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RESUMO

No contexto dos cistos odontogénicos, o cisto radicular (CR), o cisto dentigero (CD) e o
ceratocisto odontogénico (CO) se destacam por serem 0s mais prevalentes. Na patogénese de
lesGes cisticas, estudos tém destacado a participacdo de um mecanismo intracelular catabdlico
que envolve diversas proteinas, com destaque para Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR. Até o
momento, pouco se sabe sobre o envolvimento desse mecanismo de degradacéo intracelular na
patogénese de cistos odontogénicos. Dessa forma, o presente estudo se propds a analisar a
imunoexpressao de proteinas relacionadas a autofagia (Atg7, p62, LC3A e p-mTOR) em CRs,
CDs e COs. A amostra foi constituida por 20 CRs, vinte CDs e 20 COs. Dados clinicos (sexo,
idade e localizacdo anatdmica das lesdes) foram coletados a partir de fichas de requisicdo de
bidpsia. No estudo morfoldgico, foram avaliados o padrdo do revestimento epitelial e a
intensidade do infiltrado inflamatorio nos CRs. No estudo imunoistoquimico, sob aumento de
400x, foram estabelecidos os percentuais de células positivas (nlcleo e citoplasma) para as
proteinas em 10 campos microscopicos do revestimento epitelial, bem como o predominio da
imunorreatividade nas camadas epiteliais. Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica por meio do teste de Mann-Whitney (p < 0,05). Foi observada maior frequéncia de
CRs com infiltrado inflamatdrio grau 111 (55,0%) e revestimento epitelial hiperplasico (60,0%).
Todos os CRs, CDs e COs revelaram expressdo citoplasmatica de Atg7 e p62. Expressdo
nuclear de Atg7 e p62 foi constatada em todos os COs, bem como na maioria dos CRs (90,0%
e 95,0%, respectivamente) e CDs (80,0% e 95,0%, respectivamente). Para essas proteinas,
houve predominio de imunorreatividade em camada basal/parabasal nos COs e em todas as
camadas do epitélio nos CRs e CDs. Expressdo citoplasmatica de LC3A foi identificada na
maioria dos CRs (70,0%), CDs (85,0%) e COs (65,0%). Expressdo nuclear de LC3A foi
observada na maioria dos CRs (70,0%) e CDs (70,0%), bem como em menor propor¢do dos
COs (35,0%). Houve predominio de imunorreatividade para LC3A em camada parabasal/
superficial do epitélio nos COs. Por sua vez, CRs e CDs exibiram consideravel variabilidade na
imunorreatividade para LC3A nas camadas epiteliais. Expressao citoplasmatica de p-mTOR foi
observada em todos os CDs e COs, bem como em 50,0% dos CRs. Positividade nuclear para p-
mTOR foi identificada com maior frequéncia nos CDs (70,0%), seguidos dos COs (55,0%) e
CRs (25,0%). Em todos os grupos, houve predominio de imunorreatividade para p-mTOR em
camada superficial do epitélio. Foram identificados maiores percentuais de positividade
citoplasmatica para Atg7 nos CRs e COs quando comparados aos CDs, com diferenca
significativa entre os ultimos (p < 0,05). Nao foram observadas diferencas significativas entre
0S grupos para a expressao citoplasmatica de LC3A (p > 0,05). Os maiores percentuais
medianos de positividade citoplasméatica para p62 e p-mTOR foram observados,
respectivamente, nos CRs (p < 0,05) e COs (p < 0,05). Os COs apresentaram maior expressao
nuclear de Atg7 em comparacdo aos CRs e CDs (p < 0,05). Além disso, CRs e COs exibiram
maior expressao nuclear de p62 em comparagéo aos CDs (p < 0,05). Todos os grupos revelaram
baixos percentuais de positividade nuclear para LC3A e p-mTOR. N&o foram constatadas
diferencas significativas na expressdo das proteinas relacionadas a autofagia de acordo com o
padrdo do revestimento epitelial e a intensidade do infiltrado inflamatério nos CRs (p > 0,05).
Os resultados deste estudo sugerem a participacao da autofagia na patogénese dos CRs, CDs e
COs. A imunoexpressao das proteinas Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR, no entanto, pode nao estar
relacionada as caracteristicas histopatoldgicas dos CRs. Além disso, a translocacdo nuclear das
proteinas Atg7 e p62 pode contribuir para o comportamento biol6gico mais agressivo dos COs.

Palavras-chave: Cisto radicular; Cisto dentigero; Cistos odontogénicos; Autofagia; Imuno-
histoquimica.
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ABSTRACT

In the context of odontogenic cysts, the radicular cyst (RC), the dentigerous cyst (DC) and the
odontogenic keratocyst (OKC) stand out for being the most prevalent. In the pathogenesis of
cystic lesions, studies have highlighted the participation of an intracellular catabolic mechanism
involving several proteins, especially Atg7, LC3A, p62 and p-mTOR. Until now, little is known
about the involvement of this intracellular degradation mechanism in the pathogenesis of
odontogenic cysts. Thus, the present study aimed to analyze the immunoexpression of
autophagy-related proteins (Atg7, p62, LC3A and p-mTOR) in RCs, DCs and OKCs. The
sample consisted of 20 RCs, twenty DCs and 20 OKCs. Clinical data (gender, age and
anatomical location of the lesions) were collected from biopsy requisition forms. In the
morphological study, the pattern of the epithelial lining and the intensity of the inflammatory
infiltrate in the RCs were evaluated. In the immunohistochemical study, under 400x
magnification, the percentages of positive cells (nucleus and cytoplasm) for proteins in 10
microscopic fields of the epithelial lining were established, as well as the predominance of
immunoreactivity in the epithelial layers. The data obtained were submitted to statistical
analysis using the Mann-Whitney test (p < 0.05). A higher frequency of RCs with grade Il
inflammatory infiltrate (55.0%) and hyperplastic epithelial lining (60.0%) was observed. All
RCs, DCs and OKCs revealed cytoplasmic expression of Atg7 and p62. Nuclear expression of
Atg7 and p62 was found in all OKCs, as well as in most RCs (90.0% and 95.0%, respectively)
and DCs (80.0% and 95.0%, respectively). For these proteins, there was a predominance of
immunoreactivity in the basal/parabasal layer in OKCs and in all layers of the epithelium in
RCs and DCs. Cytoplasmic expression of LC3A was identified in most RCs (70.0%), DCs
(85.0%) and OKCs (65.0%). Nuclear expression of LC3A was observed in most RCs (70.0%)
and DCs (70.0%), as well as in a smaller proportion of OKCs (35.0%). There was a
predominance of immunoreactivity for LC3A in the parabasal/superficial layer of the
epithelium in OKCs. On the other hand, RCs and DCs exhibited considerable variability in
LC3A immunoreactivity in the epithelial layers. Cytoplasmic expression of p-mTOR was
observed in all DCs and OKCs, as well as in 50.0% of RCs. Nuclear positivity for p-mTOR
was identified more frequently in DCs (70.0%), followed by OKCs (55.0%) and RCs (25.0%).
In all groups, there was a predominance of p-mTOR immunoreactivity in the superficial layer
of the epithelium. Higher percentages of cytoplasmic positivity for Atg7 were identified in RCs
and OKCs when compared to DCs, with a significant difference between the last two (p < 0.05).
No significant differences were observed between groups for cytoplasmic expression of LC3A
(p > 0.05). The highest median percentages of cytoplasmic positivity for p62 and p-mTOR were
observed, respectively, in RCs (p < 0.05) and OKCs (p < 0.05). OKCs showed higher nuclear
expression of Atg7 compared to RCs and DCs (p < 0.05). Furthermore, RCs and OKCs
exhibited higher nuclear expression of p62 compared to DCs (p < 0.05). All groups showed low
percentages of nuclear positivity for LC3A and p-mTOR. No significant differences were found
in the expression of autophagy-related proteins according to the pattern of the epithelial lining
and the intensity of the inflammatory infiltrate in the RCs (p > 0.05). The results of this study
suggest the participation of autophagy in the pathogenesis of RCs, DCs and OKGCs.
Nevertheless, the immunoexpression of Atg7, LC3A, p62 and p-mTOR proteins may not be
related to the histopathological characteristics of RCs. Furthermore, the nuclear translocation
of Atg7 and p62 proteins may contribute to the more aggressive biological behavior of OKCs.

Keywords: Radicular cyst; Dentigerous cyst; Odontogenic cysts; Autophagy;
Immunohistochemistry.
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Do inglés vascular endothelial growth fator, traduzido como fator de
crescimento endotelial vascular.

Do inglés vascular endothelial growth factor receptor 2, traduzido como
receptor 2 do VEGF.
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1 CONSIDERAQ@ES INICIAIS

Os cistos odontogénicos sdo caracterizados como cavidades patoldgicas revestidas por
epitélio de natureza odontogénica (RIVERO et al., 2010; KAMMER; MELLO; RIVERO,
2020). Nesse grupo, o cisto radicular (CR), o cisto dentigero (CD) e o ceratocisto odontogénico
(CO) assumem posicdo de destaque por serem 0s mais prevalentes (JOHNSON et al., 2014;
KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020). Contudo, essas lesbes apresentam importantes
diferencas com relacdo a patogénese e ao comportamento bioldgico (GABDAIL et al., 2009;
KECHIK; SIAR, 2018). Apesar dos avan¢os no conhecimento dos mecanismos responsaveis
por tais diferencas, esses processos permanecem incompletamente compreendidos.

O CR é um cisto odontogénico de origem inflamatdria, cuja patogénese envolve a
resposta do sistema imunoldgico a microrganismos presentes nos sistemas de canais radiculares
(NAIR, 1998; STASHENKO; TELES; SOUZA, 1998; KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020).
E considerado o cisto mais frequente dos 0ssos gnaticos, representando de 42,6% a 54,6% de
todos os cistos odontogénicos (JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; JOHNSON et al., 2014;
MUZIO et al., 2017; KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020).

A etiopatogénese do CR estd relacionada com a liberacdo de diversos fatores de
crescimento e mediadores quimicos, incluindo as quimiocinas, que estimulam a proliferacdo
dos restos epiteliais de Mallassez (NAIR, 1998; KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020). Apo6s
serem estimulados, os restos epiteliais formam massas celulares sélidas que posteriormente ddo
origem a espacos cavitarios (NAIR, 2004; LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007). Vérias teorias
foram propostas para explicar a formacdo da cavidade cistica nos CRs, dentre as quais se
destacam: a teoria da deficiéncia nutricional, a teoria do abscesso e a teoria da fuséo dos corddes
epiteliais (LIN; HUANG; ROSENBERG, 2007).

Na patogénese dos CRs estdo envolvidos importantes mediadores quimicos proé-
inflamatdrios como as interleucinas-1 (IL-1), -3 (IL-3) e -6 (IL-6), o fator estimulador de
colénia de macrdéfagos e granuldcitos (GM-CSF) (GERVASIO et al., 2002) e as
imunoglobulinas-G (IgG) e -A (IgA) (STERN; DREIZEN; MACKLER; LEVY, 1981). Nesse
sentido, Alvares et al. (2018) relataram a express3o e a participacéo do fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e da ciclooxigenase-2 (COX-2) no desenvolvimento dos CRs. O TNF-a atua na
reabsorcdo Ossea, ativando e estimulando os osteoclastos, e a COX-2, por sua vez, estd
relacionada com a angiogénese, quimiotaxia e proliferacdo celular (ALVARES et al., 2018).

Ao exame clinico, o0 CR apresenta-se como uma lesdo frequentemente assintomatica,
associada a um dente ndo vital e pode ou ndo gerar aumento de volume perceptivel
(SHIVHARE et al., 2016; SUKEGAWA et al., 2020). Esse cisto acomete as mulheres em até
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62,1% dos casos e apresenta uma ampla distribuicdo etéria (9 - 92 anos), com media de idade
ao diagndstico que varia de 38,1 a 48,4 anos (LIN et al., 2010; MUZIO et al., 2017; CHEN et
al., 2018; SUKEGAWA et al., 2020).

Na grande maioria dos casos 0 CR é diagnosticado em exames radiogréaficos de rotina e
apresenta-se como uma lesdo radioldcida, unilocular, bem circunscrita e associada a um dente
néo vital (NODA et al., 2018; SANTOSH; OGLE, 2020; SUKEGAWA et al., 2020). Acomete
principalmente a regido anterior de maxila e em especial os dentes incisivos laterais (CHEN et
al., 2018; MUZIO et al., 2017; SUKEGAWA et al., 2020). Essa lesdo néo tende a deslocar os
dentes envolvidos, no entanto, pode causar reabsorcéo radicular (SANTOSH; OGLE, 2020).

Ao exame histopatoldgico, observa-se uma cavidade cistica revestida por epitélio
pavimentoso estratificado ndo ceratinizado que exibe graus variados de hiperplasia, por vezes
com projecOes arciformes evidentes, além de areas de degeneracdo hidrdpica, espongiose,
corpusculos de Rushton e exocitose (LIAPATAS; NAKOU; RONTOGIANNI, 2003; LIN et
al, 2010; CHEN et al, 2018; SANTOSH; OGLE, 2020). Células mucosas estdo presentes em
aproximadamente 18,1% dos casos e células ciliadas, por sua vez, em 10,7% dos CRs
(TAKEDA et al., 2005). A cépsula fibrosa, permeada por infiltrado inflamatorio crénico, pode
apresentar macréfagos espumosos, depoésitos de hemossiderina, corplsculos de Russell,
calcificacBes distréficas e espacos negativos de cristais de colesterol (LIAPATAS; NAKOU,;
RONTOGIANNI, 2003; LIN et al, 2010; CHEN et al, 2018; SANTOSH; OGLE, 2020).

Diversas modalidades de tratamento sdo sugeridas na literatura para o CR, como 0
tratamento endodéntico convencional ou associado a apicectomia para lesdes pequenas e bem
circunscritas (SHIVHARE et al., 2016; SANTOSH; OGLE, 2020). Por outro lado, CRs de
grandes extensGes ou proximos a estruturas nobres sdo tratados com abordagens como
descompressao, enucleacao e extracdo do dente associado (SHIVHARE et al., 2016; CHEN et
al., 2018; SANTOS; OGLE, 2020).

O CD, por sua vez, € um cisto de desenvolvimento associado a coroa de um dente néo
irrompido (JOHNSON et al., 2014; KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020), que apresenta uma
prevaléncia de 14,0% a 39,7% e corresponde ao segundo cisto mais frequente dos 0ssos
gnaticos (JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; JOHNSON et al., 2014; MUZIO et al., 2017;
KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020).

A exata patogénese do CD ainda € incerta, mas sugere-se que seu desenvolvimento esta
associado ao acumulo de liquido entre o epitélio reduzido do esmalte e a coroa dentaria
(BILODEAU; COLLINS, 2017; KAMMER; MELLO; RIVERO, 2020). Alguns estudos

indicam a participagdo de moléculas no desenvolvimento dos CDs, como proteinas envolvidas
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na proliferacdo celular, com destaque para p53, AQNOR e o componente 3 do complexo de
manutencdo de minicromossomo (MCM3) (GABDAIL et al, 2009; JAAFARI-
ASHKAVAND; MEHRANMEHR; ROOSTA, 2019), na angiogénese, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e o receptor 2 do VEGF (VEGFR2) (FRIEDLANDER
et al., 2015), e na inflamacdo, como a COX-2 (ALSAEGH et al., 2017).

O CD, comumente, apresenta-se como uma lesdo assintomatica associada a um dente
ndo irrompido, mas em raros casos pode retardar a erupcao dentaria e por vezes causar edema
facial (DALEY; WYSOCKI, 1995; BUYUKKURT; OMEZLI; MILOGLU, 2010). Essa lesdo
é discretamente mais prevalente no sexo masculino (1.53:1) e demonstra uma ampla
distribuicdo etaria (2-81 anos), com média de idade ao diagnéstico de 34,8 anos
(BUYUKKURT; OMEZLI; MILOGLU, 2010; MUZIO et al., 2017). Frequentemente, 0os CDs
estdo localizados na regido posterior de mandibula (BUYUKKURT; OMEZLI; MILOGLU,
2010; MUZIO et al., 2017).

Ao exame radiografico, o CD se apresenta como uma area radiolcida, unilocular e bem
circunscrita, envolvendo a coroa de um dente incluso (DALEY; WYSOCKI, 1995;
BUYUKKURT; OMEZLI; MILOGLU, 2010). Com maior frequéncia envolve os terceiros
molares inferiores e caninos superiores. Estudos revelam que aproximadamente 2,1% dos
terceiros molares impactados podem estar associados a CDs (DALEY; WYSOCKI, 1995;
MELLO et al., 2019).

Ao exame histopatoldgico, CDs séo revestidos por epitélio pavimentoso estratificado
ndo ceratinizado, com poucas camadas e interface relativamente plana com a capsula conjuntiva
adjacente (BUYUKKURT; OMEZLI; MILOGLU, 2010; BILODEAU; COLLINS, 2017). No
revestimento epitelial, células mucosas estdo presentes em até 23,8% dos casos e células
ciliadas, por sua vez, em 10,8% dos CDs (TAKEDA et al., 2005). Na capsula fibrosa
circunvizinha podem ser observados restos epiteliais odontogénicos e areas de extravasamento
hemorragico (BUYUKKURT; OMEZLI; MILOGLU, 2010; DE PONTES SANTOS et al.,
2015; BILODEAU; COLLINS, 2017).

O tratamento de escolha para os CDs é a enucleacdo, curetagem e extracdo do dente
associado (BILODEAU; COLLINS, 2017). A marsupializacdo é outra modalidade de
tratamento que pode ser utilizada nos CDs, com o intuito de reduzir a lesdo, preservar o dente
associado e promover sua erupcdo (HYOMOTO et al., 2003). O prognostico dessa lesdo é bom,
com raros casos de recidiva (BILODEAU; COLLINS, 2017).

Ainda no contexto dos cistos odontogénicos, o CO é descrito como um cisto de

desenvolvimento que possui origem a partir de remanescentes da ldmina dentaria (PHILIPSEN,
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1956; SHEAR; SPEIGHT, 2007) e representa de 11,6% a 20,6% dos cistos odontogénicos
(JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; JOHNSON et al., 2014; KAMMER; MELLO; RIVERO,
2020). Essa lesdo diferencia-se das descritas anteriormente por seu comportamento clinico
potencialmente agressivo, alta taxa de recorréncia e associacao com a sindrome de Gorlin-Goltz
(PITAK-ARNNORP et al., 2010; FINKELSTEIN et al., 2013; SEREFLICAN et al., 2017,
BORGHESI et al., 2018).

Mutacbes no gene PTCHL participam da patogénese do CO. Esse gene supressor
tumoral codifica a proteina PTCH1 que atua como um regulador negativo da via de sinalizacdo
Hh, interagindo com as proteinas SHH e SMO, além de uma familia de fatores de transcricéo,
denominados GLI (BARRETO et al., 2000; VERED et al., 2009). Assim, mutac6es no gene
PTCH1 resultam em ativacdo anormal da via Hh, com consequente proliferacdo celular
desregulada (VERED et al., 2009).

Muito ainda é discutido a respeito da patogénese dessa leséo e diversas moléculas séo
estudadas nos COs com o intuito de compreender o seu comportamento agressivo. Nesse
contexto, pesquisas tém destacado a participacdo de células tronco (HEIKINHEIMO et al.,
2015; SILVA et al., 2020), do transportador de glicose 1 (GLUT-1) (LEITE et al., 2017), da
proteina antiapoptotica BCL-2 (KACZMARZYK et al., 2018; NIMMANAGOTI et al., 2019;
SILVA etal., 2020), da COX-2 (KACZMARZYK et al., 2018; NIMMANAGOTI et al., 2019),
de proteinas envolvidas com o reparo de DNA (DE BRITO MONTEIRO et al., 2015; DE
PONTES SANTOS et al., 2020) e da angiogénese (NIMMANAGOTI et al., 2019).

O CO é uma lesdo intradssea, assintomatica, diagnosticada com frequéncia maior em
individuos do sexo masculino. A idade dos pacientes pode variar de 6 a 90 anos, com média de
34,2 2 38,6 anos (LEUNG et al., 2016; DE CASTRO et al., 2018; SCHUCH et al., 2020). Cerca
de 74,5% a 77,3% dos casos acometem a mandibula, principalmente a regido posterior e 0 ramo
ascendente (DE CASTRO et al., 2018; SCHUCH et al., 2020).

Ao exame radiogréafico, o CO se apresenta como uma leséo radioldcida, unilocular ou
multilocular, com margens bem definidas e que pode envolver dentes inclusos (DE CASTRO
etal., 2018; SCHUCH et al., 2020). Estudos mostram que os casos multiloculares representam
de 24,3% a 51,8% dos COs (LEUNG et al., 2016; DE CASTRO et al., 2018; SCHUCH et al.,
2020). Existem casos relatados que variam de 1 a 150 mm de didmetro (SCHUCH et al., 2020).

Histopatologicamente, o CO € revestido por um epitélio pavimentoso estratificado
paraceratinizado, com 6 a 10 camadas de células de espessura e superficie corrugada (BINNIE,
1999; FINKELSTEIN et al., 2013; BELLO, 2016). As células da camada basal sdo colunares
ou cuboidais, organizadas em palicada, com nucleos hipercromaticos (FINKELSTEIN et al.,
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2013; BELLO, 2016). ProliferacGes de células da camada basal em dire¢do ao tecido conjuntivo
subjacente sdo descritos no CO (STOELINGA, 2005; BELLO, 2016). A cépsula fibrosa,
geralmente ndo inflamada, pode conter microcistos satélites em aproximadamente 20% dos
casos, assim como restos de epitélio odontogénico (STOELINGA, 2005; BELLO, 2016).

A capsula cistica fina e friavel, bem como a frequente separacdo entre epitélio e tecido
conjuntivo, sdo caracteristicas que podem contribuir para as altas taxas de recorréncia dos COs
(BINNIE, 1999; STOELINGA, 2005). A presenca de microcistos satélites e restos de epitélio
odontogénico na capsula fibrosa, associada ao padréo de crescimento infiltrativo dos COs entre
as trabéculas Osseas, sdo outros fatores que possivelmente favorecem a recorréncia dessas
lesbes (STOELINGA, 2005; FINKELSTEIN et al., 2013).

Nesse contexto, muito € discutido a respeito do tratamento dos COs visto que a
enucleacdo simples esta relacionada a altas taxas de recorréncia, que variam de 19,5% a 60%
(PITAK-ARNNOP et al., 2010; FINKELSTEIN et al., 2013; DE CASTRO et al., 2018). Sendo
assim, pesquisas sugerem a associacdo de outras técnicas, como a descompressdo prévia,
osteotomia periférica ou curetagem quimica para reduzir as recorréncias (FINKELSTEIN et
al., 2013). Estudos mostraram que a realizacdo da osteotomia periférica e o uso da solucao de
Carnoy apds a enucleacdo estdo relacionados com menores taxas de recorréncia, que variam de
4,5% a 11,4% (LEUNG et al., 2016; DE CASTRO et al., 2018). Por sua vez, abordagens mais
agressivas, como a resseccao cirurgica, podem determinar percentuais de recorréncia proximos
a zero, porem implicam em maior morbidade ao paciente (LEUNG et al., 2016; DE CASTRO
etal., 2018).

Diversos estudos foram desenvolvidos com o intuito de compreender as diferengas no
comportamento bioldgico e na patogénese dos CRs, CDs e COs. Estudos recentes ressaltam
que essas diferencas podem estar relacionadas a expressao de proteinas envolvidas no ciclo
celular (GABDAIL et al., 2009; KECHIK; SIAR, 2018), na hipdxia (DA COSTA et al., 2018),
na degradacdo de peptideos (ALl et al., 2019) e na quimiotaxia (LUCENA, 2020). Ainda nesse
contexto, investigacOes revelaram que proteinas relacionadas com a autofagia poderiam
participar do desenvolvimento desses cistos odontogénicos, no entanto pouco sabe-se sobre o
mecanismo de acdo da autofagia na patogénese dos CRs, CDs e COs (CHAISUPARAT et al.,
2013; Ll et al., 2014; ZHONG et al., 2015; MEDEIRQOS, 2019).

A autofagia € um processo que ocorre em todas as células eucariotas, nas quais, quando
estdo em privacdo de nutrientes ou sob estresse metabolico, ocorre a degradacdo de

componentes citoplasmaticos e reciclagem de macromoléculas (organelas e proteinas), com a
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finalidade de sintetizar elementos essenciais que atuem como fonte de energia (RAVIKUMAR
etal., 2010; YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016).

O termo ‘“autofagia” geralmente indica a macroautofagia (YIN; PASCUAL;
KLIONSKY, 2016). Esse processo bastante dindmico, resumidamente apresentado na figura 1,
envolve multiplas proteinas e pode ser dividido em cinco etapas principais: inducdo, nucleacéo,
expanséo, fusdo e degradacéo/ reciclagem de carga (YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016). O
material citosolico que sera degradado ¢ “sequestrado” por uma estrutura transitéria denomida
de pré-autofagossomo (PAS), posteriormente englobado por uma vesicula de membrana dupla
nomeada de autofagossomo. Em sequéncia, os autofagossomos se unem aos lisossomos, dando
origem aos autolisossomos, e 0 conteudo citosolico aprisionado € degradado (RAVIKUMAR
etal., 2010; YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016). Por fim, as macromoléculas resultantes sdo
liberadas no citoplasma através de varias permeases (YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016).

A autofagia € mediada por diversas moléculas que sdo responsaveis por detectar sinais
que refletem status de energia, niveis de nutrientes e fatores que coordenam o crescimento
celular, como por exemplo a via proteina quinase B/ proteina alvo da rapamicina em mamiferos
(Akt/mTOR) que é o principal regulador negativo da autofagia (LAPLANTE; SABATINI,
2012; APPUHAMY et al., 2014; YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016). A proteina mTOR
consiste em uma serina-treonina quinase alvo de rapamicina, que pode constituir dois
complexos proteicos designados de mTORC1 (sensivel a rapamicina) e mTORC?2 (insensivel a
rapamicina) (LAPLANTE; SABATINI, 2012; APPUHAMY et al., 2014).

Figura 1. Representacao esquematica das etapas e principais proteinas envolvidas na autofagia.

%
)
- Atg 1 Atg 13
- CD ‘o\/p\ 0§ X 2
Q‘j E Z ™ ¢  Macromoléculas - ) ‘
Autolisossomo s St R et ! el
D . | Reciclagemde carga ! {#itg 31)
R . . {Atg 29
& i Nucleagdo ?
Atg15 feicaactednsnansan)
2.0 I Dewredacdo_ ) o) o
. D ! Expansdo Atg 1)
................. -
- » Hidrolase o
\ — PAS /. ( \62\
\ <) \lisossomo &y LB
S I S Okl
) ) i Fusao ! (J/:
/ leabssssnsssassanal | &«
| 1 LC3-i |\ A7 a0
/ S~— . ) LC3-I
/ QR ¥
/ A!gd‘\< / ("Atgs)
=R 62 \ Atg7. £
[ P \ 8 Atg16
| ‘ [ Atg3

Autofagossomo \ Atg10
\

N 0



32

O complexo mTORC1 participa da via Akt/mTOR e controla outros importantes
processos celulares, como sintese de proteinas e lipidios (LAPLANTE; SABATINI, 2012). Em
situacbes onde o0s niveis de energia, oxigénio e aminoacidos estdo adequados para a
sobrevivéncia celular, a Akt fosforila mTOR no sitio de ativacdo Ser2448, e subsequentemente
a mTOR realiza autofosforilacdo da Ser2481. A proteina mTOR fosforilada (p-mTOR) é
responsavel por fosforilar diretamente as proteinas relacionadas a autofagia 1 (Atgl) e 13
(Atg13), culminando na inibicdo da autofagia por impedir a formacdo e ativacdo do complexo
Atgl7-Atg29-Atg31l, essencial na fase de indugdo da montagem do PAS (KAMADA et al.,
2010; LAPLANTE; SABATINI, 2012; YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016).

Por outro lado, quando a célula esté sob estresse metabolico, nTOR permanece inativa
e, dessa forma, permite que a autofagia tenha inicio (YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016).
Durante o processo de expansdo e fusdo das membranas do PAS varias proteinas relacionadas
a autofagia (Atgs) séo envolvidas, incluindo Atg3, Atg7, cadeia leve 3 da proteina 1 associada
a microttbulos (LC3) e o complexo Atgl2-Atg5-Atglé (KOMATSU; KAGEYAMA,;
ICHIMURA, 2012; YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016). A Atg7 é considerada uma enzima
essencial para autofagia, participando da conjugacdo e ativacdo do complexo Atgl2-Atgs-
Atg16 e da lipidacdo de LC3 (TANIDA et al., 2001; ANTONUCCI et al., 2015).

A LC3 faz parte de uma familia de trés proteinas, denominadas LC3A, LC3B e LC3C,
cada uma dessas apresentando duas variantes (I e 11) (KOUKOURAKIS et al., 2015; FRUDD;
BURGOYNE; BURGOYNE, 2018). A conjugacéo de LC3 a membrana do PAS ocorre apds o
inicio da autofagia, tornando LC3-1I uma importante molécula que pode ser utilizada para
mensurar a ativacao desse processo catabélico (NAIR et al., 2012; NATH et al., 2014). Além
disso, a deteccdo de autofagossomos por meio da imunomarcacdo para LC3 pode fornecer uma
estimativa da densidade autofagossémica na célula (KOUKOURAKIS et al., 2015).

O processo de sequestro do material citosolico pelas membranas autofagossémicas é
mediado por uma importante proteina, denominada p62 ou sequestossomo 1 (SQSTM1), que
pode associar-se a varias outras proteinas e é capaz de alterd-las (KIRKIN et al., 2009;
JOHANSEN; LAMARK, 2011; KOMATSU; KAGEYAMA; ICHIMURA, 2012). Outra
caracteristica importante da p62 é sua habilidade de transportar sinais entre nicleo e citoplasma
(PANKIV et al., 2010; JOHANSEN; LAMARK, 2011).

A p62 atua como um receptor seletivo para cargas ubiquitinadas que devem ser
degradadas (JOHANSEN; LAMARK, 2011). Essa proteina se liga, por meio de um dominio

C-terminal, aos agregados ubiquitinados que sdo compostos por estruturas, como mitocdndrias
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danificadas, peroxissomos, bactérias, virus e proteinas ribossémicas (KIRKIN et al., 2009;
JOHANSEN; LAMARK, 2011). Subsequentemente, esses agregados sdo acoplados ao PAS,
apos a p62 ligar-se diretamente as proteinas LC3 presentes nas membranas do PAS, garantindo
a posterior degradacdo seletiva da carga sequestrada e também da p62 ap6s a fusdo
autolisossomica (KIRKIN et al., 2009; KOMATSU; KAGEYAMA,; ICHIMURA, 2012).
Sendo assim, quando a autofagia esta inativa o nivel intracelular de p62 é aumentado, por outro
lado, caso este processo catabolico inicie ocorre reducdo da concentracdo de p62 intracelular.
(KOMATSU; KAGEYAMA,; ICHIMURA, 2012; JIANG; MIZUSHIMA, 2015).

No que concerne ao mecanismo de degradacdo nuclear, sabe-se que ocorre de forma
distinta da autofagia citoplasméatica (LUO et al., 2016). A geracdo do autofagossomo na
nucleofagia é semelhante a exocitose, pois utiliza a propria membrana nuclear para encapsular
o material alvo (LUO et al., 2016). Em sequéncia, uma membrana sequestradora pode ser
formada préxima ao ndcleo e a vesicula formada é incluida em autolisossomos (LUO et al.,
2016).

As proteinas envolvidas especificamente no processo de nucleofagia ainda ndo sao
totalmente conhecidas. Pesquisas demonstraram, em nicleos de linhagens celulares, expressdo
de Atg7 e Atg5, bem como desacetilacdo nos dominios de LC3 que se ligam a Atg7 (HUANG,;
LIU, 2015; HUANG et al., 2015). Outras proteinas, como Atg3 e Beclina-1, também foram
relacionadas a nucleofagia (LUO et al., 2016), assim como, a localizacdo perinuclear de LC3,
p62 e quinase ativadora de autofagia (ULK1) em estudo com ceratincitos diferenciados
(AKINDURO et al., 2016).

A nucleofagia desempenha um papel importante no processo de modificacdo pos-
transcricional do RNA, além de manter a homeostase do DNA nuclear (LUO et al., 2016).
Alguns estudos destacaram a importancia da nucleofagia em processos fisioldgicos e
patoldgicos, incluindo cancer e doencas autoimunes (KRICK et al., 2009; LUO et al., 2016).

A autofagia citoplasmatica também desempenha papéis criticos na fisiologia celular e
defeitos nesta via estdo relacionados a uma ampla gama de processos patologicos, incluindo
cancer e doencas neurodegenerativas (QU et al.,, 2003; DALBY et al.,, 2010; JIANG;
MIZUSHIMA, 2014; YIN; PASCUAL; KLIONSKY, 2016; XU et al., 2018). Alguns estudos
destacaram a participacdo da autofagia na patogénese de doencas cisticas (ZHU et al., 2017;
CHOU et al., 2018; MASYUK et al., 2018). Nesse sentido, pesquisas em modelo animal
evidenciaram que altera¢fes na autofagia participam da patogénese das doengas policisticas
renal (ZHU et al., 2017; CHOU et al., 2018) e hepatica (MASYUK et al., 2018). Além disso,
foi constatado que diante de abordagens farmacoldgicas que reduzem o fluxo autofégico,
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ocorreu uma diminuicao na cistogénese hepética de 50%, ao utilizar a bafilomicina, e de 32%,
ao se utilizar hidroxicloroguina (MASYUK et al., 2018).

No que concerne a patogénese de lesdes odontogénicas, a autofagia foi pouco estudada.
Nos artigos publicados com essa tematica foi evidenciado que a maquinaria molecular da
autofagia esta possivelmente envolvida na arquitetura dos tecidos, diferenciagdo celular e
progndstico das lesdes (OKADA et al., 2014; SHARP et al., 2019).

Um estudo imunoistoquimico avaliou a via Akt/mTOR em ameloblastomas, COs, CDs
e foliculos dentarios, e constatou que a expressdo da forma fosforilada de Akt (Thr308) foi
superior nos ameloblastomas quando comparados aos COs e CDs (CHAISUPARAT et al.,
2013). Por outro lado, ameloblastomas e COs apresentaram niveis similares de expressao de
outra forma fosforilada de Akt (Ser473). Nos CDs, as imunoexpressdes de Akt (Serd73) e da
proteina ribossdmica S6 (RPS6), um marcador da ativacdo da mTOR, se apresentaram
superiores as observadas nos foliculos dentéarios e inferiores as constatadas em COs e
ameloblastomas. Dessa maneira, 0s autores concluiram que a via Akt/mTOR se apresenta ativa
nos ameloblastomas, COs e CDs, e pode influenciar no desenvolvimento dessas lesbes
(CHAISUPARAT et al., 2013).

Okada et al. (2014) avaliaram a imunoexpressdo das proteinas LC3, p62 e Atg7 em
foliculos dentérios, ameloblastomas unicisticos e ameloblastomas solidos. Nos
ameloblastomas, foi identificada maior expressao das proteinas relacionadas a autofagia em
células epiteliais préximas a membrana basal, quando comparadas as células localizadas na
regido central das lesdes. Foi constatada maior imunopositividade para LC3 e p62 nas lesdes
primarias em comparagao as recorrentes. Além disso, quando comparados aos ameloblastomas
solidos, os ameloblastomas unicisticos exibiram maior imunoreatividade para LC3, p62 e Atg7.
Segundo Okada et al. (2014), os resultados obtidos sugerem que a autofagia pode estar
envolvida com a arquitetura tecidual do ameloblastoma, bem como no progndstico dessa leséo.

Zhong et al. (2015) analisaram a participacdo da autofagia na degradacao das conexinas
32 e 43 em COs. As conexinas fazem parte de uma familia de mais de 20 andlogos estruturais
que compdem as juncdes intercelulares comunicantes. Os autores relataram uma correlagédo
negativa entre as imunoexpressées das conexinas e das proteinas LC3 e p62. Além disso,
analises com imunofluorescéncia de dupla marcacdo demonstraram que estruturas positivas
para conexinas 32 e 43 estavam cercadas por estruturas positivas para LC3 e colocalizadas em
vesiculas contendo p62. Com base nos resultados obtidos, os autores sugeriram o envolvimento

da autofagia na regulacdo da degradacao das conexinas 32 e 43 nos COs.
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Uma pesquisa recente avaliou a autofagia e a capacidade clonogénica em células
epiteliais e mesenquimais derivadas de ameloblastomas sdlidos e células derivadas de
odontoma (SHARP et al., 2019). Os autores identificaram maior clonogenicidade e maiores
expressdes de proteinas relacionadas a autofagia (LC3, p62 e melanorregulina) nas células
epiteliais de ameloblastoma quando comparadas as células mesenquimais dessa neoplasia e as
células derivadas de odontoma. Além disso, as células epiteliais de ameloblastoma foram
enxertadas em um modelo animal e promoveram a regeneracdo tumoral. Os resultados obtidos
sugeriram que a autofagia desempenha um importante papel na sobrevivéncia e reativacédo do
ameloblastoma (SHARP et al., 2019).

Em estudo imunoistoquimico, proteinas relacionadas a autofagia (Atg7, p62 e p-mTOR)
foram avaliadas em COs isolados e COs associados a sindrome de Gorlin-Goltz (MEDEIROS,
2019). Em comparacdo aos COs isolados, os COs associados a sindrome de Gorlin-Goltz
apresentaram maior expressao citoplasmatica de Atg7 e maior expressdo nuclear de Atg7 e p62.
A imunorreatividade para Atg7 foi constatada, predominantemente, em camada basal/parabasal
do revestimento epitelial das lesbes. Ao mesmo tempo, essa regido do revestimento epitelial
dos COs revelou baixa imunorreatividade citoplasmatica para o inibidor autofagico p-mTOR.
Diante desses resultados, a autora sugeriu um importante papel da autofagia na patogénese dos
COs. Além disso, de acordo com Medeiros (2019), a ativacdo da autofagia pode contribuir para
0 comportamento biolégico mais agressivo dos COs associados a sindrome de Gorlin-Goltz.

Ainda no contexto das lesdes odontogénicas, pesquisas sugerem que a autofagia seria
capaz de participar da regulacdo de outros processos celulares, como apoptose, proliferacdo
celular e hipdxia (ZHU et al., 2013; Ll et al., 2014; HUANG et al., 2018).

Zhu et al. (2013) avaliaram uma possivel relacdo entre autofagia e apoptose em CRs e
granulomas periapicais. Por meio de analises com imunofluorescéncia de dupla marcacéo, foi
observada uma colocalizacdo parcial entre a expressdo de LC3 e a positividade para TUNEL,
tanto nos CRs quanto nos granulomas periapicais. Todos os CRs e granulomas periapicais
apresentaram expressdo citoplasmatica de LC3, incluindo células epiteliais, inflamatérias e
semelhantes a fibroblastos. Além disso, utilizando imunoistoquimica, foi constatada maior
expressdo de LC3 nos cistos quando comparados aos granulomas periapicais (p = 0,001).
Adicionalmente, em microscopia eletronica de transmisséo, foram observados autofagossomos
e autolisossomos colocalizados com nucleos apoptdticos em células dos CRs. Os resultados
obtidos evidenciaram a complexidade da inflamacéo periapical e sugeriram uma possivel

relacdo entre autofagia e apoptose em CRs e granulomas periapicais (ZHU et al., 2013).
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Por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa e imunoistoquimica, Li
et al. (2014) analisaram a expressdo de proteinas relacionados a autofagia (Beclina-1, LC3, p62,
Atg5 e Atg7), proliferacao celular (Ki-67) e apoptose (BCL-2) em COs e CRs. Em comparagéo
aos CRs, os COs apresentaram maior expressao génica de Beclina-1, Atg5 e Atg7, bem como
maior imunoexpressdo de Beclina-1, Atg7, LC3 e p62. Adicionalmente, nos COs, foram
constatadas correlages significativas entre as expressdes de proteinas relacionadas a autofagia
e de Ki-67, assim como entre as expressdes de Beclina-1 e de BCL-2. Segundo os autores, esses
resultados evidenciam um importante papel da autofagia na regulacdo da atividade
antiapoptotica e da proliferagdo celular, bem como sugerem um possivel vinculo entre a
ativacdo da autofagia e o potencial de crescimento nos COs (L1 et al., 2014).

Huang et al. (2018) avaliaram a imunoexpressao de proteinas relacionadas a autofagia
(Atg5-12, p62, Beclina-1, LC3-1 e LC3-11) e a hipoxia (HIF-1a, BNIP3 e pAMPK) em CRs,
granulomas periapicais e polpas dentarias. De acordo com o0s autores, a imunopositividade para
as proteinas pAMPK, HIF-1a, BNIP3, Beclina-1 e Atg5-Atgl2 foi superior nas lesGes
periapicais, quando comparadas as polpas dentarias. Por outro lado, a expressdo de LC3-1 e p62
foi superior no tecido pulpar normal. Além disso, foram observados autofagossomos e
autolisossomos nas lesdes, ao utilizar microscopia eletrénica de transmisséo. Os resultados
refletiram um aumento na atividade autofagica nos CRs e granulomas periapicais, além de

sugerirem que a hipdxia poderia induzir a autofagia nessas lesées (HUANG et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar as imunoexpressoes de proteinas relacionadas a autofagia (Atg7, p62, LC3A e
p-mTOR) em CRs, CDs e COs.

2.2 Objetivos especificos

e Classificar os casos de CR de acordo com a intensidade do infiltrado inflamatorio e
0 padrdo do revestimento epitelial;

e Analisar a imunoexpressdo das proteinas Atg7, p62, LC3A e p-mTOR em relacdo as
camadas epiteliais dos CRs, CDs e COs;

e Determinar os percentuais de células imunopositivas para Atg7, p62, LC3A e p-
mTOR no componente epitelial das lesdes;

e Relacionar as imunoexpressdes das proteinas Atg7, p62, LC3A e p-mTOR com as
caracteristicas morfoldgicas dos CRs (intensidade do infiltrado inflamatdrio e padréo

do revestimento epitelial).
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3 METODOLOGIA

3.1 Consideracdes éticas

A presente pesquisa foi cadastrada na Base de Registros de Pesquisas envolvendo Seres
Humanos (Plataforma Brasil) e submetida & analise de seu contetido pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), respeitando a resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude/
Ministério da Saude. Conforme parecer n® 4.245.830 (ANEXO A), seu protocolo foi aprovado.

3.2 Caracterizacgao do estudo

O estudo desenvolvido constitui em uma pesquisa observacional analitica, caracterizada
pelo registro e quantificacdo das imunoexpressdes das proteinas Atg7, p62, LC3A e p-mTOR
em CRs, CDs e COs.

3.3 Populacgao

A populacdo do estudo foi constituida por todos os casos de CRs, CDs e COs,
diagnosticados e arquivados no Laboratério de Histopatologia Oral do Departamento de
Odontologia da UEPB.

3.4 Amostra

O estudo foi realizado com uma amostra ndo probabilistica de conveniéncia, constituida
por 60 espécimes fixados em formol a 10% e incluidos em blocos de parafina, obtidos a partir
dos registos do Laboratorio de Histopatologia Oral do Departamento de Odontologia da UEPB.

Destes, 20 casos corresponderam a CRs, vinte a CDs e 20 a COs.

3.4.1 Critérios de incluséo
Foram incluidos na amostra, apenas os casos de CO, CD e CR que apresentaram material
biologico suficiente para realizagdo dos estudos morfologicos e imunoistoquimicos, cujos

blocos de parafina estavam em bom estado de conservagéo.

3.4.2 Critérios de excluséo
Para todos os grupos de lesGes (COs, CDs e CRs), foram excluidos da pesquisa 0s casos
provenientes de bidpsia incisional e agueles submetidos previamente a descompressao.

Especificamente para os CDs e COs, foram excluidos 0s casos que se apresentaram, ap0s
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analise histopatoldgica, secundariamente inflamados. Casos de CO associados a sindrome de

Gorlin-Goltz também foram excluidos do estudo.

3.5 Variaveis

As variaveis independentes e dependentes que foram analisadas no presente estudo estéo

listadas no Quadro 1.

Quadro 1. Elenco de variaveis analisadas no estudo.

VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIA TIPO
Classificagdo  considerando a ] .
] ] - Cisto radicular;
) y origem  (desenvolvimento  ou ) i Independente
Tipo de leséo ] . o - Cisto dentigero; .
inflamatdrio) e caracteristicas ] . (Categorica)
o - Ceratocisto odontogénico.
morfologicas.
) Intensidade de células | - Grau I,
Infiltrado ] . Independente
) . inflamatorias presentes na capsula | - Grau ll; .
inflamatorio ) (Categorica)
fibrosa dos CRs. - Grau IlI.
Revestimento Padréo predominante de | - Atrdfico; Independente
epitelial revestimento epitelial nos CRs. - Hiperplasico. (Categorica)
Atg7 Percentual de células epiteliais | - Citoplasma; Dependente
g . . , .
imunopositivas. - Ndcleo. (Quantitativa)
- Imunomarcagdo em camada
basal/ parabasal;
. ) o - Imunomarcagdo em camada
o Predominio da imunorreatividade .
Distribuicdo da parabasal/ superficial; Dependente
de acordo com as camadas N .
Atg7 o - Imunomarcagdo em camada | (Categdrica)
epiteliais. o
superficial;
- Imunomarcacdo em toda a
extensdo do revestimento.
6 Percentual de células epiteliais | - Citoplasma; Dependente
p . . . _
imunopositivas. - Ndcleo. (Quantitativa)
- Imunomarcagdo em camada
. ) o basal/ parabasal;
o Predominio da imunorreatividade 3
Distribuicao da - Imunomarcacdo em camada | Dependente
de acordo com as camadas o .
p62 o parabasal/ superficial; (Categorica)
epiteliais. i
- Imunomarcagdo em camada

superficial;
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- Imunomarcagdo em toda a

extensdo do revestimento.

LC3A Percentual de células epiteliais | - Citoplasma; Dependente
imunopositivas. - Nucleo. (Quantitativa)
- Imunomarcagdo em camada
basal/ parabasal;
. ) o - Imunomarcagdo em camada
o Predominio da imunorreatividade o
Distribuicdo da parabasal/ superficial; Dependente
de acordo com as camadas 3 .
LC3A o - Imunomarcagdo em camada | (Categorica)
epiteliais. o
superficial;
- Imunomarcagdo em toda a
extensdo do revestimento.
Percentual de células epiteliais | - Citoplasma; Dependente
p-mTOR . - . -
imunopositivas. - Nucleo. (Quantitativa)
- Imunomarcacdo em camada
basal/ parabasal;
. ] o - Imunomarca¢do em camada
o Predominio da imunorreatividade o
Distribuicdo da parabasal/ superficial; Dependente
de acordo com as camadas y .
p-mTOR - Imunomarcacdo em camada | (Categorica)

epiteliais.

superficial;
- Imunomarcagdo em toda a

extensdo do revestimento.

3.6 Estudo clinico

Informacdes sobre o sexo e a idade dos pacientes, bem como sobre a localizacdo

anatdbmica das lesdes foram coletadas em fichas de requisicdo de bidpsia (APENDICE A) e

posteriormente utilizadas para caracterizagcdo da amostra.

3.7 Estudo morfoldgico

A partir do material biolégico incluido em parafina, foram obtidos cortes histologicos

com 5um de espessura, os quais foram estendidos em Iaminas de vidro e submetidos a coloragao

de rotina da hematoxilina e eosina. Posteriormente, sob microscopia de luz (Leica DM 500,

Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), um patologista oral experiente e sem

conhecimento dos dados clinicos relacionados aos casos, realizou a analise histopatoldgica dos

CRs.
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Foram analisados a intensidade do infiltrado inflamatorio na capsula fibrosa e o padréo
de revestimento epitelial dos CRs. A intensidade do infiltrado inflamatdrio foi avaliada de
acordo com a metodologia utilizada por Peixoto et al. (2012). A partir da porcdo luminal das
lesGes em direcdo a periferia, foi considerado 1 campo microscopico, sob o0 aumento de 200x.
Os espécimes que apresentaram células inflamatorias restritas a um terco do campo
microscopico, foram classificadas como grau I; as lesées com infiltrado inflamatdrio presente
em até dois tercos foram definidas como de grau Il; e os espécimes que exibiram células
inflamatérias em mais de dois tercos foram categorizados como de grau 11 (APENDICE A).

Para a analise do padrao do revestimento epitelial nos CRs, foi utilizada a metodologia
proposta por Moreira et al. (2000). Com base no padrdo predominante de cada caso, foram
classificados como atroficos os cistos que apresentaram em sua maior extensdo o revestimento
epitelial constituido por 2 a 10 camadas de células de espessura e interface plana entre o
revestimento epitelial e a capsula. Por sua vez, foram considerados como hiperplasicos, 0s
espécimes revestidos por epitélio com espessura variavel, possuindo mais de 10 camadas de

células e interface arciforme entre a capsula e o revestimento epitelial (APENDICE A).

3.8 Estudo imunoistoquimico

3.8.1 Método imunoistoquimico

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro preparadas com
adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela técnica
baseada em polimeros de dextrano (Immunohistoprobe Plus™, Advanced Biosystems Inc.,
Redwood, CA, USA), utilizando anticorpo policlonal anti-LC3A e anticorpos monoclonais anti-
Atg7, anti-p62 e anti-p-mTOR (QUADRO 2).

Quadro 2. Especificidade, referéncia, fabricante, diluicdo, recuperacao antigénica e incubacao

dos anticorpos primarios utilizados no estudo.

o A . o Recuperacao ~
Especificidade | Referéncia Fabricante Diluicdo o Incubacdo
Antigénica

Tris-EDTA, pH 9,0 ]
Atg7 ab52472 Abcam 1:750 ) Overnight
Steamer, 90°C, 60 min
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Tris-EDTA, pH 9,0 )
p62 ab56416 Abcam 1:600 ] Overnight
Steamer, 90°C, 60 min
L Citrato, pH 6,0 )
LC3A #4599 Cell Signaling 1:500 ] Overnight
Steamer, 90°C, 60 min
) ) Citrato, pH 6,0 )
p-mTOR #2976 Cell Signaling 1:200 ) Overnight
Steamer, 90°C, 60 min

Cortes histoldgicos de granuloma periapical foram utilizados como controle positivo

para os anticorpos anti-Atg7 e anti-LC3A. Por sua vez, o controle positivo para o anticorpo

anti-p62 foi realizado com cortes histologicos de hiperplasia fibrosa inflamatoria. Parénquima

glandular salivar, presente em espécimes de fendmeno de extravasamento de muco, serviu

como controle positivo para o anticorpo anti-p-mTOR. O controle negativo, por sua vez,

constituiu na omissdo dos anticorpos primarios no protocolo descrito abaixo:

= Desparafinizacdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (10 minutos cada);

= Reidratacdo em cadeia descendente de etandis:

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto III (5 minutos);

« Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
« Alcool etilico 80°GL (5 minutos);

= Remocdo de pigmentos formdlicos com hidroxido de aménia a 10% em etanol 95°,

a temperatura ambiente (10 minutos);

= Lavagem em éagua corrente (10 minutos)

= Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);

= Recuperacdo antigénica (QUADRO 2);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos);

= Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);

= Duas incubagdes dos cortes em solucdo de perdxido de hidrogénio 3% 10 volumes,

em propor¢do de 1/1, para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual (10 minutos

cada);

= Lavagem em agua corrente (10 minutos);

= Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);

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




45

= Incubagcéo dos cortes com anticorpo primario, em solucéo diluente (EnVision™ Flex
antibody diluent, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a 4°C em camara
umida (QUADRO 2);
= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubagdo com anticorpo secundario conjugado com polimero de dextrano
(Ampliflier, Advanced Biosystems Inc., Redwood, CA, USA), a 4°C em camara Umida
(30 minutos);
= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com anticorpo polimerizado a peroxidase (HRP conjugate, Advanced
Biosystems Inc., Redwood, CA, USA), a 4°C em camara imida (30 minutos);
= Duas passagens em solucdo de TRIS-HCI Tween pH 7,4 (5 minutos cada);
= Revelacdo da reacdo com solucdo cromdgena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid
DAB+ substrate system, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (10 minutos);
= Lavagem em éagua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Contracolora¢do com hematoxilina de Harris, a temperatura ambiente (1,5 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Desidratacdo em cadeia ascendente de etandis:

« Alcool etilico 80°GL (2 minutos);

« Alcool etilico 95°GL (2 minutos);

« Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
= Trés passagens em xilol (2 minutos cada);

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

3.8.2 Andlise imunoistoquimica

Apos o processamento dos cortes histologicos e tratamento imunoistoquimico, cada
espécime foi analisado a microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), por uma examinadora previamente treinada.

A andlise da expressdo das proteinas Atg7, p62, LC3A e p-mTOR foi realizada no
componente epitelial das lesbes. Adaptando-se a metodologia empregada no estudo de Leonardi
et al. (2013), os casos foram classificados, de acordo com o predominio da imunorreatividade
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para as proteinas avaliadas nas camadas epiteliais, em: imunomarcacdo em camada
basal/parabasal, imunomarcagdo em camada parabasal/superficial, imunomarcagdo em camada
superficial e imunomarcacdo em toda a extensdo do revestimento.

Além disso, com base em uma adaptacao da metodologia utilizada no estudo de Brito et
al. (2018), foi realizada uma analise quantitativa da expressao das proteinas Atg7, p62, LC3A
e p-mTOR, no epitélio dos COs, CDs e CRs. Foi avaliada a imunorreatividade, separadamente,
em citoplasma e em nucleo. Sob aumento de 100x, foram identificadas as areas de maior
imunorreatividade aos anticorpos. Em sequéncia, sob aumento de 400x, dez campos do
revestimento epitelial foram fotomicrografados (ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE) e as imagens foram transferidas para um computador. Com o auxilio do
programa ImageJ® (Image Processing and Analysis in Java, National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA), foi realizada a contagem das células imunomarcadas e das
células negativas em cada um dos campos microscépicos. Os valores obtidos em cada um destes
campos foram somados, estabelecendo-se o percentual de células positivas em relacao ao total

de células contadas.

3.9 Anélise estatistica

Os resultados obtidos com as analises clinicas, morfoldgicas e imunoistoquimicas foram
organizados em um banco de dados informatizado com o auxilio do programa IBM SPSS
Statistics (versdo 20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Estatistica descritiva foi utilizada para
caracterizacdo da amostra. Os dados obtidos com a avaliacdo dos percentuais de
imunopositividade para Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR foram submetidos a analise de
distribuicdo, por meio do teste de Shapiro-Wilk, o qual revelou auséncia de distribuicdo normal.
Dessa maneira, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as
medianas dos percentuais de células imunopositivas para essas proteinas em relacdo aos grupos
de lesdes e caracteristicas histopatoldgicas dos CRs. Para todos os testes, foi considerado um

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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4 ARTIGO

4.1 Apresentacao

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificacao pelo
Programa de Pds-Graduagdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execucdo desse
projeto, um artigo é apresentado nesta dissertacdo: “Analise imunoistoquimica de proteinas
relacionadas a autofagia em cistos radiculares, cistos dentigeros e ceratocistos
odontogénicos”.

O referido artigo sera submetido ao periddico International Endodontic Journal (ISSN:
1365-2591, Fator de impacto: 3.801, Qualis Odontologia: Al), cujas normas para submissao de

trabalhos sdo apresentadas no Anexo B.
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Abstract

Aim To evaluate the immunoexpression of autophagy-related proteins (Atg7, LC3A, p62, and
p-mTOR) in radicular cysts (RCs), dentigerous cysts (DCs) and odontogenic keratocysts
(OKCs), and to correlate the findings with morphological parameters in RCs (intensity of the
inflammatory infiltrate and pattern of the cystic epithelium).

Methodology Twenty RCs, 20 DCs, and 20 OKCs were submitted to immunohistochemistry.
The percentages of cytoplasmic and nuclear staining for Atg7, LC3A, p62 and p-mTOR in the
epithelial component of the lesions were determined, as well as the predominance of
immunoreactivity in the different epithelial layers. The results were analyzed statistically using
the nonparametric Mann-Whitney test (P < 0.05).

Results Cytoplasmic expression of Atg7 and p62 was found in all cases studied, with
predominance of immunoreactivity in the basal/parabasal layer of OKCs and in all epithelial
layers of RCs and DCs. Cytoplasmic expression of p-mTOR was observed in all OKCs and
DCs, as well as in 50.0% of RCs, with predominance of immunoreactivity in the superficial
layer for all groups. RCs and OKCs exhibited higher cytoplasmic expression of Atg7 compared
to DCs, with statistical significance between the last two (P < 0.05). Higher cytoplasmic
expression of p62 was observed in RCs compared to OKCs and DCs (P < 0.05). Regarding p-
mTOR, there was higher cytoplasmic expression in OKCs compared to DCs and RCs (P <
0.05). Analysis of nuclear expression of Atg7 revealed higher percentages of positivity in OKCs
compared to DCs and RCs (P < 0.05). In addition, RCs and OKCs presented higher nuclear
expression of p62 compared to DCs (P < 0.05). Regarding nuclear expression of LC3A and p-
mTOR, all groups exhibited low median percentages of positivity. No significant differences in
the immunoexpression of autophagy-related proteins were observed according to the
morphological parameters of RCs (P > 0.05).

Conclusions The results suggest the participation of autophagy in the pathogenesis of RCs,
DCs and OKCs. Nevertheless, the immunoexpression of Atg7, LC3A, p62 and p-mTOR may
not be related to the histopathological characteristics of RCs. Furthermore, the nuclear
translocation of proteins Atg7 and p62 may contribute to the more aggressive biological
behavior of OKCs.
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Introducéo

Os cistos odontogénicos, caracterizados como cavidades patoldgicas revestidas por
epitélio de natureza odontogénica, constituem um importante grupo de lesGes que acometem a
regido bucomaxilofacial (Rivero et al. 2010, Kammer et al. 2020). Nesse grupo, que inclui
lesbes de origem inflamatoria e de desenvolvimento, o cisto radicular (CR), o cisto dentigero
(CD) e o ceratocisto odontogénico (CO) assumem posi¢do de destaque por serem 0s mais
prevalentes dos 0ssos gnaticos (Johnson et al. 2014, Kammer et al. 2020).

Apesar de constituirem os cistos odontogénicos mais frequentes, CRs, CDs e COs
apresentam importantes diferencas em relacdo a patogénese e ao comportamento biol6gico
(Gabdail et al. 2009, Kechik & Siar 2018). Nesse sentido, diversas investigagGes foram
direcionadas a compreensdo dos mecanismos responsaveis por tais diferencas, como a analise
da expressdo de moléculas envolvidas na degradacéo de peptideos biologicamente ativos (Ali
et al. 2019), na angiogénese (de Andrade Santos et al. 2011) e na hipdxia (da Costa et al. 2018),
assim como na adesdo célula-célula e no ciclo celular (Gabdail et al. 2009, Kechik & Siar 2018,
Pinheiro et al. 2020). No entanto, esses processos permanecem incompletamente
compreendidos.

Na patogénese de lesdes cisticas, como nas doencas policisticas renal e hepatica, estudos
tém sugerido uma importante participacdo da autofagia (Zhu et al. 2017, Masyuk et al. 2018).
A autofagia é um mecanismo adaptativo, no qual as células degradam seus proprios
componentes citoplasmaticos nos lisossomos e utilizam os produtos derivados desta degradacgéo
para sua sobrevivéncia (Ravikumar et al. 2010, Yin et al. 2016). A iniciacdo desse processo é
mediado por uma familia de proteinas relacionadas a autofagia (Atgs), com destaque para Atg5,
Atg6, Atg7 e Atgl2 (Yin et al. 2016). Dentre os membros dessa familia, a Atg7 se apresenta
como uma das principais responsaveis pela lipidacdo da cadeia leve 3 da proteina 1 associada
a microtibulos (LC3), um componente fundamental para a formacdo da membrana
autofagossémica (Tanida et al. 2001, Antonucci et al. 2015). At¢é o momento, foram
reconhecidas trés isoformas da proteina LC3 em humanos, denominadas LC3A, LC3B e LC3C
(Koukourakis et al. 2015, Frudd et al. 2018).

A proteina LC3 participa do sequestro da massa citosolica a ser degradada ligando-se a
proteina p62, um receptor seletivo de carga que tem sido descrito como um potencial marcador
de fluxo autofagico (Kirkin et al. 2009, Koukourakis et al. 2015). Outro componente importante
da autofagia € a proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR), considerada a principal
reguladora negativa deste processo. Como resultado da ativagdo da via de sinalizacdo

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/Akt, a proteina mTOR fosforilada (p-mTOR) impedira a
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formacéo e ativagdo do complexo Atgl7-Atg29-Atg31, essencial para o inicio da autofagia
(Kamada et al. 2010, Laplante et al. 2012, Yin et al. 2016).

O envolvimento da autofagia na patogénese de cistos odontogénicos, incluindo CRs,
CDs e COs, ainda nao é totalmente compreendido. Os poucos artigos publicados com essa
temética revelaram que esse sistema de degradacdo intracelular pode contribuir para o
desenvolvimento dos cistos odontogénicos supracitados (Chaisuparat et al. 2013, Li et al. 2014,
Zhong et al. 2015). Além disso, pesquisas sugerem uma possivel participacao da autofagia na
regulacao de outros processos celulares em cistos odontogénicos, incluindo CRs e COs, como
apoptose, proliferacdo celular e hipdxia (Zhu et al. 2013, Li et al. 2014, Huang et al. 2018).

Desse modo, considerando a escassez de estudos que relacionem a autofagia a
patogénese dos CRs, CDs e COs, o presente estudo pretende avaliar uma potencial participacao
das proteinas Atg7, p62, LC3A e p-mTOR no desenvolvimento destes cistos. Espera-se, com
este trabalho, contribuir para um melhor entendimento das diferencas relacionadas a patogénese

e a0 comportamento biolégico dessas lesdes cisticas odontogénicas.

Materiais e Métodos
Espécimes

Sessenta casos de cistos odontogénicos, incluindo 20 CRs, 20 CDs e 20 COs, obtidos
no arquivo do Laboratério de Histopatologia Oral do Departamento de Odontologia da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), foram selecionados para este estudo. O diagnéstico
histopatoldgico das lesdes foi confirmado, por um patologista oral experiente, de acordo com a
quarta classificacdo dos cistos odontogénicos da Organizacdo Mundial da Saude (EI-Naggar et
al. 2017). Casos oriundos de bidpsia incisional ou submetidos previamente a descompressao
foram excluidos do estudo. Além disso, foram excluidos da amostra os casos de CO associados
a sindrome de Gorlin-Goltz, assim como CDs e COs secundariamente inflamados. Para todos
0s casos de CR, CD e CO, informac0es relativas ao sexo, idade dos pacientes e localizacao
anatdmica das lesbes foram obtidas a partir de fichas de requisicéo de biopsia. A caracterizagdo
clinica dos grupos é apresentada na Tabela 1. Este estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa (Parecer n° 4.245.830).

Analise morfologica
Os casos de CR, fixados em formol a 10% e incluidos em parafina, foram submetidos a
cortes histologicos com Sum de espessura, os quais foram estendidos em ldminas de vidro e

submetidos a coloracdo de rotina da hematoxilina e eosina. Posteriormente, sob microscopia de
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luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), um patologista oral
experiente realizou a anélise histopatolédgica dos CRs.

Foram analisados a intensidade do infiltrado inflamatorio na capsula fibrosa e o padréo
de revestimento epitelial dos CRs. A intensidade do infiltrado inflamatorio foi avaliada a partir
da porcéo luminal em direcdo a periferia das les6es, considerando-se 1 campo microscopico,
sob aumento de 200x. Os casos que apresentaram células inflamatorias restritas a um tergo do
campo microscopico, foram classificados como grau |; as lesées com infiltrado inflamatério
presente em até dois tercos foram definidas como de grau Il; e os espécimes que exibiram
células inflamatdrias em mais de dois tercos foram categorizados como de grau 1l (Peixoto et
al. 2012).

A andlise do padrdo do revestimento epitelial nos CRs foi realizada de acordo com o
tipo predominante em cada caso. Dessa forma, foram classificados como atréficos os cistos que
apresentaram o revestimento epitelial constituido por 2 a 10 camadas de células de espessura e
exibiram interface plana entre o revestimento epitelial e a capsula. Por sua vez, foram
considerados como hiperplasicos, 0s espécimes revestidos por epitélio com espessura variavel,
possuindo mais de 10 camadas de células e interface arciforme entre a capsula e o revestimento
epitelial (Moreira et al. 2000).

Imunoistoquimica

A partir do material fixado em formol e emblocado em parafina, cortes com 3um de
espessura foram obtidos e estendidos em laminas de vidro preparadas com adesivo a base de
organosilano. Os cortes teciduais foram desparafinizados, reidratados e submetidos a
recuperacdo antigénica (Tabela 2). Subsequentemente, os cortes foram imergidos em peroxido
de hidrogénio a 3% para o blogueio da peroxidase endégena tecidual. Posteriormente, os cortes
teciduais foram incubados com anticorpos primarios anti-Atg7, anti-p62, anti-LC3A e anti-p-
MTOR (Tabela 2), lavados com tampdo TRIS-HCI e tratados com complexo baseado em
polimeros (Immunohistoprobe Plus™, Advanced Biosystems Inc., Redwood, CA, USA). A
atividade da peroxidase foi visualizada através da imersdo dos cortes em diaminobenzidina
(Liquid DAB+ substrate system, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), obtendo um
produto de reacdo de coloragdo acastanhada. Por fim, os cortes teciduais foram contracorados
com hematoxilina de Harris, desidratados e montados com laminula. Cortes histoldgicos de
granuloma periapical foram utilizados como controle positivo para os anticorpos anti-Atg7 e
anti-LC3A. Por sua vez, o controle positivo para o anticorpo anti-p62 foi realizado com cortes

histoldgicos de hiperplasia fibrosa inflamatéria. Parénquima glandular salivar, presente em
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espécimes de fendbmeno de extravasamento de muco, serviu como controle positivo para o
anticorpo anti-p-mTOR. O controle negativo, por sua vez, consistiu na omissdo dos anticorpos

primarios no protocolo descrito anteriormente.

Anélise imunoistoquimica

Os cortes teciduais foram analisados por uma examinadora previamente treinada, sob
microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE). A
analise da expressdo das proteinas Atg7, p62, LC3A e p-mTOR foi realizada no componente
epitelial das lesbes. Os casos foram classificados, de acordo com o predominio da
imunorreatividade nas camadas epiteliais para as proteinas avaliadas, em: imunomarcacdo em
camada basal/parabasal, imunomarcacdo em camada parabasal/superficial, imunomarcacdo em
camada superficial e imunomarcacdo em toda a extensdo do revestimento (Leonardi et al.
2013).

Adicionalmente, foi realizada uma anélise quantitativa da expressdo das proteinas
relacionadas a autofagia (Atg7, p62, LC3A e p-mTOR) no revestimento epitelial dos CRs, CDs,
e COs, com base em uma adaptacdo da metodologia utilizada por Brito et al. (2018). A
imunoexpressao das proteinas foi analisada, separadamente, no citoplasma e no ndcleo das
células epiteliais. Para isso, foram identificadas as areas de maior imunorreatividade aos
anticorpos, sob aumento de 100x. Em seguida, sob aumento de 400x, dez campos do
revestimento epitelial foram fotomicrografados (ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE) e as imagens foram transferidas para um computador. Com o auxilio do
programa ImageJ® (Image Processing and Analysis in Java, National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA), foi realizada a contagem das células imunomarcadas e das
células negativas em cada um dos campos microscépicos. Os valores obtidos em cada um destes
campos foram somados, estabelecendo-se o percentual de células positivas em relacdo ao total

de células epiteliais.

Anélise estatistica

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics (versao
20.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Estatistica descritiva foi utilizada para caracterizacéo da
amostra. Os dados obtidos com o estudo imunoistoquimico das proteinas Atg7, LC3A, p62 e
p-mTOR foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk, o qual revelou auséncia de distribuicao
normal. Desta maneira, foram realizadas comparagdes entre as medianas dos percentuais de

células imunopositivas para essas proteinas em relacdo aos grupos de lesbes e caracteristicas



55

histopatologicas dos CRs por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para todos os

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

Resultados
Analise morfoldgica

A analise da intensidade do infiltrado inflamatério nos CRs revelou 11 (55,0%) casos
classificados em grau 111, 7 (35,0%) casos em grau Il e 2 (10,0%) casos em grau |. Por sua vez,
a analise do revestimento epitelial revelou 12 (60,0%) casos de CR com epitélio hiperplasico e

8 (40,0%) casos com epitélio atréfico.

Analise imunoistoquimica
Imunoexpresséo de Atg7

Expressdo citoplasmatica de Atg7 foi constatada em todos os casos de CR, CD e CO
analisados. Por sua vez, expressao nuclear dessa proteina foi identificada em todos os COs, bem
como na maioria dos CRs (90,0%) e CDs (80,0%) (Fig. 1A — C). Na maioria dos CRs (75,0%)
e CDs (85,0%), constatou-se predominio de imunorreatividade em todas as camadas do
revestimento epitelial. Por sua vez, na maioria dos COs (80,0%), houve predominio de
imunoexpressao de Atg7 em camada basal/parabasal (Tabela 3).

A anélise dos percentuais de imunopositividade citoplasmatica para Atg7 revelou maior
mediana nos CRs, seguidos dos COs e CDs, com diferenca estatisticamente significativa entre
os ultimos (P < 0,05) (Fig. 2A). Em relacdo aos percentuais de positividade nuclear, observou-
se maior mediana nos COs quando comparados aos CDs e CRs (P < 0,05) (Fig. 2B). Nao foram
observadas diferencas significativas nos percentuais de imunopositividade nuclear para Atg7
entre CRs e CDs (P > 0,05) (Fig. 2B).

Com relacdo as caracteristicas histopatologicas dos CRs (padrdo do revestimento
epitelial e intensidade do infiltrado inflamatério), ndo foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas nos percentuais de imunoexpresséo citoplasmatica e nuclear de
Atg7 (P > 0,05) (Figs. 3 e 4).

Imunoexpressédo de LC3A

Expresséo citoplasmatica de LC3A foi constatada na maioria dos CRs (70,0%), CDs
(85,0%) e COs (65,0%) analisados. Com relagdo a imunoexpressdo nuclear, constatou-se
positividade na maioria dos CRs (70,0%) e CDs (70,0%), bem como em uma menor proporcao

dos COs (35,0%) (Fig. 5A — C). Foi observado predominio de imunopositivade em camada
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parabasal/superficial do epitélio em todos os casos de CO. Por sua vez, CRs e CDs revelaram
consideravel variabilidade no predominio de imunorreatividade para LC3A nas camadas
epiteliais (Tabela 3).

A analise dos percentuais de positividade citoplasmatica para LC3A revelou maior
mediana nos COs, seguidos dos CDs e CRs, sem diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos de lesbes (P > 0,05) (Fig. 2A). Em relacdo a imunoexpressao nuclear, CRs, CDs e
COs apresentaram baixos percentuais medianos de positividade, sem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (P > 0,05) (Fig. 2B).

Quanto ao padrdo do revestimento epitelial e a intensidade do infiltrado inflamatdrio
nos CRs, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos percentuais de

imunoexpressao citoplasmatica e nuclear de LC3A (P > 0,05) (Figs. 3 e 4).

Imunoexpressao de p62

Expresséo citoplasmaética de p62 foi constatada em todos os casos de CRs, CDs e COs
avaliados. Por sua vez, imunoexpressao nuclear dessa proteina foi observada na maioria dos
CRs (95,0%) e CDs (95,0%), bem como em todos os COs (Fig. 6A — C). Na maioria dos CRs
(89,4%) e em todos os CDs, observou-se predominio de imunorreatividade para p62 em todas
as camadas do epitélio. Na maioria dos COs (85,0%), foi constatado predominio de
imunopositividade em camada parabasal/superficial do epitélio (Tabela 3).

Foram constatados percentuais de positividade citoplasmatica para p62
significativamente superiores nos CRs, quando comparados aos CDs e COs (P < 0,05) (Fig.
2A). Em relacdo a imunoexpressdo nuclear, CDs exibiram menores percentuais medianos de
positividade para p62 em comparacao aos CRs (P < 0,05) e COs (P < 0,05) (Fig. 2B).

Em relacdo as caracteristicas histopatoldgicas dos CRs, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nos percentuais de imunoexpressao citoplasmatica e nuclear de
p62 (P > 0,05) (Figs. 3 e 4).

Imunoexpressdo de p-mTOR

Expressdo citoplasmatica para p-mTOR foi constatada em todos os CDs e COs, bem
como em 50,0% dos CRs. Imunorreatividade nuclear, por outro lado, foi mais frequente nos
CDs (70,0%), seguidos dos COs (55,0%) e CRs (25,0%) (Fig. 7A — C). Em todos 0s grupos,
foi mais frequente o predominio de imunorreatividade para p-mTOR em camada superficial do

epitélio, com destaque para os COs (Tabela 3).
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A andlise dos percentuais de imunopositividade citoplasmatica revelou maior mediana
nos COs, seguidos dos CDs e CRs, com diferencas estatisticamente significativas entre os trés
grupos (P < 0,05) (Fig. 2A). Em relacdo a imunoexpressdo nuclear, CRs, CDs e COs
apresentaram baixos percentuais medianos de positividade. Comparados aos CDs e COs, 0s
CRs apresentaram menores percentuais de positividade nuclear para p-mTOR (P < 0,05) (Fig.
2B).

Em relacdo ao padréo do revestimento epitelial e a intensidade do infiltrado inflamatorio
nos CRs, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significativas nos percentuais de

imunoexpressao citoplasmatica e nuclear de p-mTOR (P > 0,05) (Figs. 3 e 4).

Discussao

A autofagia € um importante mecanismo adaptativo que participa de varias funcdes
fisiologicas e de processos patolégicos (Komatsu et al. 2006, Yin et al. 2016), mas seu
envolvimento na patogénese dos cistos odontogénicos permanece incompletamente
compreendido. Nesse contexto, os resultados da presente pesquisa sugerem uma importante
participacdo das proteinas relacionadas a autofagia (Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR) no
desenvolvimento de CRs, CDs e COs. Além disso, as diferencas no comportamento biol6gico
desses cistos odontogénicos podem estar relacionadas a diferentes fluxos autofagicos nessas
lesOes.

Todos os CRs, CDs e COs analisados apresentaram expressao citoplasmatica de Atg7,
com predominio de imunorreatividade em camada basal/parabasal nos COs e em todas as
camadas do revestimento epitelial em CRs e CDs. Altos niveis de expressdo citoplasmatica de
Atg7 sugerem ativacao da autofagia, especialmente em virtude de sua participacdo na formacéo
e fusdo das membranas autofagosssdmicas (Komatsu et al. 2012, Yin et al. 2016). A analise
dos percentuais de imunopositividade citoplasmatica para Atg7 revelou maior mediana nos
CRs, seguidos dos COs e CDs, sugerindo uma menor ativacao da autofagia nos Gltimos. Estudos
prévios descreveram alta expressdo de proteinas relacionadas a autofagia em CRs (Zhu et al.
2013, Huang et al. 2018) e COs (Li et al. 2014).

Em relacdo a proteina LC3A, 0 presente estudo demonstrou imunorreatividade
citoplasmatica na maioria dos CRs, CDs e COs analisados. A andlise dos percentuais de
positividade citoplasmatica para essa proteina relacionada a autofagia revelou maior mediana
nos COs, seguidos dos CDs e CRs, sem diferengas significativas entre os grupos (P > 0,05).
Em consonéancia com esses achados, Li et al. (2014) observaram maior imunoexpressao de LC3

em COs quando comparados aos CRs.
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No que concerne a expressao citoplasmatica de p62, foram constatados percentuais de
positividade significativamente superiores nos CRs, quando comparados aos CDs e COs (P <
0,05). Em concordancia com esses achados, pesquisas prévias relataram menor imunoexpressao
de p62 em lesBes com comportamento biolégico mais agressivo (Okada et al. 2014, Huang et
al. 2018). Por sua vez, Huang et al. (2018) observaram maior expressao citoplasmaética de p62
em polpas dentérias quando comparadas aos CRs. A proteina p62 participa da autofagia,
ligando-se ao material citoplasmatico a ser degradado e subsequentemente unindo-se
diretamente a proteina LC3 presente nas membranas internas dos autofagossomos (Kirkin et al.
2009, Komatsu et al. 2012).

Durante a autofagia, a proteina p62 é degradada juntamente com o material
citplasmatico sequestrado (Kirkin et al. 2009, Komatsu et al. 2012, Jiang & Mizushima, 2015).
Dessa forma, estudos sugerem gue a imunomarcacao para essa proteina pode ser utilizada para
analisar o fluxo autofagico (Komatsu et al. 2012, Jiang & Mizushima, 2015, Huang et al. 2018).
Quando a autofagia esta inativa, o nivel intracelular de p62 é alto. Por outro lado, ap6s o inicio
desse processo catabdlico, ocorre reducdo da concentracdo intracelular de p62 (Komatsu et al.
2012, Jiang & Mizushima, 2015).

Devido ao comportamento biol6gico mais agressivo e ao maior potencial de proliferacéo
celular dos COs, a autofagia poderia atuar na disponibilizacdo de nutrientes e energia para as
células basais e parabasais. Nesse sentido, Sharp et al. (2019), ao avaliarem xenoenxertos de
células epiteliais derivadas de ameloblastoma, observaram que invaginacdes epiteliais em
direcdo ao tecido estromal eram fortemente imunorreativas a p62 e LC3, especialmente nas
camadas epiteliais mais profundas. Com base nesses resultados, os autores concluiram que a
autofagia pode estar relacionada com o potencial de proliferacdo celular e o crescimento
infiltrativo das células epitelias mais proximas do mesenquima (Sharp et al. 2019).

A proteina p-mTOR inibe a formacdo e ativacdo do complexo Atgl7-Atg29-Atg3l,
constituindo uma importante reguladora negativa da autofagia (Kamada et al. 2010, Laplante
et al. 2012, Yin et al. 2016). No presente estudo, foi constatada imunopositividade
citoplasmatica para p-mTOR em todos os casos de CO e CD, além de 50,0% dos CRs. Em todos
os grupos, foi mais frequente o predominio de imunorreatividade para p-mTOR em camada
superficial do epitélio, com destaque para os COs. Esses resultados, somados aos achados
referentes as imunoexpressdes de Atg7, LC3A e p62, sugerem uma potencial ativacdo da
autofagia nas camadas mais profundas do revestimento epitelial dos CRs, CDs e COs.

Além disso, o predominio de imunorreatividade para as proteinas Atg7, LC3A, p62 e p-

mTOR em diferentes camadas do revestimento dos CRs, CDs e COs pode sugerir a existéncia



59

de fluxos autofagicos distintos no epitelio dessas lesdes. Essa sugestdo é alicercada pelos
resultados observados em estudo sobre a autofagia na diferenciacéo epidérmica (Akinduro et
al. 2016). De acordo com Akinduro et al. (2016), na epiderme podem existir diferentes fluxos
autofagicos entre proteinas expressas na camada basal, como Beclinal e Atg5-Atgl2, e na
camada granulosa, representados por LC3 e p62, os quais sofrem inibi¢cdo por mTOR.

A anélise dos percentuais de positividade citoplasmatica para p-mTOR revelou maior
mediana nos COs, seguidos dos CDs e CRs (P < 0,05). Esses resultados poderiam sugerir uma
maior inibicdo da autofagia nos COs. No entanto, CRs e CDs apresentaram maiores percentuais
de células imunopositivas para p62, uma proteina cujos niveis intracelulares tendem a se
mostrar aumentados quando a autofagia esta inativa (Komatsu et al. 2012, Jiang & Mizushima,
2015). Tais achados, em conjunto, sugerem uma maior ativacdo da autofagia nos COs, o que
poderia contribuir para o comportamento bioldgico mais agressivo dessas lesbes em
comparacdo aos CRs e CDs.

Estudos tém ressaltado a importancia da degragédo de componentes nucleares, por meio
da nucleofagia, em processos fisiologicos e patologicos (Krick et al. 2009, Luo et al. 2016). As
proteinas envolvidas na nucleofagia ainda nao séo totalmente conhecidas, mas pesquisas com
linhagens celulares sugerem a participacéo de Atg3, Atg5, Atg7, LC3, Beclina-1 e p62 (Huang
& Liu, 2015, Huang et al. 2015, Akinduro et al. 2016). No presente estudo, CRs, CDs e COs
exibiram expressao nuclear de Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR, com percentuais de positividade
variados. Em conjunto, esses achados sugerem um potencial envolvimento da nucleofagia na
patogénese de CRs, CDs e COs, possivelmente contribuindo para o processo de modificacao
pos-transcricional do RNA e a manutengdo da homeostase do DNA nuclear (Luo et al. 2016).

Ainda no contexto da expressdo nuclear das proteinas relacionadas a autofagia, 0s
resultados desta pesquisa revelaram maiores percentuais de positividade para Atg7 nos COs
guando comparados aos CRs e CDs (P < 0,05). Além disso, CRs e COs exibiram maior
expressao nuclear de p62 em comparacgdo aos CDs (P < 0,05). As funcdes exatas de Atg7 em
nicleo permanecem pouco compreendidas, mas estudos tém sugerido uma possivel
participacdo na lipidacdo de LC3 (Luo et al. 2016). Por sua vez, outras pesquisas ressaltam que
a expressao nuclear de p62 pode estar relacionada a fungdes sem conexdo com a nucleofagia,
como o recrutamento de proteinas poliubiquinizadas e a degradacao de proteinas danificadas
(Havaki et al. 2017). Ainda nesse contexto, estudos revelam que altos niveis de expressao
nuclear de p62 podem estar relacionados a alteracdes no reparo do DNA e a instabilidade
gendmica (Akinduro et al. 2016, Havaki et al. 2017). Em conjunto, os achados anteriormente

descritos e os resultados da presente pesquisa sugerem que p62 pode contribuir para a
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patogénese de CRs e COs, por mecanismos ndo relacionados a nucleofagia. Além disso, a
translocacdo nuclear das proteinas Atg7 e p62 pode contribuir para o comportamento biolégico
mais agressivo dos COs.

Estudos tém sugerido que a intensidade do infiltrado inflamatdrio pode influenciar o
padrdo do revestimento epitelial (hiperplasico ou atrofico) nos CRs (Moreira et al. 2000, Suzuki
et al. 2001). Este ultimo, por sua vez, representaria um parametro morfoldgico capaz de indicar
atividade/ inatividade de crescimento nessas lesdes (Moreira et al. 2000). Com base nessas
sugestdes e no envolvimento da autofagia em processos imunoinflamatérios (Luo et al. 2016),
na presente pesquisa, esperava-se identificar diferencas na expressao de Atg7, LC3A, p62 e p-
mTOR de acordo com o padrdo do revestimento epitelial e a intensidade do infiltrado
inflamatdrio nos CRs. No entanto, os resultados deste estudo sugerem auséncia de relacédo entre
essas caracteristicas histopatologicas dos CRs e a expressdo dessas proteinas relacionadas a

autofagia.

Concluséo

Os resultados deste estudo sugerem a participacao da autofagia na patogénese dos CRs,
CDs e COs. A imunoexpressdo das proteinas Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR, no entanto, pode
ndo estar relacionada as caracteristicas histopatolégicas dos CRs. Além disso, a translocacéo
nuclear das proteinas Atg7 e p62 pode contribuir para o comportamento bioldgico mais

agressivo dos COs.
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Tabela 1. Distribuicéo dos casos de CR, CD e CO de acordo com os dados clinicos.

Dados clinicos CR CD CO

Idade (em anos)

Variagédo 675 13-74 869

Média + desvio padréo 36,0+ 17,5 31,4+17,2 40,6 + 20,9
Sexo

Feminino 14 (70,0%) 14 (70,0%) 14 (70,0%)

Masculino 6 (30,0%) 6 (30,0%) 6 (30,0%)
Localizacdo anatémica

Maxila 15 (75,0%) 8 (40,0%) 5 (25,0%)

Mandibula 5 (25,0%) 12 (60,0%) 15 (75,0%)

¥9



Tabela 2. Especificidade, clone, fabricante, dilui¢do, recuperacéo antigénica e tempo de incubacdo dos anticorpos primarios.

Especificidade Referéncia Fabricante Diluicao Recuperacdo antigénica Incubacéo

Tris-EDTA, pH 9,0 ]
Atg7 ab52472 Abcam 1:750 ] Overnight
Steamer, 90°C, 60 min

o Citrato, pH 6,0 )
LC3A #4599 Cell Signaling 1:500 _ Overnight
Steamer, 90°C, 60 min

Tris-EDTA, pH 9,0 ]
p62 ab56416 Abcam 1:600 _ Overnight
Steamer, 90°C, 60 min

o Citrato, pH 6,0 )
p-mTOR #2976 Cell Signaling 1:200 _ Overnight
Steamer, 90°C, 60 min

99
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Tabela 3. Distribui¢do dos casos de CR, CD e CO de acordo com grupos e o predominio da

imunorreatividade para Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR no tecido epitelial.

Grupos
Proteinas/ predominio cR D &6
n (%) n (%o) n (%)
Atg7
Basal/parabasal 1(5,0) 2 (10,0) 16 (80,0)
Parabasal/superficial 3 (15,0) 1(5,0) 0 (0,0)
Superficial 1(5,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Todas as camadas 15 (75,0) 17 (85,0) 4 (20,0)
LC3A
Basal/parabasal 5 (35,7) 2 (11,7) 0 (0,0)
Parabasal/superficial 1(7,1) 4(23,4) 13 (100,0)
Superficial 4 (28,6) 6 (35,5) 0 (0,0)
Todas as camadas 4 (28,6) 5(29,4) 0 (0,0)
p62
Basal/parabasal 1(5,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
Parabasal/superficial 1(5,3) 0 (0,0 17 (85,0)
Superficial 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Todas as camadas 17 (89,4) 20 (100,0) 3 (15,0)
p-mTOR
Basal/parabasal 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (10,0)
Parabasal/superficial 4 (40,0) 9 (45,0) 4 (20,0)
Superficial 5 (50,0) 10 (50,0) 14 (70,0)
Todas as camadas 1 (10,0) 1(5,0) 0 (0,0)
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Figura 1. Expressdo de Atg7 no revestimento epitelial de CR (A), CD (B) e CO (C)

(Immunohistoprobe Plus™, 200x).
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Figura 2. Boxplots relativos aos percentuais de células imunopositivas (citoplasma [A] e
ndcleo [B]) para Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR no revestimento epitelial de CRs, CDs e COs.
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Figura 3. Boxplots ilustrando os percentuais de células imunopositivas (citoplasma [A] e

nucleo [B]) para Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR de acordo com o padrdo do revestimento epitelial

dos CRs.

120—

100

[o1]
T

Percentual de células imunopositivas
(citoplasma)
B D
=] o
1 1

P=0815

P=0396

W Atrofico
EHiperplasico

P=0805

100

80

60—

B
o
1

20+

Percentual de células imunopositivas
(nucleo)

0—

|
Atg?

P=0616

|
LC3A

P=0958

—t—

p62

P=0142

|
p-mTOR

W Atrofico
M Hiperplasico

P=0417

I
Atg?

I
LC3A

p62

I
p-mTOR



70

Figura 4. Boxplots ilustrando os percentuais de células imunopositivas (citoplasma [A] e
nacleo [B]) para Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR de acordo com a intensidade do infiltrado

inflamatorio nos CRs.
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Figura 5. Expressdo de LC3A no revestimento epitelial de CR (A), CD (B) e CO (C)
(Immunohistoprobe Plus™, 200x).
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Figura 6. Expressdo de p62 no revestimento epitelial de CR (A), CD (B) e CO (C)
(Immunohistoprobe Plus™, 200x).
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Figura 7. Expressdo de p-mTOR no revestimento epitelial de CR (A), CD (B) e CO (C)
(Immunohistoprobe Plus™, 200x).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No contexto das lesdes cisticas odontogénicas, CRs, CDs e COs se destacam por serem
0s mais prevalentes. Embora constituam importantes objetos de pesquisa, diversos aspectos
relacionados a patogénese e ao comportamento bioldgico desses cistos ainda ndo sé&o
completamente compreendidos.

Os resultados deste estudo sugerem uma potencial participacdo da autofagia na
patogénese dos CRs, CDs e COs. Em particular, as diferencas no comportamento bioldgico
desses cistos odontogénicos podem estar relacionadas a diferentes fluxos autofagicos nessas
lesBes. Nesse contexto, € possivel que a translocacdo nuclear das proteinas Atg7 e p62 contribua
para 0 comportamento biolégico mais agressivo dos COs. Por outro lado, a imunoexpressao
das proteinas Atg7, LC3A, p62 e p-mTOR pode ndo estar relacionada as caracteristicas
histopatoldgicas dos CRs.

Em conjunto, os achados desta pesquisa enaltecem a importancia de novas investigagoes
para uma melhor compreenséo do papel dessas proteinas e da autofagia na patogénese dos cistos

odontogénicos, fornecendo subsidios para a identificacdo de novos alvos terapéuticos.
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APENDICE A. Ficha para coleta de dados referente a analise clinica e morfoldgica dos casos

de CR, CD e CO.

Caso

Idade

Sexo

Local

CR

Infiltrado

Epitélio




APENDICE B. Ficha para coleta de dados referente a analise imunoistoquimica de Atg7, p62, LC3A e p-mTOR nos CRs, CDs e COs.

Anticorpo: () Atg7 ( )LC3A Localizagdo: ( ) Citoplasma
() p62 ( )p-mTOR () Ndcleo
Caso Campos microscopicos Total Percentual de células
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 positivas
+ -+ -+ -+ -+ + + + | - |+ - + - +

98
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ANEXO B. Normas de submissao de trabalhos ao periodico International Endodontic Journal.

Introduction

International Endodontic Journal publishes original scientific articles, reviews, clinical
articles and case reports in the field of Endodontology; the branch of dental sciences dealing
with health, injuries to and diseases of the pulp and periradicular region, and their relationship
with systemic well-being and health. Original scientific articles are published in the areas of
biomedical science, applied materials science, bioengineering, epidemiology and social science
relevant to endodontic disease and its management, and to the restoration of root-treated teeth.
In addition, review articles, reports of clinical cases, book reviews, summaries and abstracts of
scientific meetings and news items are accepted.

Preprints and Data Sharing

International Endodontic Journal will consider for review articles previously available
as preprints. Authors may also post the submitted version of a manuscript to a preprint server
at any time. Authors are requested to update any pre-publication versions with a link to the final
published article.

International Endodontic Journal encourages authors to share the data and other
artefacts supporting the results in the paper by archiving it in an appropriate public repository.
Authors should include a data accessibility statement, including a link to the repository they
have used, in order that this statement can be published alongside their paper. All accepted
manuscripts may elect to publish a data availability statement to confirm the presence or
absence of shared data. If you have shared data, this statement will describe how the data can
be accessed, and include a persistent identifier (e.g., a DOI for the data, or an accession number)
from the repository where you shared the data. Sample statements are available here. If
published, statements will be placed in the heading of your manuscript.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of
manuscripts, the journal's requirements and standards as well as information concerning the
procedure after a manuscript has been accepted for publication in International Endodontic
Journal. Authors are encouraged to visit Wiley Author Services for further information on the
preparation and submission of articles and figures.

Ethical Guidelines
International Endodontic Journal adheres to the below ethical guidelines for publication
and research.

Authorship and Acknowledgements
The policy of the journal is that only ONE corresponding author is accepted. Authors
submitting a paper do so on the understanding that the manuscript has been read and approved
by all authors and that all authors agree to the submission of the manuscript to the Journal.
International Endodontic Journal adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE,
authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and design of,
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88 or acquisiation of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the article or revising
it critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to be
published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article
other than the authors accredited. Please also include specifications of the source of funding for
the study and any potential conflict of interests if appropriate. Please find more information on
the conflict of interest form in section 2.6.

Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has
been conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical
Association Declaration of Helsinki (version 2008) and the additional requirements, if any, of
the country where the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a
statement that the experiments were undertaken with the understanding and written consent of
each subject and according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact
that the study has been independently reviewed and approved by an ethical board should also
be included. Editors reserve the right to reject papers if there are doubts as to whether
appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried
out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in
the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the
European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in
accordance with local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
Material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for each
study. The authors MUST upload a copy of the ethical approval letter when submitting their
manuscript and a separate English translation. Editors reserve the right to reject papers if there
is doubt as to whether appropriate procedures have been used.

Clinical Trials

The International Endodontic Journal asks that authors submitting manuscripts
reporting from a clinical trial to register the trial a priori in any of the following public clinical
trials registries: www.clinicaltrials.gov, https://www:.clinicaltrialsregister.eu/, http://isrctn.org/.
Other primary registries if named in the WHO network will also be considered acceptable. The
clinical trial registration number and name of the trial register should be included in the
Acknowledgements at the submission stage.

Randomised control clinical trials

Randomised clinical trials should be reported using the Preferred Reporting Items for
RAnNndomized Trials in Endodontics (PRIRATE) 2020 guidelines. A PRIRATE checklist and
flowchart (as a Figure) should also be completed and included in the submission material. The
PRIRATE 2020 checklist and  flowchart can be  downloaded  from:
http://prideendodonticguidelines.org/prirate/.



92

It is recommended that authors consult the following papers, which explains the
rationale for the PRIRATE 2020 guidelines and their importance when writing manuscripts:

Nagendrababu V, Duncan HF, Bjgrndal L, Kvist T, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ, Pigg
M, Rechenberg DK, Vaeth M, Dummer P. PRIRATE 2020 guidelines for reporting randomized
trials in Endodontics: a consensus-based development. Int Endod J. 2020 Mar 20. doi:
10.1111/iej.13294. (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13294).
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(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13304).

Epidemiological observational trials

Submitting authors of epidemiological human observations studies are required to
review and submit a 'strengthening the reporting of observational studies in Epidemiology’
(STROBE) checklist and statement. Compliance with this should be detailed in the materials
and methods section. (www.strobe-statement.org).

Systematic Reviews

The abstract and main body of the systematic review should be reported using the
PRISMA for Abstract and PRISMA guidelines respectively (http://www.prisma-
statement.org/). Authors submitting a systematic review should register the protocol in a
readily-accessible source at the time of project inception (e.g. PROSPERO database, previously
published review protocol in journal). The protocol registration number, name of the database
or journal reference should be provided at the submission stage in the “Registration” section in
the abstract and ‘Methods’ section in the main body of the text. A PRISMA checklist and flow
diagram (as a Figure) should also be included in the submission material. Source of funding
(grant number, if available) should be added in ‘Acknowledgements’ section.

It is recommended that authors consult the following papers, which help in the
production of high quality reviews:

Nagendrababu V, Duncan HF, Tsesis I, Sathorn C, Pulikkotil SJ, Dharmarajan L, Dummer
PMH. PRISMA for abstracts: best practice for reporting abstracts of systematic reviews in
Endodontology. Int Endod J. 2019 Mar 19:1096-07. doi: 10.1111/iej.13118.

Nagendrababu V, Dilokthornsakul P, Jinatongthai P, Veettil SK, Pulikkotil SJ, Duncan HF,
Dummer PMH. Glossary for systematic reviews and meta-analyses. Int Endod J. 2020
Feb;53(2):232-249. doi: 10.1111/iej.13217. Epub 2019 Nov 25.

DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations
Papers reporting protein or DNA sequences and crystallographic structure
determinations will not be accepted without a Genbank or Brookhaven accession number,
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respectively. Other supporting data sets must be made available on the publication date from
the authors directly.
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— Enterauser ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address
as your user 1D), and then select your areas of expertise. Click 'Finish’,

e If you are registered, but have forgotten your log in details, please enter your e-mail
address under 'Password Help'. The system will send you an automatic user ID and a
new temporary password.

e Log-in and select ‘Author Centre '

Submitting Your Manuscript
e After you have logged into your 'Author Centre', submit your manuscript by clicking on
the submission link under 'Author Resources'.
e Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from
your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.
e Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.
e You are required to upload your files.
— Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.
— Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.
— When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.
e Review your submission (in HTML and PDF format) before completing your
submission by sending it to the Journal. Click the 'Submit’ button when you are finished
reviewing.
ORCID

As part of the journal’s commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, International Endodontic Journal requires the submitting author (only) to provide an
ORCID iD when submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Please see
Wiley’s resources on ORCID here.

Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not
write-protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will be
automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the review process.
The text file must contain the abstract, main text, references, tables, and figure legends, but no
embedded figures or Title page. The Title page should be uploaded as a separate file. In the
main text, please reference figures as for instance 'Figure 1', 'Figure 2' etc to match the tag name
you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should be formatted as
described in the Author Guidelines below.

Blinded Review

Manuscript that do not conform to the general aims and scope of the journal will be
returned immediately without review. All other manuscripts will be reviewed by experts in the
field (generally two referees). International Endodontic Journal aims to forward referees
comments and to inform the corresponding author of the result of the review process. 93
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Manuscripts will be considered for fast-track publication under special circumstances after
consultation with the Editor.

International Endodontic Journal uses double blinded review. The names of the
reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper and the name(s) of the
author(s) will not be disclosed to the reviewers.

To allow double blinded review, please submit (upload) your main manuscript and title
page as separate files.

Please upload:
e Your manuscript without title page under the file designation 'main document'.
e Figure files under the file designation ‘figures'.
e The title page and Acknowledgements where applicable, should be uploaded under the
file designation 'title page'.
All documents uploaded under the file designation 'title page' will not be viewable in
the html and pdf format you are asked to review in the end of the submission process. The files
viewable in the html and pdf format are the files available to the reviewer in the review process.

Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and
save it to submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts'
and you can click on 'Continue Submission' to continue your submission when you choose to.

E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If
you do not receive the confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address
carefully in the system. If the e-mail address is correct please contact your IT department. The
error may be caused by some sort of spam filtering on your e-mail server. Also, the e-mails
should be received if the IT department adds our e-mail server (uranus.scholarone.com) to their
whitelist.

Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts any time to check your 'Author Centre' for the
status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been
made.

Submission of Revised Manuscripts

To submit a revised manuscript, locate your manuscript under '‘Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files uploaded
when you upload your revised manuscript.

Manuscript Types Accepted
Original Scientific Articles: must describe significant and original experimental
observations and provide sufficient detail so that the observations can be critically evaluated
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and, if necessary, repeated. Original Scientific Articles must conform to the highest
international standards in the field.

Review Articles: are accepted for their broad general interest; all are refereed by experts
in the field who are asked to comment on issues such as timeliness, general interest and
balanced treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should generally
include a clearly defined search strategy and take a broad view of the field rather than merely
summarizing the authors” own previous work. Extensive or unbalanced citation of the authors”
own publications is discouraged.

Clinical Articles: are suited to describe significant improvements in clinical practice
such as the report of a novel technique, a breakthrough in technology or practical approaches
to recognised clinical challenges. They should conform to the highest scientific and clinical
practice standards.

Case Reports: illustrating unusual and clinically relevant observations are acceptable
but they must be of sufficiently high quality to be considered worthy of publication in the
Journal. On rare occasions, completed cases displaying non-obvious solutions to significant
clinical challenges will be considered. Illlustrative material must be of the highest quality and
healing outcomes, if appropriate, should be demonstrated.

Supporting Information: International Endodontic Journal encourages submission of
adjuncts to printed papers via the supporting information website (see submission of supporting
information below). It is encouraged that authors wishing to describe novel procedures or
illustrate cases more fully with figures and/or video may wish to utilise this facility. Letters to
the Editor: are also acceptable. Meeting Reports: are also acceptable.

Manuscript Format and Structure
Format

Language: The language of publication is English. It is preferred that manuscript is
professionally edited.

Presentation: Authors should pay special attention to the presentation of their research
findings or clinical reports so that they may be communicated clearly. Technical jargon should
be avoided as much as possible and clearly explained where its use is unavoidable.
Abbreviations should also be kept to a minimum, particularly those that are not standard. The
background and hypotheses underlying the study, as well as its main conclusions, should be
clearly explained. Titles and abstracts especially should be written in language that will be
readily intelligible to any scientist.

Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expert help with English
Language Editing, as well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure
formatting, and graphical abstract design —so you can submit your manuscript with confidence.
Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing
and preparing your manuscript.

Abbreviations: International Endodontic Journal adheres to the conventions outlined in
Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific Editors and Authors.
When non-standard terms appearing 3 or more times in the manuscript are to be abbreviated,
they should be written out completely in the text when first used with the abbreviation in
parenthesis.
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Structure

All manuscripts submitted to International Endodontic Journal should include Title
Page, Abstract, Main Text, References and Acknowledgements, Tables, Figures and Figure
Legends as appropriate

Title Page: The title page should bear: (i) Title, which should be concise as well as
descriptive; (ii) Initial(s) and last (family) name of each author; (iii) Name and address of
department, hospital or institution to which work should be attributed; (iv) Running title (no
more than 30 letters and spaces); (v) No more than six keywords (in alphabetical order); (vi)
Name, full postal address, telephone, fax number and e-mail address of author responsible for
correspondence.

Abstract for Original Scientific Articles should be no more than 350 words giving details of
what was done using the following structure:

e Aim: Give a clear statement of the main aim of the study and the main hypothesis tested,
if any.

e Methodology: Describe the methods adopted including, as appropriate, the design of the
study, the setting, entry requirements for subjects, use of materials, outcome measures
and statistical tests.

e Results: Give the main results of the study, including the outcome of any statistical
analysis.

e Conclusions: State the primary conclusions of the study and their implications. Suggest
areas for further research, if appropriate.

Abstract for Systematic Review Articles should be no more than 350 words using the following
structure where applicable:

e Title: Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both.

e Background: Provide a brief introduction of the subject and why it is important.

e Objectives: The research question including components such as participants,
interventions, comparators, and outcomes. Use PICO format.

e Methods: Briefly describe i) the inclusion criteria, ii) provide databases searched and
dates, iii) mention the method used to assess study quality (risk of bias) iv) meta-
analysis methodology (if appropriate).

e Results: i) Number and type of included studies and participants ii) results for main
outcomes (benefits and harms). If a meta-analysis was undertaken, include summary
measures and confidence intervals. iii) direction of the effect in terms that are
meaningful to clinicians and patients.

o Discussion: i) Strengths and ii) limitations of evidence.

e Conclusions: General interpretation of the results and important implications.

e Funding: Primary source of funding for the review (if no funding: say ‘none’).

e Registration: Registration number and name.

Abstract for Review Avrticles (narrative):
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The Abstract should be unstructured and no more than 350 words.

Abstract for Case Reports should be no more than 350 words using the following structure:

Aim: Give a clear statement of the main aim of the report and the clinical problem which
Is addressed.

Summary: Describe the methods adopted including, as appropriate, the design of the
study, the setting, entry requirements for subjects, use of materials, outcome measures
and analysis if any.

Key learning points: Provide up to 5 short, bullet-pointed statements to highlight the
key messages of the report. All points must be fully justified by material presented in
the report.

Abstract for Clinical Articles should be no more than 350 words using the following structure:

Aim: Give a clear statement of the main aim of the report and the clinical problem which
is addressed.

Methodology: Describe the methods adopted.

Results: Give the main results of the study.

Conclusions: State the primary conclusions of the study.

Main Text of Original Scientific Article should include Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion and Conclusion:

Introduction: should be focused, outlining the historical or logical origins of the study
and gaps in knowledge. Exhaustive literature reviews are not appropriate. It should close
with the explicit statement of the specific aims of the investigation, or hypothesis to be
tested.

Material and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the

references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced.

(1) Clinical Trials should be reported using the PRIRATE 2020 guidelines. A
PRIRATE 2020 checklist must be completed and included along with a flow
diagram (as a Figure) in the submission material. These are available at
http://pride-endodonticguidelines.org/prirate/.

(i) Experimental Subjects: experimentation involving human subjects will only be
published if such research has been conducted in full accordance with ethical
principles, including the World Medical Association Declaration of Helsinki
(version 2008) and the additional requirements, if any, of the country where the
research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement
that the experiments were undertaken with the understanding and written
consent of each subject and according to the above mentioned principles. A
statement regarding the fact that the study has been independently reviewed and
approved by an ethical board should also be included. Editors reserve the right
to reject papers if there are doubts as to whether appropriate procedures have
been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that

adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried
out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in
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the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the
European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in
accordance with local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
Material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for each
study, if applicable. Editors reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
appropriate procedures have been used.

(iii)  Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (Company,

town/city, state, country) included.

e Results: should present the observations with minimal reference to earlier literature or
to possible interpretations. Data should not be duplicated in Tables and Figures.

e Discussion: may usefully start with a brief summary of the major findings, but repetition
of parts of the abstract or of the results section should be avoided. The Discussion
section should progress with a review of the methodology before discussing the results
in light of previous work in the field. The Discussion should end with a brief conclusion
and a comment on the potential clinical relevance of the findings. Statements and
interpretation of the data should be appropriately supported by original references.

e Conclusion: should contain a summary of the findings.

Main Text of systematic review articles should be divided into Introduction, Methods, Results
and Conclusions:

e Introduction: Should be focused to place the subject matter in context and to justify the
need for the review.

e Method: Divide into logical sub-sections in order to improve readability and enhance
understanding (e.g. details of protocol registration, literature search process,
inclusion/exclusion criteria, data extraction, quality assessment, outcome(s) of interest,
data synthesis and statistical analysis, quality of evidence).

e Results: Present in structured fashion (e.g. results of the search process, characteristics
of the included studies, results of primary meta-analysis, additional analysis, publication
bias, quality of evidence).

e Discussion: Should summarize the results, highlighting completeness and applicability
of evidence, quality of evidence, agreements and disagreements with other studies or
reviews, strength and limitations, implications for practice and research.

e Conclusion(s): Section should reach clear conclusions and/or recommendations on the
basis of the evidence presented.

Main Text of Review Articles should be divided into Introduction, Review and Conclusions.

The Introduction section should be focused to place the subject matter in context and to
justify the need for the review. The Review section should be divided into logical sub-sections
in order to improve readability and enhance understanding. Search strategies must be described
and the use of state-of-the-art evidence-based systematic approaches is expected. The use of
tabulated and illustrative material is encouraged. The Conclusion section should reach clear
conclusions and/or recommendations on the basis of the evidence presented.



101

Main Text of Case Reports should be divided into Introduction, Report, Discussion and
Conclusion.

They should be well illustrated with clinical images, radiographs, diagrams and, where
appropriate, supporting tables and graphs. However, all illustrations must be of the highest
quality.

Case reports should be written using the Preferred Reporting Items for Case reports in
Endodontics (PRICE) 2020 guidelines. A PRICE checklist and flowchart (as a Figure) should
also be completed and included in the submission material. The PRICE 2020 checklist and
flowchart can be downloaded from: http://pride-endodonticguidelines.org/price/.

It is recommended that authors consult the following papers, which explains the
rationale for the PRICE 2020 guidelines and their importance when writing manuscripts:

Nagendrababu V, Chong BS, McCabe P, Shah PK, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ, Setzer
FC, Sunde PT, Dummer PMH. PRICE 2020 guidelines for reporting case reports in
Endodontics: a consensus-based development. Int Endod J. 2020 Feb 23. doi:
10.1111/iej.13285. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32090342).

Nagendrababu V, Chong BS, McCabe P, Shah PK, Priya E, Jayaraman J, Pulikkotil SJ,
Dummer PMH. PRICE 2020 guidelines for reporting case reports in Endodontics: Explanation
and elaboration. Int Endod J. (https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/iej.13300).

Acknowledgements: International Endodontic Journal requires that all sources of
institutional, private and corporate financial support for the work within the manuscript must
be fully acknowledged, and any potential conflicts of interest noted. Grant or contribution
numbers may be acknowledged, and principal grant holders should be listed. Acknowledgments
should be brief and should not include thanks to anonymous referees and editors. See also above
under Ethical Guidelines.
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We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. The EndNote reference style can be obtained upon request to the
editorial office (iejeditor@cardiff.ac.uk). Reference Manager reference styles can be searched
for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp.
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be in year order and separated by "," e.g. (Pitt Ford & Roberts 1990, Tobias et al. 1991).
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All references should be brought together at the end of the paper in alphabetical order
and should be in the following form.



102

Q) Names and initials of up to six authors. When there are seven or more, list the
first three and add et al.

(i) Year of publication in parentheses.

(iii)  Full title of paper followed by a full stop (.)

(iv)  Title of journal in full (in italics).

(V) VVolume number (bold) followed by a comma (,)

(vi)  First and last pages

Examples of correct forms of reference follow:

Standard journal article
Bergenholtz G, Nagaoka S, Jontell M (1991) Class Il antigen-expressing cells in experimentally
induced pulpitis. International Endodontic Journal 24, 8-14.

Corporate author
British Endodontic Society (1983) Guidelines for root canal treatment. International
Endodontic Journal 16, 192-5.

Journal supplement
Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M (1979) Functional asplenia: demonstration of splenic
activity by bone marrow scan (Abstract). Blood 54 (Suppl. 1), 26a.

Books and other monographs

Personal author(s)

Gutmann J, Harrison JW (1991) Surgical Endodontics, 1st edn Boston, MA, USA: Blackwell
Scientific Publications.

Chapter in a book
Wesselink P (1990) Conventional root-canal therapy Ill: root filling. In: Harty FJ, ed.
Endodontics in Clinical Practice, 3rd edn; pp. 186-223. London, UK: Butterworth.

Published proceedings paper

DuPont B (1974) Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an
unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of the Third Annual
Meeting of the International Society for Experimental Rematology; pp. 44-46. Houston, TX,
USA: International Society for Experimental Hematology.

Agency publication

Ranofsky AL (1978) Surgical Operations in Short-Stay Hospitals: United States-1975. DHEW
publication no. (PHS) 78-1785 (Vital and Health Statistics; Series 13; no. 34.) Hyattsville, MD,
USA: National Centre for Health Statistics.8

Dissertation or thesis
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Saunders EM (1988) In vitro and in vivo investigations into root-canal obturation using
thermally softened gutta-percha techniques (PhD Thesis). Dundee, UK: University of Dundee.

URLs

Full reference details must be given along with the URL, i.e. authorship, year, title of
document/report and URL. If this information is not available, the reference should be removed
and only the web address cited in the text. Smith A (1999) Select committee report into social
care in the community [wWww document]. URL
http://www.dhss.gov.uk/reports/report015285.html [accessed on 7 November 2003].

Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be double-spaced with no vertical rulings, with a single bold
ruling beneath the column titles. Units of measurements must be included in the column title.

Figures: All figures should be planned to fit within either 1 column width (8.0 cm), 1.5
column widths (13.0 cm) or 2 column widths (17.0 cm), and must be suitable for photocopy
reproduction from the printed version of the manuscript. Lettering on figures should be in a
clear, sans serif typeface (e.g. Helvetica); if possible, the same typeface should be used for all
figures in a paper. After reduction for publication, upper-case text and numbers should be at
least 1.5-2.0 mm high (10 point Helvetica). After reduction, symbols should be at least 2.0-3.0
mm high (10 point). All half-tone photographs should be submitted at final reproduction size.
In general, multi-part figures should be arranged as they would appear in the final version.
Reduction to the scale that will be used on the page is not necessary, but any special
requirements (such as the separation distance of stereo pairs) should be clearly specified.

Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data presented in
small tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text instead.
Figures should not contain more than one panel unless the parts are logically connected; each
panel of a multipart figure should be sized so that the whole figure can be reduced by the same
amount and reproduced on the printed page at the smallest size at which essential details are
visible.

Figures should be on a white background, and should avoid excessive boxing,
unnecessary colour, shading and/or decorative effects (e.g. 3-dimensional skyscraper
histograms) and highly pixelated computer drawings. The vertical axis of histograms should
not be truncated to exaggerate small differences. The line spacing should be wide enough to
remain clear on reduction to the minimum acceptable printed size.

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, boldface, roman letter,
a, b, and so on, in the same typesize as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should
be in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a single space between
the number and the unit, and follow SI nomenclature or the nomenclature common to a
particular field. Thousands should be separated by a thin space (1 000). Unusual units or
abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale bars should be used
rather than magnification factors, with the length of the bar defined in the legend rather than on
the bar itself. In general, visual cues (on the figures themselves) are preferred to verbal
explanations in the legend (e.g. broken line, open red triangles etc.).



104

Figure legends:

Figure legends should begin with a brief title for the whole figure and continue with a
short description of each panel and the symbols used; they should not contain any details of
methods.

Permissions:

If all or part of previously published illustrations are to be used, permission must be
obtained from the copyright holder concerned. This is the responsibilty of the authors before
submission.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent the final
product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs) files only.
MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixeloriented
programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200
dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files should be saved
with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible). For scanned images, the scanning
resolution (at final image size) should be as follows to ensure good reproduction: lineart: >600
dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone and line
images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for figures:
http:/authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.Check your electronic artwork
before submitting it: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp.

Supporting Information

Publication in electronic formats has created opportunities for adding details or whole
sections in the electronic version only. Authors need to work closely with the editors in
developing or using such new publication formats.

Supporting information, such as data sets or additional figures or tables, that will not be
published in the print edition of the journal, but which will be viewable via the online edition,
can be submitted. It should be clearly stated at the time of submission that the supporting
information is intended to be made available through the online edition. If the size or format of
the supporting information is such that it cannot be accommodated on the journal's website, the
author agrees to make the supporting information available free of charge on a permanent Web
site, to which links will be set up from the journal's website. The author must advise Wiley
Blackwell if the URL of the website where the supporting information is located changes. The
content of the supporting information must not be altered after the paper has been accepted for
publication.

The availability of supporting information should be indicated in the main manuscript
by a paragraph, to appear after the References, headed 'Supporting Information’ and providing
titles of figures, tables, etc. In order to protect reviewer anonymity, material posted on the
authors Web site cannot be reviewed. The supporting information is an integral part of the
article and will be reviewed accordingly.
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Preparation of Supporting Information:

Although provision of content through the web in any format is straightforward,
supporting information is best provided either in web-ready form or in a form that can be
conveniently converted into one of the standard web publishing formats:

e Simple word-processing files (.doc or .rtf) for text.

e PDF for more complex, layout-dependent text or page-based material. Acrobat files can
be distilled from Postscript by the Publisher, if necessary.

e GIF or JPEG for still graphics. Graphics supplied as EPS or TIFF are also acceptable.

e MPEG or AVI for moving graphics.

Subsequent requests for changes are generally unacceptable, as for printed papers. A
charge may be levied for this service.

Video Imaging:

For the on-line version of the Journal the submission of illustrative video is encouraged.
Authors proposing the use such media should consult with the Editor during manuscript
preparation.

Article Promotion Support

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create
shareable video abstracts, infographics, conference posters, lay summaries, and research news
stories for your research — so you can help your research get the attention it deserves.

After Acceptance
Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the
Production Editor who is responsible for the production of the journal.
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Hard copies of all figures and tables are required when the manuscript is ready for
publication. These will be requested by the Editor when required. Each Figure copy should be
marked on the reverse with the figure number and the corresponding author’s name.

Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working email address must therefore be provided for the corresponding author. The proof can
be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site. Acrobat Reader will be
required in order to read this file. This software can be downloaded (free of charge) from the
following Web site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. This will enable the file
to be opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further
instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail address is
available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail to retrieve the
proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within three days of receipt. As
changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting errors. Excessive changes
made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged separately. Other
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than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the publisher. Please note
that the author is responsible for all statements made in his work, including changes made by
the copy editor.
Early Online Publication Prior to Print

International Endodontic Journal is covered by Wiley Blackwell's Early View service.
Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have been fully
reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online publication.
The nature of Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page
numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given
a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked before it is
allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can continue to be used
to cite and access the article.

Online Production Tracking

Online production tracking is available for your article through Blackwell's Author
Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted -
through the production process to publication online and in print. Authors can check the status
of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of production. The
author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have their
article automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail address is
provided when submitting the manuscript. Visit http://authorservices.wiley.com/bauthor/ for
more details on online production tracking and for a wealth of resources including FAQs and
tips on article preparation, submission and more.
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Please note that unless specifically requested, Wiley Blackwell will dispose of all
hardcopy or electronic material submitted two months after publication. If you require the
return of any material submitted, please inform the editorial office or production editor as soon
as possible.

Offprints

Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author Services
only. Please therefore sign up for Author Services if you would like to access your article PDF
offprint and enjoy the many other benefits the service offers.

Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link, fill
in the necessary details and ensure that you type information in all of the required fields:
Sheridan Printer. If you have queries about offprints please email Customer Service. The
corresponding author will be sent complimentary copies of the issue in which the paper is
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For more substantial information on the services provided for authors, please see Wiley
Blackwell Author Services. Note to NIH Grantees: Pursuant to NIH mandate, Wiley Blackwell
will post the accepted version of contributions authored by NIH grant-holders to PubMed
Central upon acceptance. This accepted version will be made publicly available 12 months after
publication. For further information, see www.wiley.com/go/nihmandate.

Guidelines for reporting of DNA microarray data

The International Endodontic Journal gives authors notice that, with effect from 1st
January 2011, submission to the International Endodontic Journal requires the reporting of
microarray data to conform to the MIAME guidelines. After this date, submissions will be
assessed according to MIAME standards. The complete current guidelines are available at
http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame_2.0.html.  Also, manuscripts will be
published only after the complete data has been submitted into the public repositories, such as
GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) or ArrayExpress (http://www.ebi.ac.uk/microarray/
submissions_overview.html), in MIAME compliant format, with the data accession number
(the identification number of the data set in the database) quoted in the manuscript. Both
databases are committed to keeping the data private until the associated manuscript is
published, if requested.

Prospective authors are also encouraged to search for previously published microarray
data with relevance to their own data, and to report whether such data exists. Furthermore, they
are encouraged to use the previously published data for qualitative and/or quantitative
comparison with their own data, whenever suitable. To fully acknowledge the original work,
an appropriate reference should be given not only to the database in question, but also to the
original article in which the data was first published. This open approach will increase the
availability and use of these large-scale data sets and improve the reporting and interpretation
of the findings, and in increasing the comprehensive understanding of the physiology and
pathology of endodontically related tissues and diseases, result eventually in better patient care.



