et al., 1978;
Farnoush, 1984), que demonstram a metacromasia de granulos citoplasmaticos
especificos presentes nos mastocitos e que sao classicamente utilizados para
ressaltar a presenca dessas células em cortes teciduais (Cobb et al., 1976; Walsh,
2003).

Miller et al. (1978) ressaltam que como 0s mastocitos estdo presentes
no tecido conjuntivo dos tecidos moles da cavidade oral, parece ser enigmatico
que, naquela época, poucos estudos demonstrassem a presenca dessas células
na polpa dental. Wislocki et al. (1947), apds pesquisarem a presenca dessas

células em diversos animais, inclusive no homem, descreveram a identificacao de
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uma célula semelhante ao mastocito em apenas um espécime de polpa dental de
macaco.

De maneira semelhante, Dockrill (1961) descreveram a presenca de
mastocitos em abundancia em tecidos normais do labio e da mucosa oral, mas
ndao encontraram essas células no disco articular, nem em tecidos pulpares
normais ou em condi¢des patolégicas. Entretanto, puderam verificar mastocitos
em polipos pulpares e ressaltam que essas células puderam ser identificadas em
polpas dentais que ndo estavam circundadas por tecido duro e que teriam a
oportunidade de edemaciar.

Os mastécitos sédo tidos como células normais de tecidos gengivais
humanos saudaveis (Carranza & Cabrini, 1955; Helton & Hall, 1968), porém foram
tidos como ausentes em todos os tecidos pulpares analisados em outros estudos
(Wislocki & Sognnaes, 1950; Eda & Langeland, 1970). De outra forma, Aneroth &
Branstron (1964) relatam a presenca de células com granulos metacromaticos,
sugerindo serem mastdcitos, em todos os espécimes de gengiva e apenas um de
polpa dental humana.

Segundo outros trabalhos realizados com coloragdes histoquimicas, o0s
mastdcitos puderam ser identificados em alguns espécimes de polpas dentais que
apresentavam intensos infiltrados inflamatérios, mas nao foram detectados em
nenhuma das amostras de polpa dental humana sadia de dentes deciduos e
permanentes (Zachrisson, 1971; Zachrisson & Skogedal, 1971; Miller et al. 1978).
A dificuldade na observagdo dessas células pode estar associada a sua
fragilidade, a dificuldades na fixagcdo e nos procedimentos de coloragdo e a sua
similaridade com macro6fagos; reduzindo as chances de realizar uma adequada
identificacdo morfolégica em polpas dentais (Miller et al. 1978; Farnoush, 1984),
principalmente através da utilizacdo de métodos de coloracao histologica, que séo
menos sensiveis.

A presenca dos mastécitos na polpa dental é de dificil detecgéo, pois a
injuria tecidual e a liberagdo de neuropeptideos durante os procedimentos de
obtencdo das amostras causam a degranulacdo dessas células, o que traz
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dificuldades para sua identificacdo através das coloragdes histoquimicas
tradicionais (Farnoush, 1984; Walsh, 2003). Diferentemente das coloragdes
tradicionais, a utilizacdo de técnicas como a imunohistoquimica e a microscopia
eletrénica séao eficientes em demonstrar mastocitos degranulados (Kaminer et al.,
1991), o que confere maior credibilidade a essas técnicas para a identificacao
dessa célula.

Devido as dificuldades na identificacdo dos mastécitos por técnicas
histoquimicas e a variabilidade dos resultados obtidos por varios estudos, ainda
persiste a duvida quanto a presenca desse tipo celular principalmente na polpa
dental sadia (Jontell et al., 1998). Esse fato pode causar divergéncias na descricao
de resultados de trabalhos realizados como o de Ohkubo et al. (1993). Esses
autores concluem seu trabalho sugerindo que a substancia P age no sistema
vascular do labio de ratos através de liberacdo de histamina pelos mastocitos,
entretanto, afirmam que como na polpa dental ndo existem mastocitos, esse
neuromediador (substancia P) pode causar resposta vascular diretamente.

Os dados encontrados na literatura sugerem que apesar da
concordancia de resultados em relacdo a presenca de células imunoldgicas na
polpa e quanto ao seu aumento em tecidos inflamados, com excecdo dos
mastdcitos, existem diferencas entre metodologias e nos resultados apresentados
que ainda perduram e justificam a realizagcdo de novos estudos para que 0s
mecanismos de defesa que se desenvolvem nos tecidos pulpares possam ser
melhor esclarecidos.

2.6 Sintomatologia clinica e inflamacao pulpar
O diagnostico clinico das condicdes pulpares foi realizado, durante
anos, buscando relacionar os sinais e sintomas apresentados com o0s aspectos
histoldégicos da evolugcao dos processos inflamatorios da polpa (Thoma, 1929;
Stephan, 1937; Herbert, 1945; Vargas & Viovaldi, 1959). Os clinicos tinham
dificuldade em realizar um correto diagnéstico, pois necessitavam caracterizar o

estado histolégico da polpa baseados em dados clinicos. A dificuldade encontrada
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para o correto diagnéstico foi explicada por diversos estudos (Seltzer et al., 1963;
Seltzer, 1972; Morse et al., 1977, Mendoza et al., 1987) que puderam evidenciar a
falta de correlacdo entre os aspectos histoldgicos e clinicos apresentados pela
polpa dental. Dessa forma, alguns autores propuseram outros tipos de
classificacdo dos estados clinicos da polpa, buscando embasar seu diagndstico
em dados e testes clinicos e evidenciar a necessidade ou nao de intervencao na
polpa dental (Seltzer et al., 1965; Seltzer 1971; Smulson, 1984).

A execucdo de testes clinicos e a observacdao da sintomatologia tém
sido utilizadas até os dias de hoje como referencial para a realizacdo do
diagnéstico da condicao pulpar (Figueiredo et al., 1999; Cohen, 2000; Costa-Filho,
2004). Segundo Seltzer (1972), o diagnéstico da extensao da inflamacao pulpar é
mais dificil que a deteccdo da necrose pulpar e € necessario evidenciar se 0s
aspectos observados pelos testes e sintomatologia indicam a reversibilidade ou
irreversibilidade do processo inflamatério pulpar.

Apesar dos dados clinicos serem capazes de indicar a evolugdao da
inflamagé&o pulpar e conseqlentemente a necessidade de tratamento, a presenca
de dor severa, muitas vezes, encoraja 0 cirurgido dentista a remover o tecido
pulpar antes que possa organizar uma resposta frente ao agente agressor e,
talvez, reparar a area lesionada (lzumi et al., 1995). Essa afirmacao poderia ser
confirmada pelos achados de Seltzer et al. (1963) que nem sempre puderam
relacionar a presenga de dor com a instalagao de infiltrado inflamatério organizado
na polpa dental.

Sabe-se que a polpa dental apresenta algumas células imunoldgicas e
inflamatérias mesmo quando em estagio de normalidade (Jontell et al., 1987;
Hahn et al.,, 1989, lzumi et al., 1995). A atuacao dessas células ja presentes na
polpa ou um pequeno aumento populacional para a regulacao ou exacerbacao de
um processo inflamatério pulpar através dos mediadores quimicos, poderia ser um
dos fatores a determinar a presenca de dor em polpas que ndo apresentam
infiltrados inflamatérios caracteristicos, e por esse motivo, merecem ser

investigados.
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3 PROPOSICAO

Esse trabalho tem por objetivos identificar por técnica de
imunohistoquimica, células presentes na resposta imunoldgica e inflamatéria do
tecido pulpar normal e inflamado de dentes humanos e correlacionar a presenca
dessas células com os sinais e sintomas apresentados pelos pacientes e aspectos
clinicos dos dentes. As células a serem identificadas sao: linfocitos T-auxiliares
(CD4), linfécitos T-citotoxicos/supressores (CD8), linfécitos B, macrofagos e

mastocitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras:

Para a realizacdo desse estudo foram coletadas polpas dentais de
dentes humanos com extracdo indicada por motivo ortodéntico, razdo protética,
doenca periodontal ou auséncia de fungcdo. A coleta de tecidos pulpares também
foi realizada por extirpacao em dentes submetidos ao tratamento endodéntico.

Previamente a coleta das amostras, o projeto foi submetido e aprovado
pelo comité de ética em humanos da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP (protocolo n° 025/2003 - anexo 1). Um termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 2) foi dado aos pacientes para orienta-los quanto ao motivo da
realizacdo do trabalho e apds seus consentimentos, as amostras foram coletadas.

O diagnostico clinico das condi¢des pulpares foi definido através da
analise dos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes e dos aspectos
clinicos e radiograficos dos dentes. Clinicamente, foram efetuados testes térmicos
de sensibilidade pulpar em dentes com isolamento relativo (roletes de algodao),
utilizando-se de liquido congelante (Endo-Frost') em pequenos chumacos de
algodao e aplicados proximo a regido cervical do dente até que o paciente
relatasse sintomatologia. As respostas frente a esses testes, a sintomatologia
observada e as informacdes obtidas da anamnese foram armazenadas em ficha
clinica especifica para cada paciente (anexo 3).

O diagndstico pulpar foi definido em polpa normal ou inflamada de
acordo com as caracteristicas clinicas encontradas como: presenca de dor
espontanea; presenca de caries extensas, exposicdo da polpa dental; reposta
normal ou exacerbada frente ao teste térmico ao frio. Dessa forma, as amostras
foram separadas em dois grupos distintos: 24 polpas normais e 18 polpas
inflamadas. As amostras foram classificadas como inflamadas quando

apresentaram episodios de sintomatologia dolorosa espontanea, resposta

' Roeko — Colténe whaledent — Langenau, Baden-Wiirttemberg, Germany
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exacerbada durante aplicacao do teste térmico e/ou exposi¢éao pulpar por carie. As
polpas classificadas como normais nao apresentaram qualquer tipo de
sintomatologia e demonstraram resposta normal ao teste térmico de sensibilidade
pulpar.

As 24 polpas normais foram obtidas de 15 pacientes que apresentavam
idade entre 16 e 49 anos. Ja as 18 polpas inflamadas foram obtidas de 17
pacientes com idade entre 10 e 60 anos.

As amostras classificadas clinicamente em polpas normais foram
obtidas de 21 dentes com a coroa integra. Outros dois dentes apresentavam
restauracoes satisfatorias e um apresentava lesao de carie incipiente. Em relacéo
ao motivo que possibilitou a exodontia do dente, 11 dentes apresentavam doenca
periodontal avancada sem envolvimento do &pice dental, 8 eram dentes que nao
apresentavam funcéo (terceiros molares ou dentes sem antagonistas), dois dentes
foram extraidos por finalidade ortodéntica e dois por finalidade protética. Um
tecido pulpar foi extirpado de um dente indicado para tratamento endoddntico por
finalidade protética (Tabela 3 — anexo 4).

Ja as amostras classificadas clinicamente como inflamadas foram
obtidas de 11 dentes que apresentavam céries e 7 restauracbes extensas. As 8
polpas removidas de dentes extraidos ou mesmo as que foram extirpadas
estavam sempre relacionadas com presenca de sintomatologia dolorosa ou
exposicao pulpar por cérie. A resposta frente aos testes de sensibilidade pulpar ao
frio foi exacerbada em todos os casos. Apenas um dente extraido possuia doenca
periodontal (Tabela 4 — anexo 4).

Foram excluidos os dentes deciduos, os dentes que apresentaram
diagnésticos de necrose pulpar, os que possuiam reabsorcao radicular, os que
apresentaram fraturas durante a exodontia, os que apresentavam perda 6ssea
gue envolvia o apice radicular e os que apresentaram extrema dificuldade para a
remocao de suas polpas na fase laboratorial ou clinica.

Apl6s a exodontia e limpeza rapida, os dentes foram imersos em soro

fisiologico a temperatura aproximada de 4°C (geladeira) e transportados
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rapidamente para o laboratério de endodontia para remocao imediata dos tecidos

pulpares.

4.2 Remocao das polpas

Em dentes extraidos unirradiculares, o tecido pulpar foi removido com
auxilio de disco diamantado de dupla face. Foram confeccionados sulcos
longitudinais nas faces vestibular e lingual dos dentes, tomando-se o cuidado para
que o disco nao atingisse o tecido pulpar (Figuras 1 A e B). Apéds a realizacao dos
sulcos longitudinais, a ponta ativa de um cinzel reto foi posicionada no centro do
sulco e com leve pressao os dentes foram clivados (Figuras 1 C e D). As polpas
foram entdo cuidadosamente removidas com auxilio de pingas ou curetas clinicas,
preservando-se ao maximo a integridade do tecido (Figura 1 E). Em dentes
multirradiculares, fez-se primeiramente a remocado da porcao da coroa dental
localizada acima da camara pulpar e, em seguida, a fragmentacao das raizes
separadamente. Nesses dentes foi coletado principalmente o tecido pulpar
coronario em conjunto com o tecido do canal mais amplo.

Em dentes que foram submetidos a endodontia, a extirpacdo das
polpas foi realizada ap6s a remocéao de todo tecido cariado presente no elemento
dental, isolamento absoluto do campo operatério e abertura coronaria com
remocao cuidadosa do teto da camara pulpar para nao danificar o tecido (Figura 2
A). Seguiu-se com a colocacao de um instrumento tipo Kerr n° 25 no interior do
canal radicular até que se ajustasse levemente as paredes do canal (Figura 2 B),
em aproximadamente 2/3 do comprimento radiografico do dente. Fizeram-se duas
ou trés rotagdes completas desse instrumento no sentido horario e tracéo para a
remocao do tecido pulpar (Figura 2 C). As polpas coletadas por extirpacao
apresentavam ao menos a polpa coronaria e o tergo cervical do tecido pulpar
intactos. Nao foram utilizadas se houvesse perda de grande parte do tecido. Essas
polpas foram apenas lavadas em solugao salina fisioldégica 0.9% e seguiu-se com

0 processo de fixagao.
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Figura 1 — (A) confeccao de sulco longitudinal na estrutura dental com disco diamantado;

(B) sulco longitudinal; (C) clivagem do dente com cinzel reto posicionado no
sulco longitudinal; (D) partes dentais apds a clivagem; (E) remocao do tecido
pulpar através de pinca ou cureta clinica.
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Figura 2 — (A) remogao de tecido cariado, isolamento absoluto e abertura coronaria

cuidadosa para nao danificar o tecido pulpar; (B) introdugéo de instrumento tipo Kerr n°25
no interior do canal radicular até a obtencdo de leve ajustamento; (C) tecido pulpar
removido apo6s rotacées no sentido horario e tragdo do instrumento inserido no canal

radicular.
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4.3 Imunohistoquimica

Apds a remocao, as polpas foram imersas isoladamente e devidamente
identificadas em solucdo de formol 10% tamponado, durante o periodo de 18
horas para a fixagao dos tecidos. Os espécimes foram lavados em agua corrente e
desidratados em banhos de élcool 70%, 90% e dois banhos em &lcool absoluto a
temperatura ambiente, seguido de diafanizagédo em xilol e inclusdo em parafina.

Seccgdes de 3 micrometros de espessura foram obtidas e estendidas em
laminas de vidro para histologia, preparadas com adesivo organo-silano (3-
aminopropyl-triethoxysilane? - anexo 7 — quadro 1). Um corte de cada amostra foi
corado por Hematoxilina e Eosina (HE) para analise histol6gica em microscopia de
luz.

Para a analise imunohistoquimica foi empregado o método da

estreptavidina-biotina conforme os passos abaixo descritos:

1. desparafinizacdo dos cortes em dois banhos de xilol de 10 minutos cada a
temperatura ambiente;
2. hidratagdo em cadeia descendente de etanol, a partir de etanol absoluto,
seguido por etanol 90%, 70%, 50%, lavagem em &gua corrente e destilada;
3. recuperacao antigénica especifica para cada anticorpo:
e anticorpos anti-linfécitos T4 e B, macréfagos e mastdcitos - solugdo de
acido citrico 10 mM (pH 6 — anexo 7 — quadro 2) por 20 minutos em Banho
Maria a temperatura de 95 a 99°C. Resfriamento em meio ambiente por 20
minutos na mesma solucao e lavagem em agua corrente e destilada;
e anticorpo anti-linfécitos T8 - solugdo de EDTA® + Trizma Base* (pH 9,9 —
anexo 7 — quadro 2) por 30 minutos em Banho Maria a temperatura de 95
a 99°C. Resfriamento por 20 minutos na mesma solucdo e lavagem em

agua corrente e destilada;

2 Sigma Aldrich — St Louis, MO, USA
% Nuclear — Sao Paulo, SP, Brasil
4 Sigma Aldrich — St Louis, MO, USA
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4. bloqueio da peroxidase enddgena tecidual, através de 5 trocas de 5 minutos
em solucéo de peréxido de hidrogénio (H202) 15% (50 volumes)®;

5. lavagem em agua corrente, agua destilada e tampao PBS (phosphate-buffered
saline —anexo 7 — quadro 3);

6. incubacdo dos anticorpos primarios monoclonais diluidos em solucdo de
albumina sérica bovina (BSA)® 1% em PBS, especificos para as células a
serem identificadas (tabela 01), durante o periodo de 18 horas (“over night”)
sobre esponja umedecida em recipiente adequado e em temperatura de 4°C
(geladeira);

trés lavagens em tampéao PBS;

incubacdo com anticorpo secundario biotinilado (Link — Kit LSAB’) sobre
esponja umedecida em recipiente adequado e temperatura ambiente:

e anticorpos anti-linfcitos T4 e B, macréfagos e mastécitos — 10 minutos;

e anticorpo anti-linfécitos T8 - 30 minutos;

9. trés lavagens em tampéao PBS;

10. incubacdo com complexo Estreptavidina-biotina-peroxidase (Strept - Kit
LSAB®), sobre esponja umedecida em recipiente adequado e temperatura
ambiente;

e anticorpos anti-linfocitos T4 e B, macréfagos e mastécitos — 10 minutos;
e anticorpo anti-linfécitos T8 - 30 minutos;

11. trés lavagens em tampéao PBS;

12. revelagdo do substrato cromogénico (60 mg de diaminobenzidina (DAB)® em
100 ml de PBS + 1 ml de 4gua oxigenada'® 6% + 1 ml de dimetilsulféxido -
DMSOQ'): 5 minutos em temperatura ambiente;

13. lavagem em agua corrente e destilada;

® Dinamica — Sao Paulo, SP, Brasil

6 Sigma Aldrich — St Louis, MO, USA

’ DakoCytomation — Glostrup, Copenhagen, Denmark
® DakoCytomation — Glostrup, Copenhagen, Denmark
® Sigma Aldrich — St Louis, MO, USA

"% Dinamica — S&o Paulo, SP, Brasil

! Sigma Aldrich — St Louis, MO, USA
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14. contra-coloracdo com hematoxilina de Carazzi'? por 2 minutos;
15. lavagem em agua corrente e destilada;

16. desidratacdo em trés passagens de etanol absoluto;

17. diafanizagdo em 2 banhos de xilol;

18. montagem com balsamo e laminula.

O controle negativo da coloracdo imunohistoquimica foi obtido com a
omissdo da fase de incubagcao dos anticorpos primarios em duas amostras de
cada grupo e o controle positivo através da coloracao de cortes histolégicos de
tonsila amigdaliana para os anticorpos anti-linfécitos CD4, CD8 e linfocitos B;
mucocele para o anticorpo anti-macréfago e um tumor intestinal para o anticorpo
anti-mastocito. Tecidos esses cedidos pela Disciplina de Patologia da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP e que contém grandes quantidades dos
tipos celulares estudados.

Os cortes foram analisados em microscépio de luz modelo Axioplan 2
e as imagens transferidas a um computador através de camera de video (DFC
280'). Em aumento de 40x, foram selecionados 5 campos (=22.000um?) que
apresentavam maior intensidade de marcacdo celular e as imagens foram
capturadas. Através de “software” apropriado - Image manager'® (IM50), as areas
das imagens foram mensuradas € o numero de células marcadas foi contado.
Apés a obtencao dos resultados, os dados foram calculados para a verificacdo da
densidade celular, ou seja, a obtencdao do numero de células por milimetro

quadrado (células/mm?).

Devido a distribuicdo ndo-normal dos resultados da contagem celular,
os dados foram submetidos ao teste estatistico ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,
através do programa Bioestat 3.0'®. Foram comparadas as densidades celulares

"2 Nuclear - Sao Paulo, SP, Brasil

'3 Carl Zeizz - Germany

'* Leica Microsystems — Wetzlar, Germany
'° Leica Microsystems — Wetzlar, Germany
'® Ayres M — Belém, Pard, Brasil
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apresentadas pelos diferentes células em cada grupo de polpas: normais e

inflamadas.

Tabela 1 - Relacao de anticorpos primarios monoclonais utilizados segundo o

clone, diluigao, especificidade e marca comercial.

Anticorpo Clone Diluicao Especificidade Marca
Anti-T Cell, _ _ .
OPD4 1:200 Linfécitos T-CD4 Dako
CD45RO
Anti-T Cell, _ _
C8/144B 1:50 Linfécitos T-CD8 Dako
CD8
Anti-B Cell, _ _
L26 1:10000 Linfécitos B Dako
CD20
Anti-Macrophage, i
PG-M1 1:600 Macro6fagos Dako
CD68
Anti- Mast Cell _
AA1 1:12000 Mastécitos Dako
Tryptase

' DakoCytomation — Glostrup, Copenhagen, Denmark
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5 RESULTADOS

5.1 Coloracao em Hematoxilina e Eosina

A maioria das amostras com diagnostico clinico de polpa normal
apresentou populagéo celular compativel com a normalidade. Maior quantidade de
células foi encontrada em 8 casos relacionados a pacientes jovens. A analise
histolégica nao apresentou focos inflamatérios em nenhuma das polpas
classificadas clinicamente como polpa normal (figura 3 A e B).

Calcificacdes distréficas estavam presentes em todos os casos (figura 3
C). A maior parte dessas calcificagdes ocorreu na polpa radicular e em maior
intensidade (figura 3 D) em dentes que foram extraidos por doencga periodontal ou
por finalidade protética.

Também foram observadas calcificacbes distréficas em polpas
inflamadas, porém diferentemente das polpas normais, ndo foram encontradas em
todos os casos. Focos inflamatérios constituidos principalmente de células
mononucleares (figura 3 E, F e G) foram encontrados em parte dos casos de
polpas inflamadas, entretanto, algumas amostras apresentavam apenas
alteragbes vasculares e discreto aumento celular difuso (figura 3 H). Em nenhum

caso pode-se observar a presenga de micro-abscessos.
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B JQ..' ‘l '.‘
Figura 3 — Coloragcao em Hematoxilina e Eosina - (A) amostra com diagnéstico clinico
de polpa normal — notar populacdo celular normal na polpa coronaria (aumento
original 50x); (B) figura anterior (200X); (C) presenga de calcificagdes distréficas
na porgao radicular de uma polpa normal (50x); (D) calcificagdo distréfica de
maior intensidade na porcéao radicular de uma polpa normal (50x); (E) amostra
com diagnéstico clinico de polpa inflamada — maior populagdo celular no centro
da polpa coronaria (aumento original 50x); (F) figura anterior (200x); (G) notar
predominio de células mononucleares e presenca de alguns eosinofilos em
polpa inflamada (400x); (H) polpa inflamada com alteracbes vasculares e
aumento celular difuso (200x).
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5.2 Marcacao imunohistoquimica

5.2.1 Polpas normais

Os cortes de polpas normais apresentaram marcacao positiva em
aproximadamente 58% das amostras para macréfagos, 50% das amostras para
linfécitos T8 e 43% das amostras para linfécitos T4. Os linfécitos B e mastocitos
foram encontrados em duas amostras (8%) de polpas normais.

A andlise das densidades celulares (células/mm?) encontradas
demonstrou que os linfocitos T8 apresentaram em 75% das amostras (terceiro
quartil) valores menores ou iguais a 42,5. Os linfécitos T4 e macréfagos
apresentaram valores menores ou iguais a 10 e os linfécitos B e mastécitos
apresentaram 75% de valores zero (Figura 4). A comparagdo entre 0os maiores
valores apresentados (quarto quartil) demonstrou medianas maiores para 0s
linfécitos T4 e T8, intermediaria para os macréfagos e menores para os linfocitos B
e mastocitos (Figura 5).

A comparacdo estatistica entre as densidades celulares (células/mm?)
apresentadas mostrou diferencas significantes com maior numero de linfécitos T8
quando comparados aos linfécitos B e mastocitos (Kruskal-Wallis - p< 0,05). As
outras comparagdes nao apresentaram diferencas estatisticas significantes
(Tabela 2).

Os macréfagos foram encontrados por todo tecido, entretanto, pode-se
notar ligeira predilecdo para periferia do tecido pulpar, na maioria das vezes
localizando-se  distantes da camada  odontoblastica. A  marcacéo
imunohistoquimica  positiva apresentou aspecto granular e marcacao
citoplasmatica de moderada intensidade nas células encontradas nos tecidos
pulpares normais (Figura 6).

Os linfécitos T4 e T8 foram encontrados dispersos por todo tecido
pulpar e assim como os linfécitos B ndao apresentaram distribuicao caracteristica
no tecido. As células positivas apresentaram marcacdo de membrana, citoplasmas
reduzidos e formas circulares ou ovais (Figuras 7, 8 € 9).
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Os mastdcitos, apesar de serem encontrados em numero reduzido,
estavam geralmente localizados préximos a vasos sanguineos. As células
positivas apresentaram marcacao citoplasmatica de intensidade moderada (Figura
10).

Quando séo cruzados os dados do numero de células encontrado nas
polpas normais (Tabela 5 — anexo 5) e dos aspectos clinicos dos dentes (Tabela 3
— anexo 4), pode-se verificar que a marcacdo de células imunolégicas e
inflamatérias ndo pode ser correlacionada com a presenga ou auséncia de
restauracées nas coroa dentais, com a razdo da exodontia ou da extirpacdo da
polpa, ou mesmo com a idade do paciente.

5.2.2 Polpas inflamadas

Os cortes de polpas inflamadas apresentaram marcagdo positiva em
aproximadamente 64% das amostras para linfocitos T4, 58% das amostras para
macréfagos e 57% das amostras para linfocitos T8. Os linfocitos B foram
encontrados em 29% das amostras e os mastocitos em 27% das polpas
inflamadas.

Os linfécitos T4 e macréfagos apresentaram 75% dos valores (terceiro
quartil) menores ou iguais a 80, enquanto que os linfécitos T8 menores ou iguais a
77,5. Ja os linfécitos B apresentaram valores inferiores ou iguais a 40 e os
mastocitos menores ou iguais a 7,5 (Figura 4). Os macrofagos apresentaram
maior mediana quando os dados das polpas com infiltrado inflamatério mais
intenso (quarto quartil) foram comparados, seguidos dos linfocitos T8, T4 e B. Os
mastocitos apresentaram menor mediana no quarto quartil em polpas inflamadas
(Figura 5). A analise estatistica dos dados ndo mostrou diferenga significante entre
as densidades das células estudadas em polpas inflamadas (Kruskal-Wallis - p>
0,05) (Tabela 2).

Nos tecidos pulpares inflamados as diferentes células foram
encontradas principalmente circunscritas aos focos inflamatérios. Os macréfagos e

mastdcitos apresentaram morfologicamente citoplasma mais circular e distendido,
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com marcacao citoplasmatica mais intensa em polpas inflamadas do que a
marcacao encontrada em polpas normais (Figuras 6 e 10). Ja os linfécitos néo
apresentaram diferencas na morfologia e marcagdao imunohistoquimica entre as
células marcadas em polpas normais e inflamadas (Figuras 7, 8 e 9).

Nas polpas inflamadas, o numero de células imunoldgicas e
inflamatérias marcadas foi maior nos dentes que apresentavam céaries quando
comparados com aqueles que estavam apenas restaurados (Tabela 4 — anexo 4 e
Tabela 6 — anexo 5). Entretanto, todas as amostras apresentavam sintomatologia
e nem todas apresentaram expressivo aumento de células, que foi encontrado
apenas nas amostras que apresentavam infiltrados inflamatérios caracteristicos.
Assim como a sintomatologia do paciente, a resposta muito acentuada frente ao
teste térmico e a idade do paciente ndo puderam ser correlacionadas com um
aumento do numero de células em todos os casos.

As amostras de polpas normais e inflamadas utilizadas como controle
negativo, ndo apresentaram nenhum tipo de marcacao imunohistoquimica (Figura
11).
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Figura 4 — Box-Plot das medianas e quartis apresentados pelos linfécitos T4 (T4),
linfocitos T8 (T8), linfocitos B (B), macrofagos (macrof) e mastédcitos (mast) em

polpas normais e inflamadas.
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Figura 5 — Medianas dos valores do 4° quartil apresentadas pelos varios tipos

celulares em polpas normais e inflamadas.

Tabela 2 — Medianas e intervalo de variagao apresentados pelas diferentes células em
polpas dentais normais e inflamadas.

Polpas normais Polpas inflamadas
, Intervalo de Intervalo de

Células . . o

Mediana variacao Mediana variacao

(células/mm?) (células/mm?)

Linfocitos T4 0 0-80 102 0 - 440
Linfocitos T8 10 @ 0-60 20?2 0 - 660
Linfocitos B 0P 0-60 0?2 0 - 590
Macréfagos 10 2 0-60 o5 0-770
Mastacitos 0P 0-30 0?2 0-110

# Medianas seguidas de letras iguais na vertical nao diferem entre si pelo teste de Kruskal
Wallis (p>0,05).
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Figura 6 — Marcagcao imunohistoquimica para macréfagos - (A) amostra com
diagnéstico clinico de polpa normal (aumento original 200x); (B) poucas células
marcadas na periferia do tecido pulpar, notar distanciamento da camada
odontoblastica desorganizada (400X); (C) marcagao citoplasmatica de aspecto
granular (1000x); (D) amostra com diagnéstico clinico de polpa inflamada —
varias ceélulas marcadas no centro da polpa coronaria (aumento original 200x);
(E) figura anterior (400x); (F) especificidade da marcacao citoplasmatica mais
intensa (1000x); (G) mucocele utilizada como controle positivo — marcacao
intensa junto ao muco extravasado no tecido (aumento original 50x); (H) figura
anterior - especificidade da marcacéo citoplasmatica (1000x).
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Figura 7 — Marcagédo imunohistoquimica para linfécitos T4 - (A) amostra com
diagnéstico clinico de polpa normal — célula marcada na periferia do tecido
pulpar (aumento original 200x); (B) figura anterior (400X); (C) célula com nucleo
ovalado, citoplasma reduzido e marcacdo de membrana (1000x); (D) amostra
com diagnéstico clinico de polpa inflamada — varias células marcadas no centro
da polpa coronaria (aumento original 200x); (E) figura anterior (400x); (F) figura
anterior - especificidade da marcacdo de membrana (1000x); (G) tonsila
amigdaliana utilizada como controle positivo — marcacido mais intensa na
periferia do centro germinativo (aumento original 50x); (H) figura anterior -
especificidade da marcacdo de membrana (1000x).
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Figura 8 — Marcagao imunohistoquimica para linfécitos T8 - A) amostra com
diagnéstico clinico de polpa normal — célula marcada na periferia do tecido
pulpar, distante da camada odontoblastica desorganizada (aumento original
200x); (B) figura anterior (400X); (C) figura anterior - especificidade da marcagao
de membrana (1000x); (D) amostra com diagnéstico clinico de polpa inflamada —
maior quantidade de células marcadas no centro da polpa coronaria (aumento
original 200x); (E) figura anterior (400x); (F) figura anterior - especificidade da
marcacao de membrana (1000x); (G) tonsila amigdaliana utilizada como
controle positivo — marcacao fora do centro germinativo (aumento original 50x);
(H) figura anterior - especificidade da marcagédo de membrana (1000x).
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Figura 9 - Marcacao |munoh|st0qU|m|ca para ||nf00|tos B - (A) amostra com
diagnéstico clinico de polpa normal — células marcadas no centro do tecido
pulpar (aumento original 200x); (B) notar proximidade das células marcadas a
fibra nervosa (400X); (C) célula marcada com citoplasma reduzido e nucleo
ovalado, com especificidade da marcacdo de membrana (1000x); (D) amostra
com diagnéstico clinico de polpa inflamada — maior quantidade de células
marcadas no centro da polpa coronaria (aumento original 200x); (E) figura
anterior (400x); (F) células marcadas adjacentes a um vaso sanguineo (1000x);
(G) tonsila amigdaliana (controle positivo) — marcagéo mais evidente no centro
germinativo (aumento original 50x); (H) figura anterior - especificidade da
marcagao de membrana (1000x).
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Figura 10 — Marcacdo imunohistoquimica para mastécitos - (A) amostra com
diagnostico clinico de polpa normal (aumento original 200x); (B) célula marcada
na periferia do tecido pulpar, proxima a um vaso sanglineo (400X); (C)
marcacao citoplasmatica especifica (1000x); (D) amostra com diagnéstico clinico
de polpa inflamada — algumas células marcadas no centro da polpa coronaria
(aumento original 200x); (E) célula marcada adjacente a um vaso sanguineo
(400x); (F) marcacdo citoplasmatica mais intensa (1000x); (G) tumor intestinal
utilizado como controle positivo — marcacao dispersa pelas algas intestinais
(aumento original 50x); (H) especificidade da marcagao citoplasmatica (1000x).

40



Figura 11 — Controles negativos das reacées imunohistoquimicas - omissao da fase de
incubacdo com anticorpo primario, substituido por solu¢cdo tampdo PBS - (A)
amostra com diagnostico clinico de polpa normal — notar auséncia de marcacdes
celulares ou mesmo marcagdes inespecificas (aumento original 50x); (B) figura
anterior (100X); (C) figura anterior (200x); (D) figura anterior (400x); (E) amostra
com diagnéstico clinico de polpa inflamada — maior populagéo celular no centro
da polpa coronaria e auséncia de marcagbes celulares ou inespecificas
(aumento original 50x); (F) figura anterior (100x); (G) figura anterior (200x); (H)
figura anterior (400x).
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6 DISCUSSAO
A imunohistoquimica tem sido muito utilizada para a identificacdo

celular em diferentes tecidos, assim como na polpa dental. Devido a sensibilidade
da técnica imunohistoquimica, tem-se admitido que o processamento de pecas
histoldégicas com tempos excessivos de fixagdo e descalcificacdo pode danificar os
sitios de ligagcdo dos anticorpos nos tecidos e interferir na marcacdo com o
aparecimento de falso-negativo (Pertot et al., 1997). Dessa forma, os estudos em
imunohistoquimica tém utilizado rotineiramente tecidos pulpares removidos de
dentes extraidos e clivados para a analise da presenca de células inflamatérias
(Jontell et al., 1987; Hahn et al., 1989; Grégoire & Terrié, 1990; lzumi et al., 1995),
assim como a interacdo entre mediadores quimicos e células inflamatérias
(Nakanishi et al., 2001, 2005). A clivagem dos dentes para a remocao do tecido
pulpar evita o processo de descalcificacdo. Sabe-se que esse processo de
remocao da polpa se da na camada de odontoblastos sem alteragdes significantes
dos vasos ou células imuno-competentes (Davis et al., 1994) e por esse motivo,
pode ser utilizado para estudar a presenca de células inflamatérias na polpa
dental.

6.1 Linfécitos T

A presenga de linfécitos T em polpas dentais inflamadas foi detectada
por Pekovic e Fillery em 1984. Entretanto, Seltzer & Bender (1984) ainda
acreditavam que polpas dentais nao inflamadas ndo possuiam linfécitos. Alguns
anos apéds, varios estudos utilizando a imunohistoquimica foram realizados e
constataram a presenca de linfécitos e sub-populagdes, tanto em polpas normais
quanto em polpas inflamadas (Jontell et al., 1987, Hahn et al. 1989, Okiji et al.,
1992, lzumi et al.,1995; Sakurai et al., 1999).

Os resultados desse trabalho também demonstraram que linfécitos T
sao identificados em polpas normais. Entre as células analisadas por esse estudo,
os linfécitos T foram os que apresentaram maior numero de células marcadas no

tecido pulpar saudavel. Esses achados sédo similares aos encontrados por outros
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estudos realizados em polpas de dentes humanos (Jontell et al., 1987, Hahn et al.
1989, lzumi et al.,1995) e também em tecidos pulpares de ratos (Okiji et al. ,1992).
Como os linfécitos T representam 1 a 2% da populacao total de células em uma
polpa normal, foi sugerido que a imunidade mediada por células T constitui o
principal papel da imunidade da polpa dental (Mangkornkarn et al., 1991).

Entre os linfécitos T, os citotdxicos/supressores apresentaram maior
valor no 3° quartil e mediana do 4° quartil semelhante aos linfocitos T4, o que
evidencia maior numero de células marcadas quando os linfocitos T8 sao
comparados com os auxiliares. Da mesma forma, os linfécitos T4 apesar de
apresentarem valor do 3° quartil semelhante aos macréfagos, sua mediana do 4°
quartil é superior a apresentada por eles. Assim, apesar de nao apresentar
diferenca estatistica, os dados encontrados demonstram maior marcagao para 0s
linfocitos T4 em relagcdo aos macrofagos e também aos linfécitos B e mastécitos.

Maior numero de linfécitos T8 em relacdo ao T4 também foi verificado
em polpas normais de dentes permanentes através da técnica imunohistoquimica
(Jontell et al., 1987, Hahn et al. 1989, Gregoire & Terrie, 1990; Okiji et al. ,1992,
lzumi et al.,1995), mas nao ocorreram em polpas normais de dentes deciduos
(Angelova et al., 2004). Em dentes permanentes, apenas o estudo de citometria
de fluxo (Mangkornkarn et al., 1991) encontrou quantidade de linfocitos T4
superior a de linfécitos T8 em tecidos pulpares normais. As diferentes
metodologias utilizadas poderiam explicar as divergéncias dos resultados
apresentados.

A taxa T4/T8 tem sido largamente utilizada para caracterizar a
proporcao regulatéria da populacao de linfécitos T em doencgas auto-imunes e em
lesbes inflamatérias (Hunninghake et al., 1981; Duke et al., 1982). Hahn et al.
(1989) encontraram um aumento no numero de linfécitos T4 em polpas
classificadas como pulpites reversiveis, entretanto, ainda identificaram maior
numero de linfécitos T8 com taxa T4/T8 de 0,56. Observando esses resultados, 0s
autores sugerem que apdés o controle da resposta antigénica inicial, o papel
regulador dos linfocitos T8 atenuaria o processo inflamatério e seria responsavel
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pela reversibilidade da patologia pulpar. Essa fungcéo regulatéria também poderia
ser encarada como uma das razbes de polpas normais, analisadas por
imunohistoquimica, apresentarem mais linfécitos T8 do que linfécitos T4.

A observacdo dos dados desse trabalho demonstrou aumento do
namero de linfécitos T4 e T8 em polpas classificadas como inflamadas. O
aumento apresentado pelos linfécitos T foi maior do que o aumento de linfécitos B.
O predominio de linfécitos T sobre os linfécitos B também foi demonstrado em
polpas inflamadas (lzumi et al., 1995; Sakurai et al., 1999) e em lesdes periapicais
(Lukic et al., 1990; Liapatas et al., 2003). O maior nimero de linfécitos T em
relacdo aos linfécitos B pode ser explicado pela acdo inibitéria que o aumento de
linfécitos T8 tem sobre os linfocitos B em tecidos inflamados (Grégoire & Terrié,
1990), ou mesmo pela diferenciagcdo de linfécitos B em plasmoécitos para a
producdo de anticorpos na area inflamada, o que diminuiria a identificacdo de
células CD20 positivas (linfécitos B).

Os linfécitos T8 apresentaram valor do 3° quartil muito préximo ao
apresentado pelos linfécitos T4, entretanto demonstrou maior mediana nas
amostras de polpas com infiltrado inflamatério mais intenso (4° quartil). Esses
dados evidenciam um maior numero de linfécitos T8 em relacdo aos T4
encontrados em polpas inflamadas nesse trabalho, o que também foi relatado por
outros estudos (Grégoire & Terrié, 1990; Izumi et al., 1995). A determinacdo da
taxa entre linfécitos T4 e T8 também tem sido utilizada como parametro para
representar o papel regulador das sub-populacdes de linfécitos T em polpas
inflamadas. O estudo de Hahn et al. (1989), apesar de demonstrar em seus
resultados maior numero de linfécitos T8 do que linfécitos T4 em polpas
inflamadas, estranhamente descreveram taxa T4/T8 de 1,14. De qualquer forma, o
maior numero de trabalhos que utilizaram imunohistoquimica demonstra maior
densidade de linfécitos T8 em polpas inflamadas. Esse predominio de linfécitos T8
na inflamacgao pulpar ndo é encontrado em lesdes periapicais inflamatérias (Nilsen
et al. 1984; Marton & Kiss, 1993; Liapatas et al., 2003). Assim, a taxa T4/T8
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encontrada em polpas inflamadas indica que os linfécitos T8 apresentam um papel
regulador mais predominante na polpa do que em outros tecidos.

Os linfocitos T8 sao frequentemente descritos com atuacao citotoxica,
entretanto, ainda ndo esta claro se as células CD8 positivas (linfécitos T8)
possuem como principal funcao exercer papel supressor, atenuando excessos em
reacdes imunes, ou destruindo células que transportam antigenos (Marton & Kiss,
2000).

O acumulo de células dendriticas (apresentadoras de antigenos)
subjacente a tubulos dentinarios expostos por carie apresenta, na maioria das
vezes, concentracdo de linfécitos T ao seu redor. Entretanto, os plasmdcitos e
neutroéfilos sdo pouco encontrados (Sakurai et al., 1999). Esses achados indicam
um papel inicial importante da interagdo entre os linfécitos T e as células
dendriticas. Essa interacdo pode resultar em ativagdo dessas células e
consequentemente facilitar a mobilizacdo e interacao de diferentes tipos de células
efetoras e desencadear eventos imuno-patolégicos envolvidos no processo de
patologia pulpar associada a cérie (Jontell et al., 1998).

Dessa forma, a necessidade de interacdo com células dendriticas ou
mesmo macrofagos é de fundamental importdncia para a apresentacdo de
antigenos aos linfécitos T e consequientemente para desencadear reacdes
imunoldgicas iniciais. Essa observacao deixa claro que apesar dos linfécitos T
serem tidos como principais responsaveis pela imunidade inicial da polpa dental
(Mangkornkarn et al., 1991; Jontell et al., 1998), a interacdo com outros tipos
celulares tem igual importancia para o correto desencadeamento da resposta

imune desse tecido.

6.2 Linfécitos B
A presenca dos linfécitos B em polpas dentais normais ainda tem
gerado controvérsias na literatura. Jontell et al. (1987) ndo foram capazes de
detectar esse tipo celular em polpas saudaveis. Entretanto, Hahn et al. (1989)

puderam identificar um linfécito B nas polpas normais analisadas em seu trabalho.
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Esse numero pequeno de células identificadas fez com que Mangkornkarn et al.
(1991) afirmassem que a presenca de uma unica célula identificada é
insignificante e que nenhum estudo teria demonstrado diretamente, naquela
época, a presenca desse tipo celular em tecidos pulpares saudaveis. Outros
estudos, além do realizado por Jontell et al.(1987) também nao foram capazes de
localizar esse linfocito em polpas normais de dentes permanentes (Mangkornkarn
et al.,, 1991) e polpa normais de dentes deciduos (Angelova et al., 2004). Assim,
com os dados dispostos na literatura, Jontell et al. em 1998, afirmaram que era
dificil de detectar um papel significante para linfécitos B em polpas dentais
normais.

A presenca de linfécitos B foi demonstrada em duas amostras de
polpas normais desse trabalho. Apesar da baixa incidéncia entre as 24 amostras
analisadas e uma das menores densidades celulares, estd em acordo com outros
estudos (Hahn et al.,1989; lzumi et al., 1995; Sakurai et al., 1999) que também as
encontraram em poucas amostras e em pequena quantidade.

A identificacdo imunohistoquimica desse tipo celular em polpas normais
pode estar restrita a fases de diferenciacdo dessa célula. Mangkornkarn et al.
(1991) afirmam que a liberacao de linfocinas por linfocitos T presentes na polpa,
promove vasodilatacdo e possivelmente, linfocitos B circulantes migram para o
tecido pulpar, proliferam e se diferenciam em plasmdcitos para produgcdo de
anticorpos em estagios tardios da inflamacéao pulpar. Os anticorpos utilizados nas
técnicas imunohistoquimicas sao diferentes para a identificacdo de linfécitos B e
plasmadcitos. Dessa maneira, a identificagdo de linfécitos B em polpas normais
pode ser ocasional e dependente do estagio de diferenciagéo dessa célula.

Jontell et al. (1987) como ndo detectaram esses linfécitos em polpas
normais, sugerem que essas células nao sao residentes permanentes do tecido
conjuntivo de polpas dentais saudaveis. Entretanto, devemos considerar também
que a utilizacdo de cortes teciduais de polpas dentais em estudos
imunohistoquimicos, mesmo que seccbes seriadas sejam realizadas, nao

representam todo o tecido, pois partes podem ser perdidas durante o
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processamento (Mangkornkarn et al., 1991). Assim, afirmar que linfécitos B nao
sao residentes permanentes da polpa saudavel (Jontell et al., 1987) e que a
resposta imunolodgica inicial da inflamacao pulpar é feita apenas por linfécitos T
(Mangkornkarn et al., 1991) pode nao ser real.

A identificacao de linfocitos B realizada em polpas normais foi verificada
em duas amostras de dentes que continham coroa integra e foram extraidos por
motivo de doenca periodontal que nao atingia o apice radicular. A presenca
dessas células ndao deve ser justificada pela ocorréncia de periodontite, ja que
Hahn et al. (1989) também nédo puderam constatar através da imunohistoquimica
relacao direta entre a presenca de doenca periodontal e alteragdes da composicao
celular do tecido pulpar. Da mesma forma, nos resultados desse trabalho ficou
evidente que a presenca de doenca periodontal ndo foi responsavel por um
aumento no numero células imunolégicas e inflamatdrias.

A presenca de linfécitos B em polpas inflamadas foi constatada em 29%
das amostras, com maior nimero de células (mediana 110 no 4° quartil) quando
comparada aos tecidos normais (mediana 0 no 4° quartil) e com menor nimero de
células marcadas quando comparada a linfécitos T em polpas com inflamacao
mais intensa (medianas 295 e 205 para T8 e T4 no 4° quartil). Menor numero de
linfocitos B em relagé@o aos linfécitos T também foi constatado por outros autores
que estudaram dentes permanentes com polpas saudaveis ou inflamadas (lzumi
et al., 1995; Pertot et al., 1997; Sakurai et al., 1999). Diferentemente desses
achados, Hahn et al. (1989) descrevem aumento no numero de linfécitos B em
polpas com diagndstico de pulpite irreversivel maior, inclusive, do que os
apresentados por linfocitos T4. Essa divergéncia poderia ter sido ocasionada pela
diferenciacao de linfocitos B em plasmécitos em diferentes estagios de inflamacgao
estudados, ou mesmo devido a modificacdo da resposta inflamatéria em diferentes
estagios de carie (lzumi et al., 1995; Sakurai et al., 1999). Entretanto, esse
aumento do numero de linfocitos B em polpas inflamadas, em maior ou menor
grau, sugere que em estagios mais avancadas da inflamagéo, ha aumento da
resposta humoral desse tecido (lzumi et al., 1995). O aumento de imunoglobulinas
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como IgG, IgA e IgE em polpas dentais inflamadas também indica a presenga de
resposta imune humoral, com a possibilidade da sintese local de imunoglobulinas
(Pulver et al., 1977, Speer et al., 1977).

Nas amostras de polpas inflamadas, a presenca de linfécitos B foi
aparentemente inferior a presenca de linfocitos T8. Como citado anteriormente,
sabe-se que o aumento de linfécitos T8 em tecidos inflamados inibe a presenca de
linfécitos B e outras sub-populacdes de linfécitos T, a fim de evitar respostas
imunes excessivas (Grégoire & Terrié, 1990). Essa relacao inibitoria justificaria os
niveis inferiores de linfécitos B em relagdo aos linfocitos T8, ja que o aumento de
linfécitos B ocorre mais tardiamente na inflamacgao pulpar de dentes permanentes
acometidos por carie (lzumi et al., 1995). Essa relacao entre linfécitos T e B
também pode ser encontrada em dentes deciduos com diferentes niveis de
reabsorgao radicular fisiolégica (Angelova et al., 2004).

O aumento de linfécitos T desde o inicio do processo inflamatério e o
aumento mais tardio de linfécitos B, confere a resposta imune mediada por
linfécitos T papel principal na iniciacdo da imunidade pulpar ap6s exposicao a
antigenos. A liberacdo de mediadores quimicos por linfécitos T provavelmente é
pré-requisito para ativacao de outras células como os linfécitos B (Jontell et al.,
1998).

6.3 Macréfagos

A identificacdo de macréfagos, assim como os linfécitos B, também
mostra resultados divergentes quando polpas saudaveis sdo analisadas. Jontell et
al. (1987) identificaram a presenca de macréfagos em polpas normais, entretanto,
Ilzumi et al. (1995) nao foram capazes de identificar essa célula em polpas que nédo
apresentavam céries ou até mesmo em polpas que apresentavam niveis
superficiais de carie.

Os resultados encontrados nesse estudo mostram que foi possivel
identificar macro6fagos em polpas normais, o que estd em acordo com outros

trabalhos realizados em polpas humanas (Jontell et al.,, 1987, Nakanishi et al.,
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2005) e também em polpas dentais de ratos (Jontell et al., 1988; OKiji et al., 1992).
Essas células apresentaram numero de marcagdes positivas inferior a de linfocitos
T, como encontrado por Jontell et al. (1987). Apesar dos macréfagos serem
menos numerosos que os linfocitos T, foram encontrados em maior numero (58%)
de amostras, o que reforca a presenca dessas células em tecidos pulpares
normais.

Sabe-se que células dendriticas podem ser identificadas na polpa
dental humana (Yoshiba et al. 1996; Sakurai et al., 1999) e de ratos (Jontell et al.,
1988). Uma grande parte dessas células possui caracteristicas fenotipicas de
macréfagos (Okiji et al., 1992) e apresentam marcacdo com o0s anticorpos
utilizados para a identificacdo de macréfagos, como o CD 14 ou CD 68 (Nestle et
al. 1993). Dessa maneira, a separacdao das células dendriticas dos macroéfagos
durante a identificacdo celular pode apresentar dificuldades mesmo com a
utilizagdo de técnicas sensiveis como a imunohistoquimica. Porém, como as
células dendriticas ndo sao especializadas em fagocitose, Jontell et al. (1988)
puderam verificar que 77% das células marcadas com anticorpo para células
dendriticas e/ou macréfagos em polpas normais de ratos possuem a capacidade
de fagocitar e, portanto, podem ser descritas como macréfagos.

A localizagdo das células CD68 positivas (macréfagos) mostrou ligeira
predilecao para a periferia do tecido pulpar normal, uma caracteristica
apresentada pelas células dendriticas (Jontell et al., 1988; Okiji et la. 1992;
Yoshiba et al., 1996; Sakurai et al., 1999). Entretanto, nenhuma dessas células se
apresentou na camada sub-odontoblastica ou mesmo no meio da camada
odontoblastica, o que também é encontrado para as células dendriticas (OKkiji et la.
1992; Ohshima et al.,1994; Sakurai et al, 1999). Outra caracteristica dessas
células dendriticas nao apresentada pelas células CD68 positivas encontradas
nesse trabalho, foi seu padrdo de morfologia com aparéncia dendritica ou
estrelada (Jontell et al. 1988; Okiji et al., 1992; Ohshima et al.,1994; Sakurai et al.,

1999). Dessa forma, pode-se ressaltar que a marcacdo apresentada pelo
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anticorpo CD68 caracterizou principalmente a populacdo de macro6fagos nos
tecidos pulpares analisados.

Em polpas inflamadas, os macréfagos apresentaram um dos maiores
valores no 3° quartil e a maior mediana dos valores em polpas com infiltrado
inflamatério mais intenso (4° quartil). Maior expressdo de macréfago em polpas
inflamadas néo foi encontrada por lzumi et al. (1995), que apesar de detectarem
aumento dessas células com a progressao da lesdo cariosa, a quantidade de
células identificadas foi bem inferior a de linfécitos T8 e T4. A razdo da divergéncia
entre esses resultados pode, além de estar nos procedimentos técnicos, estar na
utilizacdo de um anticorpo primario policlonal feita por lzumi et al. (1995), ja que
esses anticorpos sao menos especificos que anticorpos monoclonais,
principalmente para a identificacdo celular. Deve-se ressaltar que esses autores
também nado foram capazes de identificar macréfagos em polpas normais.

A presenca de grande quantidade de macrofagos (células CD68
positivas) em polpas inflamadas também foi relatada por Nakanishi et al. (2001;
2005). Entretanto, nao foi realizada comparacao com os niveis de linfécitos T, ja
que nao constituia como proposta de seus trabalhos. Poucos sdo os trabalhos
realizados em polpas inflamadas de dentes permanentes que relacionaram o
namero encontrado de macrofagos, linfécitos e mastocitos. Angelova et al. (2004)
também notaram maior aumento na populagdo de macrofagos em relacdo a
linfécitos T ou B em dentes deciduos com niveis de reabsorcao radicular
fisiolégica mais avangados.

O aumento acentuado de macréfagos em polpas inflamadas,
principalmente restrita as areas de infiltrado inflamatério, pode ser justificado por
alguns fatores. Em estagios mais avancados de carie ha um aumento de produtos
bacterianos que geram o desenvolvimento de uma reacdo imune local, com
destruicao de componentes celulares (lzumi et al, 1995). Assim, esses
macrofagos presentes no foco inflamatério poderiam estar exercendo a fagocitose
do tecido pulpar degradado (Nakanishi et al., 2001), o que também é sugerido

para o acumulo de macréfagos em dentes deciduos com reabsorgao fisiolégica
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(Angelova et al., 2004). Outra fungdo que poderia ser exercida por essas células é
a apresentacao de antigenos. Sabe-se que células dendriticas podem apresentar
antigenos diretamente (Steinman, 1981), entretanto, certos antigenos requerem
processamento intracelular pelos macréfagos para que possam ser apresentados
(Unanue, 1981). Assim como ocorre em lesdes periapicais (Marton et al., 1998),
além da funcdo de fagocitose, os macréfagos podem digerir e apresentar
antigenos a linfécitos T na polpa dental inflamada. E por fim, em polpas
inflamadas, os macrofagos podem atuar como células reguladoras participando da
producédo de prostaglandinas através da expressado da Ciclooxigenase-2 (COX-2)
(Nakanishi et al., 2001) e liberando mediadores quimicos (MIP-3a - proteina
inflamatéria do macréfago) para recrutamento de células T (Nakanishi et al.,
2005).

6.4 Mastocitos

A presenca de mastdcitos em polpas dentais tem gerado controvérsias
na literatura. Estudos histoquimicos realizados em polpas dentais néo
conseguiram identificar esse tipo celular (Miller et al., 1978). A utilizagdo de
coloragdes histoquimicas que visam a coloracao dos granulos presentes em seu
citoplasma, mostra dificuldades na identificagdo dessa célula devido a sua
fragilidade e consequiente degranulagédo durante procedimentos como fixacao e/ou
descalcificacao (Zachrisson & Skogedal, 1971; Farnoush, 1984).

Durante a realizacdo da revisao literaria, dois trabalhos merecem
destaque: o trabalho publicado em 1984 por Farnoush e outro publicado em 1995
por Walsh et al. O primeiro, exibe uma foto com a presenca de mastocitos em
polpas normais; entretanto, Almeida OP observou que essa foto era proveniente
de uma publicagdo anterior em tecido gengival (Nuki & Farnoush, 1975) e
descreveu o ocorrido a revista Journal of Endodontics. Assim, anos apéds
(Farnoush, 1987) foi publicada uma errata buscando esclarecer a troca das
ilustracbes. Ja o estudo de Walsh et al. (1995), apesar de ter realizado

identificagdo imunohistoquimica, ndo descreve com transparéncia os resultados
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obtidos em polpa dental e também nao publica foto alguma, assim como realizado
para os outros tecidos estudados por eles. Sabendo que a presenca de mastoécitos
€ discutida, principalmente em polpas normais, a publicacdo de fotos
erroneamente e a apresentacao deficiente de resultados referentes a achados tao
importantes e discutidos pode trazer dubiedade a essas publicagdes.

Dessa forma, talvez devido a inespecificidade das coloragdes utilizadas
no passado e a incoeréncia desses artigos, Jontell et al. em 1998, ainda relatam
que os mastécitos estdo ausentes em polpas dentais, ao menos nos tecidos
saudaveis.

Contrariando essa afirmacdo, a presenca de mastécitos foi
demonstrada por esse estudo em duas amostras de polpas classificadas
clinicamente como normais. A coloracdo com Azul de Toluidina, freqientemente
utilizada para identificacao de mastocitos em diferentes tecidos, € menos sensivel
que a utilizacdo de anticorpos monoclonais (anti-triptase) em imunohistoquimica e
subestima o numero de mastdcitos e de mastdcitos degranulados (Zochodne et
al., 1994). Dessa forma, a utilizacao da técnica imunohistoquimica pode ter sido o
fator primordial para a identificacdo desse tipo celular em polpas normais.

E valido ressaltar que os mastécitos, quando corados por Azul de
Toluidina em seccdes histoldgicas, aparentam ter forma circular. Entretanto, sabe-
se que quando sao analisados por microscopia eletrbnica de transmissdo ou
imunohistoquimica, evidenciam forma mais estrelada ou dendritica (Kaminer et al.,
1991; Walsh et al., 1991), assim como observado na Figura 10.

Essas células foram demonstradas em duas amostras que néao
apresentavam nenhum tipo de sintomatologia dolorosa. Uma das amostras foi
removida de um dente com coroa integra, que foi extraido por demonstrar doenca
periodontal avancada. Entretanto, histologicamente essa amostra demonstrou
aspectos compativeis com polpas saudaveis. A outra amostra foi removida de um
dente que apresentava carie incipiente, mas com auséncia total de sintomatologia
e infiltrado inflamatério quando analisada histologicamente.
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Os tecidos pulpares inflamados demonstraram aumento no niumero de
mastdcitos marcados, mas em numeros inferiores quando comparado aos
linfécitos e macrofagos.

Devido a contraditéria presenca de mastécitos em tecido pulpares,
principalmente em tecidos saudaveis, era frequente a especulacdo em que se
guestionava seu envolvimento na resposta imune inicial. Sugeria-se que a falta de
mastocitos na polpa tinha um papel fisioldgico, ja que a liberacao de substancias
vasoativas poderia ser prejudicial ao tecido pulpar, devido ao grande aumento da
pressdo tecidual que geraria (Dockrill, 1961; Jontell et al., 1998). Entretanto,
sugere-se que a liberacdo de quimase pode modular os efeitos da histamina que é
liberada pelos mesmos granulos dos mastdcitos (Rubinstein et al., 1990). Assim,
poderiamos especular que um controle da vasodilatagdo e aumento da pressao
intra-pulpar poderia ocorrer mesmo que essas células estivessem presentes e
ativas nos periodos iniciais da inflamagéo.

Mesmo que os mastdcitos ndo apresentassem a funcao de liberagao de
substancias vasoativas (histamina), outras funcbes exercidas por eles em outros
tecidos podem ser sugeridas como participantes da resposta imune inicial ou
tardia da polpa dental. A liberacdo de triptase pelos mastocitos pode contribuir
para o desarranjo do tecido conjuntivo através da ativagdo de pro-colagenase
(Gruber et al., 1989) ou pelo desenrolar de uma cascata de metaloproteinases
(MMP) (Gruber et al., 1988). Esse desarranjo da matriz do tecido conjuntivo pode
facilitar a infiltracdo tecidual de leucécitos durante o desenvolvimento da
inflamacédo (Walsh, 2003). A liberacdao de TNF (fator de necrose tumoral) pelos
mastocitos € capaz de organizar a migracao de neutrdéfilos e linfécitos T para os
tecidos (Walsh et al., 1990; Waldorf et al., 1991). A liberacao de IL-1(Interleucina-
1) poderia contribuir para a manutencédo dos efeitos vasculares promovidos pelo
TNF e a liberacdo de IL-4 (Interleucina-4) poderia promover a transicdo da
inflamacgao aguda para crénica (Walsh, 2003).

A identificacdo imunohistoquimica dos mastécitos no tecido pulpar
saudavel ou inflamado pode contribuir para que estudos posteriores possam
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verificar as reais fungdes dessas células na polpa dental e conseqlentemente,
para que os mecanismos de inflamacéao pulpar sejam melhor conhecidos.

6.5 Correlacao entre os aspectos clinicos e imunohistoquimicos

Durante a andlise das amostras em Hematoxilina e Eosina pode-se
notar que nem todas as polpas classificadas clinicamente como inflamadas
apresentavam processo inflamatério evidente. Desconsiderando-se o fato de que
parte do tecido pulpar pode ser perdido durante o processo de remocéo da polpa,
ja que outros autores puderam encontrar infiltrado inflamatério na maioria das
polpas inflamadas (Hahn et al. 1989, Nakanishi et al., 2001, 2005), alguns motivos
podem ser considerados para auséncia de processo inflamatério. Como o
diagnéstico € baseado em sinais e sintomas, nem sempre nota-se a correlacao
entre a sintomatologia e os achados histolégicos (Seltzer et al., 1963; Morse et al.,
1977, Mendoza et al., 1987). Seltzer et al. (1963) relatam que polpas dentais que
responderam com sintomatologia dolorosa exacerbada em testes térmicos,
apresentaram aspectos histolégicos desde normal até a presenca de inflamacgéao
com liquefacdo. Dessa forma, através da metodologia utilizada pode-se confirmar
que além da auséncia de relacdo entre a sintomatologia e o aspecto histolégico
dos tecidos pulpares, ndao foi notada correlacdo entre a sintomatologia
apresentada pelos pacientes e aumento do nimero de células imunolégicas em
todos os tecidos pulpares classificados clinicamente como inflamados. O aumento
dessas células pdde ser claramente notado apenas nos tecidos pulpares que
apresentaram sintomatologia e infiltrado inflamatério localizado. Assim, a presenga
de sintomatologia ndo pbde ser correlacionada, em todos os casos, com 0
aumento de células imunolégicas e inflamatérias. Pode-se sugerir apenas que a
estimulacédo das células imunolégicas e inflamatérias presentes no tecido pulpar
normal e a liberacdo de mediadores quimicos, seja uma das vias para a excitacao
das terminagbes nervosas e para ocorréncia de sintomatologia pulpar.

A presenca de sintomatologia também pode ser atribuida a estimulacao
direta de nociceptores por produtos bacterianos como os lipopolissacarideos
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(LPS) (Wadachi & Hargreaves, 2006). Como a quantidade de LPS necessaria para
promover a infiltracédo leucocitaria na polpa dental de ratos é 4 vezes maior que no
peritdnio (Maltos et al., 2004), os produtos bacterianos poderiam estimular as
terminacdes nervosas na polpa antes que a migracao celular aconteca. Pode-se
também sugerir que a estimulagcdo de terminagcdées nervosas sensoriais possa
causar a secrecao de neuropeptideos (calcitonin-gene related peptide — CGRP;
substancia P - SP e prostaglandina E,) capazes de causar vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular (Maltos et al., 2004) e conseqientemente
aumento da pressao interna pulpar (Kim, 1985). Um aumento da presséao intra-
pulpar, mesmo que localizado, pode exceder o limiar de excitabilidade de nervos
sensoriais periféricos na regido afetada e produzir dor (Smulson, 1984). Assim,
esse aumento da pressao intra-pulpar também poderia justificar a presenca de
sintomatologia em polpas que nado apresentam infiltrados inflamatorios
caracteristicos.

Essa falta de interacdo entre a sintomatologia clinica e a presenca de
células imunolégicas fez com que os resultados obtidos apresentassem alta
variabilidade e conseqientemente diferencas estatisticas apenas entre os
linfécitos T8, linfécitos B e mastécitos em polpas normais. Como os resultados
encontrados estdo em acordo com a maioria dos estudos imunohistoquimicos
realizados em polpas dentais, verifica-se que ha coeréncia nos resultados obtidos.

Para estudos futuros, seria interessante verificar a distribuicdo dessas
células em dentes descalcificados, a fim de evitar possiveis perdas de tecido
durante a coleta, possibilitar melhor descricdo morfolégica e relacionar suas

localizagdes com o tecido dentinario.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos pela metodologia desse trabalho permitiram

concluir que:

a)

b)

todas as células estudadas, inclusive os mastdcitos, podem ser identificadas
em polpas dentais classificadas clinicamente em normais e inflamadas;

em polpas normais, os linfécitos T8 apresentaram maior numero de células
marcadas, seguidos pelos linfécitos T4, macréfagos, linfécitos B e mastdcitos,
com diferenca estatistica entre o nimero de linfécitos T8 e linfocitos B e
mastocitos;

em polpas inflamadas, os macréfagos apresentaram maior niumero de células
marcadas, seguidos dos linfécitos T8, T4, B e mastécitos, sem diferencas
estatisticas significantes.

ndao foi observada correlacdo entre a sintomatologia apresentada pelos
pacientes e o aumento do numero de células imunoldgicas e inflamatorias em

todos os tecidos pulpares classificados clinicamente como inflamados.
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ANEXO 2 - termo de consentimento aprovado pelo Comité de ética

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO ESPECIFICO
PARA A PESQUISA

Projeto de Pesquisa: “ldentificacao imunohistoquimica de células

imunoldgicas e inflamatdrias em polpas dentais normais e inflamadas.”

O objetivo dessa pesquisa € estudar alteracées que ocorrem na polpa
dental quando se encontra em estagio de normalidade ou inflamada, através do
estudo de suas células imunolégicas e inflamatérias. Isto podera ajudar a
entendermos o processo inflamatério pulpar, ja que existem poucos dados que
possam esclarecer essas alteracdes de forma eficiente.

A coleta de amostra é feita através da extragdo dental que sera
realizada independentemente da pesquisa, nao existindo outro método alternativo
para tal. Apés a extracdo, os dentes serdo levados para o laboratério de
Endodontia dessa faculdade, para que suas polpas possam ser removidas através
da divisdo dos dentes ao meio. As polpas serdo retiradas e passarao por
processos de andlise especificos, que permitirdo esclarecimentos sobre seu
processo de inflamacdo. Os fragmentos remanescentes dos dentes serdo
desprezados em local adequado, pois ndo possuirdao mais funcao para qualquer
outra finalidade.

Vocé tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a
metodologia antes e durante a pesquisa, podendo ou nao concordar em participar
da mesma.

Se vocé se recusar a participar ou se vocé quiser desistir, em
qualquer fase da pesquisa, nao sera penalizado e nao havera prejuizo ao seu
tratamento, o qual continuara normalmente.

Apesar dos resultados da pesquisa serem divulgados publicamente
para fins académicos e cientificos, sera preservada a sua privacidade (seu nome
nao sera revelado) quanto aos dados confidenciais que possam ser envolvidos na
pesquisa.
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Os danos, riscos ou desconfortos que vocés (os pacientes) podem
sofrer sdo apenas aqueles decorrentes das extracbes dentais que serdo
submetidos independentemente da realizagdo ou ndo da pesquisa. A pesquisa
nao lhe acarretara nenhum gasto, e o acompanhamento e assisténcia aos
pacientes serdo de responsabilidade do operador da extracao dental.

A sua participacdao em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Em caso
de divida quanto aos seus direitos, escreva para o comité de Etica em Pesquisa
da FOP — UNICAMP. Endereco Av Limeira, 901 CEP/FOP 13414-900 — Piracicaba
- SP.

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Declaro para os devidos fins que eu,

me disponho a participar da pesquisa intitulada “IDENTIFICACAO
IMUNOHISTOQUIMICA DE CELULAS IMUNOLOGICAS E INFLAMATORIAS
EM POLPAS DENTAIS NORMAIS E INFLAMADAS” e permito a divulgacao
dos resultados desta pesquisa. Estou ciente dos objetivos desta pesquisa e
de todos os procedimentos e concordo com a metodologia para coleta de
amostras pulpares do(s) dente(s) submetido(s) a extracao, na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba- UNICAMP. Estou também ciente de minha
liberdade de recusar a participar ou retirar o meu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem ser penalizado e sem prejuizo ao meu

tratamento, o qual sera prosseguido normalmente.

Assinatura:

Local e data: / /
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ANEXO 3 - ficha clinica utilizada na coleta de dados referentes as amostras

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA — UNICAMP
Programa de Pés-graduacao em Clinica Odontoldgica - Endodontia

Amostra(s): n.°:
dente(s):
Dados pessoais: n.° prontuario:
Nome:
Sexo: Cor: Idade: Data de nascimento:
Endereco:
Telefone(s): Cidade: UF:

Queixa Principal:

Dados da Anamnese mais relevantes:

Aspectos clinicos:

Dor: Inspecao:

provocada: coroa integra:

espontanea: presenca de restauragoes:
ausente: presenca de lesdes cariosas:

polpa exposta:

Testes térmicos

dor ao frio (normal): curta:

dor ao frio (acentuada): prolongada:

dor ao frio (muito acentuada):

Diagnéstico Clinico
Polpa normal:

Polpa inflamada:

Outros dados:

Motivo da Exodontia

Data:
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ANEXO 4 - dados clinicos referentes as amostras
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ANEXO 5 — densidades celulares apresentadas pelas amostras
Tabela 5 — Numero de células marcadas por imunohistoquimica em amostras de polpas

dentais classificadas clinicamente como normais

n°amostra Linfocitos T4 Linfécitos T8 Linfécitos B Macrofagos Mastécitos

1 0.00 30.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 50.00 0.00 0.00 0.00
3 60.00 60.00 0.00 60.00 0.00
4 10.00 40.00 0.00 0.00 0.00
5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
6 10.00 50.00 0.00 50.00 0.00
8 0.00 0.00 0.00 10.00 0.00
9 10.00 0.00 10.00 0.00
12 0.00 0.00 10.00 10.00 0.00
13 0.00 0.00 0.00 40.00 0.00
14 0.00 60.00 0.00 20.00 0.00
15 0.00 0.00 0.00 0.00 10.00
16 0.00 10.00 0.00 10.00 0.00
17 60.00 0.00 10.00 0.00
20 10.00 0.00 0.00 0.00
21 10.00 0.00 0.00 10.00 0.00
22 20.00 40.00 0.00 10.00 0.00
23 10.00 0.00 0.00 10.00 0.00
24 60.00 0.00 0.00 0.00
27 0.00 0.00 0.00 0.00
29 60.00 10.00 0.00 10.00 0.00
30 0.00 0.00 0.00 0.00
31 80.00 20.00 60.00 10.00 0.00
39 0.00 0.00 0.00 0.00 30.00
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Tabela 6 — Numero de células marcadas por imunohistoquimica em amostras de polpas

dentais classificadas clinicamente como inflamadas

n°amostra Linfocitos T4 Linfocitos T8 Linfécitos B Macrofagos Mastdcitos
7 100.00 140.00 70.00 0.00
10 0.00 0.00 0.00 0.00
11 0.00 0.00 0.00 10.00 0.00
18 10.00 0.00 0.00 0.00 0.00
19 0.00 0.00 0.00 0.00
25 30.00 0.00 80.00 10.00
26 10.00 10.00 0.00 0.00 40.00
28 0.00 0.00 0.00
32 0.00 30.00 0.00 40.00 0.00
33 20.00 30.00 0.00 80.00 0.00
34 260.00 660.00 100.00 450.00 40.00
35 80.00 40.00 40.00 0.00
36 150.00 0.00 0.00 40.00 0.00
37 440.00 450.00 590.00 770.00 110.00
38 0.00 0.00 0.00 0.00
40 0.00 0.00 0.00 0.00
41 20.00 90.00 120.00 20.00
42 10.00 0.00 0.00
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ANEXO 6 — estatistica descritiva das densidades celulares — Bioestat 3.0

Tabela 7 — Estatistica descritiva do numero de células marcadas nas polpas dentais

classificadas clinicamente como normais

Linfécitos T4  Linfocitos T8  Linfécitos B Macréfagos ~ Mastécitos
Tamanho da 53 20 23 24 24
amostra
Minimo 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Maximo 80.0000 60.0000 60.0000 60.0000 30.0000
A”‘T‘z)"tg‘lde 80.0000 60.0000 60.0000 60.0000 30.0000
Mediana 0.0000 10.0000 0.0000 10.0000 0.0000
Primeiro
Quarti (25%) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Terceiro
Quarti (75%)  10-0000 42.5000 0.0000 10.0000 0.0000
Desvio 10.0000 42.5000 0.0000 10.0000 0.0000
Interquartilico
A Media 14.7826 21.5000 3.0435 11.2500 1.6667
ritmética
Variancia 508.8142 592.3684 158.4980 263.5870 40.5797
Desvio 24.4707 24.3386 12.5896 16.2354 6.3702
Padrao
Erro Padrao 5.1025 5.4423 2.6251 3.3140 1.3003
Coeficiente o o o o o
do Variagao  16554% 113.20% 413.66% 144.31% 382.21%
Ass('gﬁ”'a 1.7513 0.5609 4.6034 2.0418 4.2609
Curtose (g2) 1.7423 1.4582 21.5788 3.6777 18.8342
’ Media 15.4386 250843 17.1429 12,5937 15.0000
armonica
N (media 11 11 2 14 2
harmonica)
s Média 20.9744 33.0762 24.4949 14.7916 17.3205
eométrica
N (média 11 11 2 14 2
geométrica)
Variancia 1.4403 1.2212 2.0080 1.2243 1.2996
(geom.)
Desvio
Padrio 2.5006 1.9707 3.5501 1.9790 21746
(geom.)
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Tabela 8 — Estatistica descritiva do numero de células marcadas nas polpas dentais

classificadas clinicamente como inflamadas

Linfécitos T4 Linfocitos T8  Linfécitos B Macrofagos ~ Mastocitos
Tamanho da 17 14 17 12 18
amostra
Minimo 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Maximo 440.0000 660.0000 590.0000 770.0000 110.0000
A”‘T‘z)"tg‘lde 4400000  660.0000  590.0000  770.0000  110.0000
Mediana 10.0000 20.0000 0.0000 25,0000 0.0000
Primeiro
Quart! (25%) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Terceiro
Quarti (75%)  80-0000 77.5000 40.0000 80.0000 7.5000
Desvio
interquartiico  80-0000 77.5000 40.0000 80.0000 7.5000
Média
Artmética 66.4706 103.5714 54.1176 122.5000 12.0002
Variancia ~ 14186.7647 39932.4176 20575.7353 57402.2727  771.2418
Desvio 119.1082 199.8310 143.4424 239.5877 27.7712
Padrao
Erro Padrio 28.8880 53.4071 34.7899 69.1630 6.5457
Coeficiente 179.19% 192.94% 265.06% 195.58% 227.229%,
de Variacao
Ass('grq?t”a 2.4077 2.3096 3.6569 2.3377 2.0488
Curtose (g2) 5.8808 4.6860 14.1098 4.9891 9.4776
Média 23.4732 37.4430 84.2972 39.2111 23.9130
Harmonica
N (media 11 8 5 7 5
harmonica)
Média
1a 45.2972 77.8357 114.6669 86.2412 32.3079
Geométrica
N (média 11 8 5 7 5
geométrica)
Variancia 20782 2.4565 1.5534 2.6294 1.4151
(geom.)
Desvio
Padrao 3.9628 4.2146 2.7376 4.4459 2.4451
(geom.)
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ANEXO 7 — solugdes utilizadas na técnica imunohistoquimica

Quadro 1 — silanizagédo das laminas

Adesivo organo-silano (3-aminopropyl-triethoxysilane)

Preparo das laminas

Lavagem em agua e detergente 20min
Lavagem em agua corrente
Secagem em estufa

Banho em acetona apenas passagem
Banho em Organo-silano 4% (diluido em acetona) 3min

Banho em acetona apenas passagem
Banho em acetona apenas passagem

Secagem em estufa 57°C
Armazenamento em ambiente seco e livre de p6

Quadro 2 — solugdes para recuperacao antigénica

Solucao de acido citrico 10mM

Acido citrico 2,101g
Agua destilada 1 litro
Ajustar pH para 6

Solucao de EDTA + Trizma Base

EDTA (acido etilenodiaminotetracético) 0,3722¢g
Trizma Base 1,211g
Agua destilada 1000m|

Tween 20 0,5ml

Ajustar pH para 9,9
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Quadro 3 — solugéo tampao para lavagem

Solucao tampao PBS (phosphate-buffered saline)

Solugéo 20 vezes concentrada

Cloreto de sédio anidro (NaCl) 180¢g
Fosfato de sédio dibasico anidro (NazHPO,) 27,31¢g
Fosfato de sédio monobasico hidratado (NazHPO4 H.0) 4,85¢
Agua destilada 1 litro

Solucao para uso
Solugao 20 vezes concentrada 200ml
Agua destilada 3800ml
Ajustar pH entre 7,2 e 7,6 — ideal 7,4
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