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RESUMO

Os cistos dos ossos maxilares sdo classificados como odontogénicos e ndo odontogénicos.
Dentre os odontogénicos inflamatérios, destaca-se o cisto radicular, e entre os de
desenvolvimento, o dentigero. Estes cistos e suas variantes apresentam etiopatogénese e
comportamento biolégico diferentes, mas sao igualmente liticos. A atividade proliferativa do
epitélio de revestimento, dos componentes da membrana basal e da matriz extracelular,
possivelmente, interferem nos mecanismos de crescimento, constituindo alvos de
pesquisas. Este trabalho teve por objetivo avaliar a relacdo do infiltrado inflamatério
mononuclear com a expressdo de marcadores de proliferacdo (Ki 67) e das proteinas da
membrana basal e matriz extracelular nos cistos radiculares. Trata-se de um estudo
retrospectivo e observacional tendo sido realizado um levantamento dos casos catalogados
no Servigco de Biopsia do Departamento de Patologia e Medicina Legal (FAMED) e no
Laboratério de Patologia Bucal (FFOE) (UFC). ApGs a revisao histoldgica, os grupos foram
divididos em cisto radicular intensamente inflamado (CRII) (n=17), cisto radicular levemente
inflamado(CRLI)(n=.9) e cisto dentigero (CD) (n= 9). A presenca e intensidade do infiltrado
inflamatorio histiolinfoplasmocitario e preservagdo do epitélio de revestimento foram os
parametros utilizados para selecéo dos casos. Os espécimes foram submetidos a reacéo de
imuno-histoquimica por estreptoavidina biotina, utilizando-se os anticorpos Ki 67 (Dako®,
1:50), anti-colageno IV (DBS®, 1:40) e anti-laminina (DBS®, 1:20). A expressado de Ki 67 foi
mais intensa no grupo CRLI, quando comparada ao grupo CRIl e CD. A expressdo de
colageno tipo IV na membrana basal foi significante no grupo CRLI, quando comparada com
o grupo CRII e CD. Ja a imunomarcacdo de matriz extracelular variou de ausente a fraca
nos grupos CRII e CRLI, enquanto no CD se exibiu de forma fraca a moderada, sendo esta
diferenca significativa. A expressao de laminina em membrana basal nos grupos CRIl e CD
foi negativa e no grupo dos CRLI foi fraca e pontual. Concluiu-se que a presenca e a
intensidade do contetdo inflamatério na parede dos cistos radiculares parecem modificar a
expressao dos fatores de proliferagdo no epitélio de revestimento, e colageno tipo IV e
laminina na membrana basal, mas né&o interferem no comportamento do coldgeno IV da
matriz extracelular nos cistos radiculares. A expressédo de componentes da membrana basal
(laminina e colageno tipo IV) & maior nos cistos radiculares com leve infiltrado inflamatorio.

Palavras-Chave: Imuno-histoquimica. Antigeno Ki-67. Laminina. Coladgeno tipo IV. Cisto
Radicular.



ABSTRACT

Jawbone cysts are classified as odontogenic and non-odontogenic cysts. The radicular cyst
is the most common odontogenic cyst of inflammatory origin, whereas the detigerous cyst is
the most common type of developmental odontogenic cyst. These cysts and their variations
have different etiopathogenesis and biological behavior, but are equally lytic. The
proliferation activity of the epithelial lining and the components of the basement membrane
and extracellular matrix constitute targets of research. The aim of this study was to evaluate
the relation between mononuclear inflammatory infiltrate and the expression of proliferative
immunomarkers (Ki 67), and proteins of basement membrane and extracellular matrix in
radicular cysts. In this retrospective observational study, all cases of jawbone cysts that had
been recorded in the files of the Department of Pathology and Legal Medicine (FAMED), and
of the Laboratory of Oral Pathology (FFOE) of the Federal University of Ceard (UFC) and
reviewed. After histological revision, the groups were divided into heavily inflamed radicular
cysts (HIRC) (n=17), slightly inflamed radicular cysts (SIRC) (n=9) and dentigerous cysts
(DC) (n=9). The presence and intensity of the lymphoplasmacytic inflammatory infiltrate and
the preservation of the epithelial lining were the parameters used to select the cases.
Immunohistochemical analyses were performed using the standard streptavidin-biotin-
peroxidase method. The primary antibodies used in this study included Ki 67 (Dako®, 1:50),
Anti-Collagen Type IV (DBS®, 1:40) and Anti- Laminin (DBS®, 1:20).The immunoexpression
of Ki-67 was more intense in the SIRC group compared to the HIRC group and DC. Likewise,
the immunoexpression of Anti-Collagem Type IV in the basement membrane of the SIRC
group presented a statistically significant difference compared to the HIRC group and DC .
The expression of laminin in the basement membrane and in group HIRC and DC was
negative and the group of SIRC was weak and punctual. It was concluded that presence and
severity of inflammatory content wall of radicular cysts appear to modify the expression of
proliferation factors in the coating epithelium and collagen type IV and laminin in the
basement membrane but not modific with the behavior of extracellular matrix in radicular
cyst. The expression of basement membrane components (laminin and collage type IV) is

higher in radicular cyst with mild inflammatory infiltrade.
Keywords: Immunohistochemistry. Ki-67 antigen. Laminin. Collagen type IV. Radicular

Cyst.
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1 INTRODUCAO

Os cistos odontogénicos sdo as lesdes osteodestrutivas mais comuns no
esqueleto humano, com histogénese comum com origem em remanescentes
epiteliais do epitélio odontogénico, mas com comportamentos clinicos diferentes
(SILVEIRA et al., 2007). A origem destes cistos também pode ocorrer a partir dos
remanescentes epiteliais da lamina dentaria, que possuem a capacidade, desde o0s
estagios iniciais do desenvolvimento até 10 semanas in Utero, de proliferar e formar
pequenos cistos (SHEAR E SPEIGHT, 2011).

Véarios autores pesquisaram possiveis diferencas entre o potencial de
crescimento desses cistos, por meio das mais variadas metodologias. A maior parte
dos estudos, entretanto, foi direcionada para as caracteristicas proliferativas dos
revestimentos epiteliais dos cistos estudados (OLIVEIRA et al., 2002; POOMSAWAT
et al., 2006; AYOUB et al., 2011).

As lesdes periapicais cronicas do tipo granuloma dentério e cisto radicular
representam entidades comuns na clinica odontol6gica, tendo a carie dentaria como
principal fator etiolégico. As endotoxinas bacterianas, bem como as citocinas
originadas do processo imunoinflamatério parecem ter influéncia no
desenvolvimento de tais leses, contribuindo para a reabsorcéo do 0sso alveolar ao
redor do apice do dente envolvido. Os cistos radiculares originam-se da inducdo dos
restos epiteliais de Malassez, podendo advir de granulomas dentarios (SANTOS et
al., 2006; FUKADA et al., 2009).

Um estudo realizado por Meghi (1996) avaliou a presenc¢a de endotoxinas
e citocinas no fluido dos cistos radiculares, ceratocistos e cistos foliculares. Foi
verificada uma grande concentracdo de endotoxinas no fluido dos cistos radiculares,
onde a presenca de IL-1 beta ocorreu apenas nos cistos radiculares inflamados. Por
outro lado, foi verificada a presenca de mRNAS, oriundos da IL- 1 alfa, IL-1 beta e
IL-6 presente em todos os tipos de cistos. Este estudo sugeriu que as citocinas e
endotoxinas encontradas no fluido dos cistos radiculares possuem um efeito
mitogénico sobre o epitélio e que os fibroblastos tém este efeito intensificado pela

presenca das endotoxinas.

No tocante a classificacdo dos cistos dos maxilares com revestimento



14

epitelial, estes s&o classificados em cistos de desenvolvimento e de origem
inflamatoria. Por sua vez, os de desenvolvimento podem ser odontogénicos e nao
odontogénicos. Os de origem inflamatoria incluem o cisto radicular, residual,
paradentario, paradentario juvenil e colateral inflamatério (SHEAR e SPEIGHT,
2011).

O cisto dentigero € considerado o segundo tipo mais comum de cisto
odontogénico e, geralmente se origina ao redor do dente permanente nao irrompido.
Apesar da maioria dos cistos dentigeros ser considerada como de desenvolvimento
em sua origem, h& alguns exemplos que parecem apresentar patogénese
inflamatdria, quando ocorre ao redor da coroa de um dente permanente incluso, em
decorréncia da inflamacao periapical de um dente deciduo sobrejacente (SANDHU
et al.,, 2010). Além disso, ele ocorre na denticdo permanente especialmente em
associacdo com terceiros molares e caninos maxilares que, muitas vezes,
permanecem impactados (CAKARER et al., 2011).

2 CISTO RADICULAR

O cisto radicular pode ser definido como uma lesdo situada na regido
periradicular de um dente desvitalizado, caracterizada pela formagdo de uma
cavidade patologica, circundada por epitélio, e uma cépsula constituida por tecido
conjuntivo, encerrando em seu interior um material fluido ou semissolido (SAUAIA et
al., 2000).

Estudos epidemiolégicos mostram que o cisto radicular representa a
entidade patologica encontrada com maior frequéncia (GROSSMAN et al., 2007;
SOUZA et al., 2010), com predominancia pelo sexo masculino (AVELAR et al., 2009;
PROCKT et al., 2008;EL-GEHANI et al., 2009; JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006). A
prevaléncia desta lesdo ocorre na terceira década de vida (BORGES et al., 2012;
SOUZA et al, 2010; AVELAR et al., 2009; SHARIFIAN; KHALILI., 2011,
OCHSENIUS et al., 2007) sendo a localizagdo mais frequente a maxila
(SELVAMANI; DONOGHUE; BASANDI, 2012; GROSSMAN et al., 2007; JONES,;
CRAIG; FRANKLIN, 2006).
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Os cistos radiculares, geralmente, sdo assintomaticos, descobertos
muitas vezes apenas pelas radiografias, mas podem atingir grandes dimensdes, em
consequéncia de infeccbes, da falta de sintomatologia e evidéncias clinicas
(MARTINS FILHO et al., 2009; SOARES; SANTOS; SILVEIRA, 2006).

Em geral, os cistos radiculares sao origindrios de um granuloma
periapical com epitélio pré-existente, o qual constitui um foco de tecido de
granulacdo cronicamente inflamado no apice de um dente. Por outro lado, a
formacdo dos granulomas dentarios ocorre em consequéncia da penetracdo de
agentes infecciosos bacterianos e irritantes do peridpice dental, que proporcionam
aumento de fibroblastos, fibrilas colagenas, células endoteliais e capilares
(FREITAS; ROSA; SOUSA, 2000). Ambos se classificam como lesfes periapicais
cronicas, cuja formacédo envolve a ativacdo da resposta imunoldgica e a reabsorcao

do osso alveolar ao redor do apice do dente envolvido (FUKADA et al., 2009).

Durante o periodo de deposi¢do da dentina radicular, os restos epiteliais
de Malassez resultam da apoptose incompleta sofrida pela bainha epitelial de
Hertwig durante a rizogénese, permanecendo no ligamento periodontal até o
recebimento de um estimulo proliferativo, com possibilidade de desenvolver cistos
radiculares. A presenca e acao de citocinas inflamatérias parecem estimular a
divisdo dessas células epiteliais, bem como a reabsorcdo do osso adjacente (RUIZ
et al., 2003). Em decorréncia de um estimulo crénico de baixa intensidade,
desencadeado pelas bactérias e seus produtos, é condicionado ao organismo o fato
de tentar inibir o crescimento da agressdo e, desta forma, manté-la confinada a
regiao periapical (VIER; FIGUEIREDO, 2002).

Alguns autores descrevem diversas teorias para explicar a formacéo da
cavidade cistica. Segundo Lin, Huang e Rosenberg (2007) existem trés teorias que
explicam a formacdo dos cistos radiculares: a primeira é a teoria da deficiéncia
nutricional, em que por meio de um estimulo inflamatorio, ocorre uma proliferagéo
epitelial na regido, e as células mais centrais sofrem necrose, formando a cavidade
cistica. Outra teoria defende que a proliferacao celular € consequéncia da formacéo
de um abscesso, formando corddes que o revestem. A terceira teoria afirma que a
formacdo de corddes de tecido epitelial ocorre devido a proliferacdo dos restos

epiteliais de Malassez, que se fusionam, originando a cavidade cistica. A
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descamacdo de restos celulares conduz a um aumento do contetdo proteico no

interior da cavidade, levando a entrada de liquido e consequente expansao da leséo.

A expansédo da cavidade cistica ndo € consequéncia apenas do aumento
da pressdo osmoética. Devem ser considerados aspectos importantes, como as
propriedades do epitélio cistico, da matriz extracelular e dos componentes das
reacoes imunoinflamatorias (PIATTELLI et al.,, 2004). Um estudo realizado por
MUGLALI et al. (2008) avaliou o nivel das citocinas e quimiocinas no fluido dos
cistos radiculares e residuais, tendo sido constatado que o fluido dos cistos
radiculares possui uma maior concentracdo de IL-1a, TNF-a, MCP-1 e RANTES
gquando comparado com o0s cistos residuais. Estas citocinas estdo envolvidas na
expansao cistica por isso evidenciou-se que apesar de possuirem origens
semelhantes, os cistos radiculares possuem uma maior capacidade de expansao
que os cistos residuais e que se o cisto radicular for inadvertidamente deixado apos
uma extracao, certo grau de inflamagéo pode permanecer e desta forma contribuir

para a expansao cistica.

Outro fator importante para o crescimento e expansdo da lesao cistica é
a participacao das metaloproteinases da matriz (MMPSs) : as colagenases (MMP-1, -8
e -13); gelatinases (MMP-2 e -9), também conhecidas como colagenases do tipo 1V,
estromelisinas (MMP-3, -10 e -11), além de outras (KUMAMOTO et al., 2003).
Estudo de Silveira et al. (2007) avaliou a expressao imuno-histoquimica das MMPs -
1, -2 e -9 em cistos radiculares, residuais, dentigeros e ceratocistos. Esse estudo
concluiu que o mecanismo de expansao dos cistos estudados pode ser influenciado,
e até mesmo conduzido, pela secre¢éo das metaloproteinases da matriz (que podem
estar sendo liberadas tanto pelo componente epitelial como por células

mesenquimais).

Na sua maioria, 0os cistos radiculares sao revestidos completamente ou
em parte por epitélio estratificado escamoso nao ceratinizado (SHEAR; SPEIGHT,
2011). Este epitélio pode conter exocitose, espongiose ou hiperplasia . A capsula do
cisto radicular consiste em tecido conjuntivo fibroso denso, muitas vezes com
infiltrado inflamatério contendo linfocitos variaveis, permeados por neutrofilos,

plasmacitos, histiocitos e, raramente, mastocitos e eosinoéfilos (NEVILLE, 2009).
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Varios estudos defendem a inviabilidade do diagndstico radiografico para
diferenciacéo de lesBes periapicais. A imagem radiografica tem carater sugestivo de
diagnéstico. Apenas 0s exames histopatolégicos sdo conclusivos para o
estabelecimento de um diagndstico definitivo (VIER; FIGUEIREDO, 2000).

O tratamento dos cistos radiculares pode ser realizado através do
tratamento endodéntico, que é a forma conservadora, ou, em alguns casos,
cirurgicamente (MARTINS FILHO et al., 2009). A escolha do tratamento depende de
alguns fatores: tamanho da lesao, relacdo com estruturas nobres, origem e evolucéo
da lesdo. O tratamento endodontico dos cistos radiculares envolve o tratamento
conservador realizado pelo preparo biomecénico dos canais radiculares e o
tratamento cirdrgico, que inclui a exérese total ou parcial da lesdo. Quando o
tratamento cirargico € realizado, este pode ocorrer primeiramente através da
descompressao e/ou marsupializagdo da lesao e, posteriormente, sua enucleacéo,
ou diretamente pela enucleacao total da lesdo. O tratamento cirurgico é geralmente
sugerido nos casos de situacdes nas quais ocorrem extensas lesdes (RIBEIRO JR.

et al., 2004).

Por outro lado, a marsupializacdo seguida de enucleacdo expressa
diversas vantagens quando comparada ao tratamento cirdrgico radical, dentre as
quais a maior preservacao dos tecidos orais e estruturas anatdbmicas e a eliminacao
de grandes procedimentos cirargicos, que apresentam menores indices de recidiva,
mas que podem estar associados a defeitos faciais de dificil resolucao
(FIGUEIREDO, 2011).

Alguns autores defendem o tratamento de cistos radiculares de grandes
dimensdes por via do tratamento endodbéntico, realizado com o auxilio de
microscopia eletrénica, associada a laserterapia (MOTTA JUNIOR; FIDEL; FIDEL,
2009). Outros sugerem como tratamento de cistos de grandes dimensdes a
descompressao cistica feita com o emprego de um dreno na regiao
bucomaxilofacial, seguida do tratamento endodéntico. O procedimento promove a

reducao da lesédo, evitando cirurgias extensas (VASCONCELOS et al., 2012).
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2.1 Inflamacéo x cisto radicular

Quando o organismo se depara com um dano tecidual, a resposta
inflamatdria é a primeira linha de defesa. E um processo que envolve componentes
vasculares, celulares e uma diversidade de substancias sollUveis. O processo
inflamatoério tem por finalidade remover o estimulo que induziu a inflamacgéo e dar
inicio a recuperacao tecidual. Pode ocorrer no tecido conjuntivo vascularizado,
incluindo plasma, células circulantes, vasos sanguineos e constituintes
extracelulares do tecido conjuntivo. No tecido conjuntivo, a matriz extracelular é
composta de proteinas fibrosas estruturais (colageno e elastina), glicoproteinas
aderentes (fibronectina, laminina, colageno, tenascinas e outras) e proteoglicanas,
que proporcionam um arcaboucgo fisico para sustentacdo da estrutura tecidual
(CRUVINEL et al., 2010; HEHN, 2011).

Nos cistos odontogénicos diferentes células e mediadores inflamatorios
estdo envolvidos na sua formacgédo e desenvolvimento. Tanto a defesa humoral e
celular quanto os eventos bioquimicos e celulares da inflamacédo assim como 0s
moduladores da matriz extracelular contribuem para o desenvolvimento de lesbes

cronicas dos tipos granuloma e cisto radicular (SANTOS et al., 2009).

A inflamacdo cronica, em geral, é ocasionada pela presenca de um
estimulo téxico persistente. O processo inflamatdrio € objeto de alteracdes
qualitativas, caracterizadas por mudancas progressivas nos elementos celulares e
soluveis que infiltram o tecido. As células imunocompetentes, macrofagos,
fibroblastos e a imunidade adquirida estdo envolvidos neste processo (HEHN, 2011).
Alguns estudos investigaram o0s tipos celulares presentes em granulomas
periapicais: Babal et al.,, (1987), identificaram, com o uso de anticorpos
monoclonais, a natureza e a distribuicdo dos componentes celulares neste tipo de
lesdo. Constataram uma predominancia de linfécitos e um numero variavel de
fibroblastos, macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares. Piantelli et al. (1991)
avaliaram por meio da microscopia eletrbnica as células presentes nos granulomas
periapicais e verificaram que mondcitos/macrofagos, linfocitos e células plasmaticas
foram predominantes. Bracks (2012) por sua vez, estudou a distribuicdo quantitativa

de mastdcitos e macréfagos em lesBes perirradiculares inflamatorias (cistos e
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granulomas), e observou que nestas lesbes a presenca de mastocitos foi mais
marcante nas areas de exocitose e de inflamacgéo superficial intensa, e que nao
houve diferenca com relacédo a frequéncia de mastocitos e macrofagos nas regides

superficiais e profundas das lesoes.

Os macrofagos participam predominantemente na inflamacgéo crénica.
Originam-se dos mondcitos que constituem de 3% a 8% dos leucdcitos circulantes, e
estdo presentes no tecido conjuntivo ou parénquima dos oOrgaos. Além dos
macrofagos, os mondcitos também originam células dendriticas mieloides. Por outro
lado, os macréfagos sdo células capazes de produzir substancias que participam
nas funcbes de defesa e reparos de tecidos (producédo de colagenase), na defesa
imunologica contra infecgcdes e tumores e na producdo de citocinas, fatores de
crescimento e angiogénese. Sua permanéncia nos tecidos pode variar de meses a
anos. Participam da imunidade inata, processam e apresentam antigenos via
moléculas de MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade), estimulando,
desta forma, os linfocitos T (CRUVINEL et al., 2010; RAPPOLEE et al., 1988).

Os linfocitos originam-se na medula 6ssea a partir de uma célula
precursora pluripotencial hematopoiética. Subdividem-se em linfocitos T e linfocitos
B. A maturacdo dos linfocitos B ocorre no figado fetal e posteriormente na medula
0ssea. Os linfécitos B, quando ativados por antigenos, se transformam em células
plasmaticas que secretam imunoglobulinas, responsaveis pela imunidade humoral,
atuando contra bactérias extracelulares. Os linfécitos T, apds sua ativacao, secretam
citocinas e sdo responsaveis pela imunidade celular atuando principalmente contra
patogenos intracelulares. Os linfécitos T e B, através de mediadores quimicos e
citocinas, migram para as regides inflamadas exibindo uma relacao de reciprocidade
com os macrofagos na inflamacéo crénica (ROBLETO, 2009; MESQUITA JUNIOR,
D et al., 2010).
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3. CISTO DENTIGERO

O cisto dentigero é um cisto odontogénico associado a coroa de um
dente permanente ndo irrompido (THOSAPORN; IAMAROON; PONGSIRIWETS,
2004).Em geral, comporta-se de forma assintomatica, ndo apresentando desconforto
ao paciente, exceto quando ocorre a exacerbacao inflamatéria, sendo descoberto
muitas vezes apenas pelo exame radiografico (PASSI et al., 2008; FREITAS et al.,
2006).

Segundo estudos epidemioldgicos, o cisto dentigero é o segundo cisto
mais comumente encontrado na cavidade oral (GROSSMAN, et al., 2007; SOUZA et
al., 2010), possuindo uma predominancia pelo sexo masculino (OCHENIUS et al.,
2007; JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006), incidéncia mais elevada na segunda
década de vida (SELVAMANI; DONOGHUE; BASANDI, 2012; PROCKT et al., 2008)
e localizacdo predominante na mandibula (AVELAR et al., 2009; JONES; CRAIG;
FRANKLIN, 2006).

Os cistos dentigeros originam-se do epitélio folicular e é frequentemente
sugerido que estes se desenvolvem durante diferentes estagios da formacéo
dentaria. Tais cistos surgem precocemente durante a odontogénese, gerados pela
degeneracdo do reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte, o que poderia acarretar
hipoplasia do esmalte do dente envolvido. Outra possibilidade € o desenvolvimento
do cisto ocorrer apds a completa formacgédo da coroa, quando sucede o acumulo de
liquido entre a coroa e o epitélio reduzido do esmalte (AL-TALABANI; SMITH, 1980).
Alguns autores citam uma origem inflamatéria para o cisto dentigero, que seria
relacionado a processos infecciosos que envolveriam o dente deciduo antecessor
(SILVEIRA et al.,2009; AGUILO et al.,1998).

Histologicamente, o cisto dentigero se mostra com uma capsula de
tecido conjuntivo frouxamente arranjado e com pequenas ilhas ou corddes de
epitélio odontogénico. O revestimento da cavidade cistica possui de duas a quatro
camadas de células ndo queratinizadas com uma interface epitélio —conjuntivo plana

(WALDRON et al., 2002).Na capsula pode ser encontrado um infiltrado inflamatério
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do tipo mononuclear e, ocasionalmente, alguns polimorfonucleares. Segundo a
literatura, o cisto dentigero inflamatério é caracterizado pela presenca do epitélio
proliferativo e exsudato inflamatorio (AGUILO et al.,1998).

Exibe-se radiograficamente com uma radiolucéncia bem definida
circundando a coroa de um dente incluso, muitas vezes com uma borda esclerotica
(KALASKAR; TIKU; DAMLE, 2007). Entdo, € comum ser encontrada reabsorcao
radicular no dente que se encontra na regiao da lesdo (FREITAS et al., 2006).

A remocdo do dente associado e a enucleacdo da lesdo sao
consideradas terapias definitivas no cisto dentigero. Por outro lado, cistos dentigeros
de grandes dimensbes podem necessitar de uma descompressao ou
marsupializacdo para promover uma diminui¢do da leséo e, desta forma, tornar mais
seguro o procedimento cirargico a ser realizado posteriormente (KARAMMANIS et
al., 2006). Cakarer et al., 2011 mostraram em seu estudo uma paciente de 17 anos
portadora de um grande cisto dentigero mandibular associado a um terceiro molar
ndo erupcionado. O tratamento realizado foi a descompresséo e a enucleacédo apos
seis meses. Neste caso, a abordagem conservadora permitiu que a formacao 6ssea
ocorresse sem a utilizacdo de quaisquer materiais de enxerto, permitindo a
colocacdo posterior de implantes dentarios. Por outro lado, algumas raras
complicagcbes podem ocorrer pela presenca dos cistos dentigeros: o0s cistos
maxilares podem deslocar-se e destruir o antromaxilar e cavidade nasal ou os cistos
mandibulares podem causar parestesia no nervo alveolar inferior (MOTAMEDI et al.,
2005).
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4. PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacao celular pode ser definida como o aumento do niamero de
células resultantes da finalizacdo do ciclo celular. E controlada pela diferenciacéo
celular que constitui um processo biolégico complexo e vital (SCOOT, 1997; LEVINE
et al., 1994).Numerosos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo crescimento,
cicatrizacdo, reparo, hipertrofia, hiperplasia e desenvolvimento de tumores, estédo
relacionados com a proliferacdo celular. Sendo, o0s estudos nesta area

extremamente relevantes (KUMAR et al., 2005).

O crescimento e a diviséo celular de células somaticas dependem de uma
série complexa de rea¢des bioquimicas que ocorrem em um periodo de 24 a 48
horas, denominado ciclo celular. Este engloba uma cascata de eventos,
processados de maneira ordenada, assegurando a duplicacéo fiel dos componentes
celulares em uma sequéncia logica e a divisdo destes componentes em duas células
filhas. O ciclo celular € composto de quatro fases: o periodo antes da sintese de
DNA (G1), a fase de sintese de DNA (S), o periodo depois da replicacdo de DNA
(G2) e a fase mitética, que culmina com a divisdo celular. O inicio do ciclo depende
de um estimulo, pois a célula se encontra em repouso (GO0) e precisa ser estimulada
por fatores de crescimento (PDGF, EGF, INSULINA), horménios esteroides e
citocinas produzidas por elas mesmas ou células ao redor (GARAY et al., 2003;
PINHO, 1999).

Para a avaliagdo do crescimento e proliferacéo celular, séo utilizados os
marcadores de proliferacdo celular, que asseguram, ndo s60 uma medida mais
acurada da quantidade de células em proliferacdo, como também a possibilidade de
investigacdo prognaostica das neoplasias humanas, de maneira simplificada e répida
(ROCHA et al., 2007).
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4.1 Ki -67

O antigeno Ki-67 é uma proteina humana localizada no nucleo com
expressdo associada a células em proliferacdo, ou seja, ausente em células
quiescentes (GUEDES et al., 1984). E um antigeno nuclear ndo histona que faz
parte da estrutura proteica, conhecida como suporte cromossOmico. Sua expressao
€ determinada pelo gene situado no locus 10925 e ocorre no final da fase G1, em S,
G2 e M (FONATSCH et al. ,1991). Ele reconhece um antigeno que estd associado
ao nucleo celular e que, em células continuamente em proliferacéo, € expresso em

todas as fases do ciclo celular, exceto em GO (GUEDES et al., 1984).

Sua utilizacdo em técnicas imuno-histoquimicas, aliando simplicidade,
facilidade de manuseio pelos patologistas e amplo uso para diagndstico, favorece
inumeros estudos, correlacionando os resultados obtidos a gradacao e progndstico
das neoplasias (ARISAWA et al., 1999).

O Ki-67 € amplamente utilizado para avaliar o potencial proliferativo de
células saudaveis, assim como de lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas (GULER et
al., 2012). Alguns trabalhos indicaram a superioridade do Ki-67 como marcador de
proliferacédo celular, por n&o receber tantas influéncias de fatores externos e internos
(VIEIRA et al., 2009).

Ramalho et al. (2000) realizaram um trabalho de expressdao imuno-
histoquimica da Ciclina D1, Ki-67 e PCNA em carcinomas espinocelulares de boca.
Compararam os trés anticorpos, tendo concluido ser o Ki-67 o melhor anticorpo para
material rotineiramente processado, pois proporcionou melhor qualidade de
marcacao, com padréo granular e intensidade variavel entre células do mesmo
tumor. Além disso, segundo eles, existiu a auséncia completa de coloracdes

inespecificas, outra vantagem adicional conferida ao Ki-67.

AYOUB et al. (2011) ,verificou a imuno-expressdo de Ki-67 em cistos
radiculares e ceratocistos. Concluiu que a natureza benigna de cistos radiculares e o
comportamento agressivo dos ceratocistos poderiam ser explicados por meio da
expresséo de Ki-67 e que ele pode ser um marcador de proliferacao celular valioso

para a melhor entendimento do comportamento biologico das lesdes cisticas.
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4.2 Membrana basal

A membrana basal é uma delgada lamina de matriz extracelular que
reveste células nervosas, adiposas e musculares, além de separar células epiteliais
do tecido conjuntivo subjacente (DELLA COLLETA et al., 1994; GONZALEZ et al.,
1994).

7

A matriz extracelular é uma estrutura constituida por proteinas e
polissacarideos, que sao secretados localmente e distribuidos em uma extensa rede
organizada, associada a superficie celular. Na interface do epitélio com o tecido
conjuntivo, a matriz € chamada de lamina ou membrana basal, uma cobertura fina,
porém resistente, que possui importante papel no controle do comportamento celular
(ALBERTS, 2004).

Na sua composicado, estdo presentes proteinas, como o colageno tipo IV,
heparam-sulfato, fibronectina, entactina e a laminina (ENGBRING; KLEINMAN,
2003). Dentre estes, o colageno tipo IV e a laminina despertam bastante interesse
na patogénese das lesGes periapicais, visto que podem desempenhar diversas
funcdes, tais como: adesdo celular, migracdo, atividade proteolitica, proliferacéo
celular, crescimento tumoral e metastases (ENGBRING; KLEINMAN, 2003).

As lamininas fazem parte de uma familia de glicoproteinas que formam
uma porcéo integral da rede de suporte da membrana basal em quase todos os
tecidos animais e de matrizes extracelulares encontradas entre camadas celulares.
Contribuem na montagem da membrana basal, resultando em uma arquitetura
supramolecular (COLOGNATO; URCHENCO, 2000; LEBLEU, 2007).

A laminina-1 (laminina classica) é a proteina ndo colagénica mais abundante
presente na membrana basal. Composta de trés cadeias polipeptidicas muito longas (alfa, beta
e gama), organizadas na forma de uma cruz assimétrica e unidas por pontes dissulfidricas.
Varias isoformas de cada tipo de cadeia podem associar-se de variadas combinagfes para
formar uma grande familia de lamininas. Como muitas outras proteinas da matriz extracelular,
as lamininas nas membranas basais consistem de varios dominios funcionais. Uns ligam-se a
percalana, outros ao nidogénio e dois ou mais a proteinas receptoras de laminina, na superficie
da célula (ALBERTS et al., 2004; BARNERJEE et al., 2012).
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E uma glicoproteina presente na membrana basal, com funcées
especificas, dentre as quais se destaca a adesividade. Sabe-se que as células
tumorais se ligam a membrana basal, através de receptores para laminina e,
posteriormente, sado estimuladas a produzir metaloproteinases, iniciando, assim, a
fragmentacdo e degradacdo da membrana. Essas caracteristicas reforcam os
estudos imuno-histoquimicos sobre o0s componentes da membrana basal,
relacionados com o crescimento da loja cistica (SOUZA et al., 2007; ZUCCCARI et
al., 2011).

A laminina regula uma variedade de fenémenos bioldgicos, incluindo
fixacdo, crescimento, morfologia e migracao celular. Certos tipos de células normais
e neoplasicas contém locais de ligacdo de alta afinidade pela laminina (LIOTTA,
1984).

Alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de observar o padréo
de distribuicdo da laminina na membrana basal em cistos odontogénicos por meio
de uso de anticorpos primarios. Nos cistos radiculares, a intensidade da
imunomarcacédo para laminina mostrou-se moderada e intensa, com um padréo de
marcacgao ininterrupto. Por outro lado, nos cistos dentigeros, a intensidade da
imunomarcacdo se exibiu fraca (OLIVEIRA et al, 2002; POOMSAWAT,
PUNYASING; WEERAPRADIST, 2006).

Outro estudo realizado por Ayoub et al. (2011) utilizou 0 mesmo anticorpo
para avaliar 13 cistos radiculares e 12 ceratocistos, constatando que 76.9% dos

cistos radiculares foram positivos para a marcac¢ao imuno-histoquimica para laminina.

O colageno tipo IV € uma proteina de alto peso molecular, formado por
duas cadeias polipeptidicas, alfa 1 e alfa 2, unidas numa s6 molécula tri-helicoidal,
que se dispde em forma de rede (ALBERTS et al., 2004). Por sua vez, ele também
pode fornecer condicbes adequadas para o crescimento e diferenciacao de diversos
tipos celulares, como, por exemplo, os epitélios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). E
uma proteina fibrosa que forma a parte principal da membrana basal, onde os outros

componentes da matriz sdo montados .(LIOTA.,1984).

Um trabalho realizado por Oliveira et al., ( 2002) avaliou o padréo de

distribuicAo do colageno tipo IV em cistos odontogénicos: cistos radiculares,
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ceratocistos e cistos dentigeros. A imunorreatividade mostrou regularidade quanto a
espessura da marcacao linear em zona subepitelial, tendo se mostrado em todos,
como uma linha delgada, com excecdo de dois cistos dentigeros que se
apresentaram com algumas areas espessas. Ja na relacdo de continuidade da
marcacao linear, os cistos radiculares exibiram continuidade em cinco espécimes, 0s

dentigeros em quatro e nenhum dos ceratocistos exibiu esta continuidade.
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5. OBJETIVOS

5.1 Geral

Avaliar a relagéo do infiltrado inflamatério mononuclear com a expressao
de marcador de proliferacdo celular Ki-67 e das proteinas da membrana basal e

matriz extracelular nos cistos radiculares.

5.2 Especificos

- Diferenciar os cistos radiculares quanto ao processo inflamatério.

- Verificar a expressdo do marcador de proliferacdo celular Ki-67 no
epitélio dos cistos radiculares levemente inflamados e intensamente

inflamados e cistos dentigeros (ndo inflamados).

- Verificar a expressao de colageno IV e laminina na membrana basal
dos cistos radiculares levemente inflamados e intensamente inflamados

e cistos dentigeros (ndo inflamados).

- Verificar a expressao de colageno IV na matriz extracelular dos cistos
radiculares levemente inflamados e intensamente inflamados e

dentigeros (ndo inflamados).



6. METODOLOGIA

6.1 Materiais

Reagentes, corantes e anticorpos
v Formol, Sigma.
v'Hematoxilina, Merck.
v Eosina, Merck.
v Ki 67 (Dako®)
v" Anticolageno IV (DBS®)
v Antilaminina(DBS®)
v Diaminobenzidina (DABI)(Dako®,EUA).

Equipamentos
v’ Balanca digital de precisdo, Gehaka®.
v Micrétomo.
v Microscopio binocular, Nikon®.
v Processador automatico (A/T 2000M), Airtechniques, inc®.
v Petelik ( Dako®).

Materiais diversos
v’ Pipetas automaticas
v Becker de 10 mL.
v Gazes
v Laminas silanizadas
v Laminas histolégicas
v’ Laminulas

v’ Parafina para preparac¢@es histologicas

28
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6.2 Amostra

Este € um estudo retrospectivo, quantitativo e observacional. A amostra
foi oriunda dos casos cadastrados e arquivados no servico de Biopsia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal, da Faculdade de Medicina (FAMED) e
do Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem, ambos da Universidade Federal do Ceara.

Foi realizada uma busca ativa das laminas histolégicas e da descricao
dos laudos histopatolégicos desses casos para delineamento da amostra. Os casos
previamente selecionados foram revisados por dois patologistas orais para
verificagdo da qualidade de fixagcdo e processamento do espécime, além da

integridade dos blocos de parafina.

A amostra foi composta por 35 (trinta e cinco) casos, sendo definida
como de conveniéncia. Este tipo de amostra € formada por elementos que o
pesquisador reuniu simplesmente porque dispunha deles. Sdo comuns na area de
saude, em que se fazem pesquisas com pacientes de uma soO clinica ou de um
hospital (GUIMARAES., 2008).

A presenca e a intensidade do infiltrado inflamatorio
histiolinfoplasmocitario, e a preservacao total ou parcial do epitélio de revestimento
da cavidade cistica foram os parametros histolégicos utilizados para a determinacéo
dos grupos. Os cistos radiculares intensamente inflamados e cistos radiculares
levemente inflamados formaram os dois grupos teste. E os cistos dentigeros sem
nenhuma evidéncia de inflamacdo na capsula foram utilizados como grupo de
comparacao por ser um cisto indolente, com crescimento lento (VAZ et al., 2010).
Foram excluidos do estudo os casos de impossibilidade de localizacdo do bloco de
parafina. Casos em que a reagdo de imuno-histoquimica foi comprometida em
consequéncia da falta de qualidade ou falhas de armazenamento dos blocos de

parafina também foram descartados.
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6.3 Protocolo experimental

Apos revisao histologica, os grupos ficaram assim estabelecidos:

Grupo | - composto por cistos radiculares exibindo moderada ou intensa
inflamacéo na capsula e designado Grupo cisto radicular intensamente inflamado
com o n=17. Na parede do cisto foi verificada presenca de densos aglomerados de
células inflamatérias histiolinfoplasmocitarias em meio a numerosos vasos
sanguineos ectasicos e/ou neoformados, por vezes com macréfagos espumosos e
corpusculos de Russel. Estes achados se distribuiam, predominantemente, na
regido subepitelial e se estendiam para o cérion profundo.

Grupo Il - representado por cistos radiculares com discreta inflamacéo na
capsula e designado Grupo cisto radicular levemente inflamado com o n=9. A
capsula cistica era constituida por tecido conjuntivo fibroso exibindo raros vasos
sanguineos e raras células inflamatérias histiolinfoplasmocitarias dispersas
localizadas na regido subepitelial.

Grupo Il - constituido e designado Grupo cisto dentigero com o n=9.
Estes cistos eram representados por parede revestida por epitélio escamoso
constituido por poucas camadas celulares sob o qual havia cérion fibroso com
auséncia de elementos inflamatérios (SHEAR, M.; SPEIGHT, P. M. 2011).N&o foram

considerados diagnésticos de cistos dentigeros inflamados nem cistos foliculares.

6.4 Estudo imuno-histoquimico

Técnica de imuno-histoquimica

Os ensaios imuno-histoquimicos foram realizados em cortes histoldgicos
de 3um de espessura, dispostos em laminas microscopicas silanizadas seguindo-se
a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase. Os anticorpos primarios foram
utilizados com as seguintes diluigdes: Ki-67(Dako®) (1:50), laminina (DBS®) (1:20) e
anticolageno 1V (DBS®) (1:40). As laminas foram incubadas em estufa a 70°C por
trés horas e, apds este periodo, foram desparafinizadas em xilol e gradiente de
alcool. Primeiramente, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase
enddgena por incubacdo com solucéo de perdxido de hidrogénio (solugdo aquosa de
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H,0, a 10V), por quatro ciclos de cinco minutos. A recuperagao antigénica para 0s
anticorpos Ki 67 e anti-colageno tipo IV foi realizada em banho maria (Petelik
Dako®) , durante trinta minutos, imersos em tampao citrato 0,01 mL, com pH 6,0. Ja
o anticorpo antilaminina foi submetido a digestao proteolitica com proteinase k a 5%
por 60 minutos e sob a temperatura de 37°C. Os anticorpos primarios (Ki-67 / LAM-
89/ anticolageno IV) foram incubados por 12 horas a 4°C em camara Umida. Foi
adicionado o anticorpo secundario biotinilado seguido do complexo strepto-avidina-
biotina-peroxidase, sendo revelado com o cromogeno diaminobenzidina (DAB)
(Dako®,EUA) tendo o peroxido de hidrogénio como substrato. Apés a revelacao, as
laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harrys. Foram utilizados como
controle interno positivo para as reacdes de colageno tipo IV e da laminina, a
imunomarcacdo em membrana basal dos vasos sanguineos e como controle externo
espécimes de granuloma piogénico. Para as rea¢fes imuno-histoquimicas com Ki
67, foram empregadas espécimes de carcinoma de células escamosas
moderadamente diferenciado como controle externo. No controle negativo foi

utilizado o mesmo tecido de cada reacao, sendo suprimido o anticorpo primario.

Andlise histoldgica da expressao imuno-histoquimica do Ki 67

Para analise da proliferacdo celular, foram consideradas positivas todas
as células que exibiram marcacdo nuclear para o0 anticorpo Ki-67,
independentemente da intensidade da marcacdo, contadas em dez campos em
aumento de 400X (KRUSE-LOSLER et al., 2006). O procedimento de contagem foi
feito por um observador em dias diferentes, utilizando-se de um microscopio éptico
OLYMPUS. Para a andlise da imunomarcacdo, sob aumento total de 400x, foram
capturadas imagens em dez campos de cada um dos casos, por meio de maquina
fotogréafica digital SONY 10.1 megapixels (Sony Corporation-Tokyo, Japan). As
imagens obtidas foram analisadas, por meio do programa Image J (Image and
Processing Analysis in Java- Rasband, W.S., ImageJ, National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2004) (Figura 1), por um sé

observador, em momentos distintos. Em seguida foi realizada uma média dos

campos marcados a partir de uma unidade da amostra e posteriormente uma media

para cada grupo identificado.


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Figura 1: Fotomicrografia mostrando o revestimento epitelial de cisto radicular com células marcadas
com Ki-67 e evidenciadas pelo programa Image J. (HE 400X).
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Andélise histolégica da expressdo imuno-histoquimica da laminina

A andlise da expressdo imuno-histoquimica do componente laminina da
membrana basal de cistos radiculares levemente inflamados(CRLI), cistos
radiculares intensamente inflamados(CRIl) e cistos dentigeros(CD) foi realizada
utilizando-se microscépio O6ptico. Foi adotado o método semiquantitativo para
graduacéo da intensidade de marcacdo bem como da integridade da expressao da
laminina na membrana basal, de acordo com a metodologia adaptada de
SHINOHARA et al. (1996) e KANANNAN et al. (1994). A intensidade de marcacao

foi graduada como negativo (0), discreta (1) e moderada (2).
Andlise histolégica da expressao imuno-histoquimica do colageno IV

O padréo de expresséao e distribuicdo imuno-histoquimica do componente da
matriz extracelular colageno IV nas seccdes de todos os casos de cistos radiculares
levemente inflamados, cistos radiculares intensamente inflamados e cistos
dentigeros foram realizados utilizando-se a microscopia éptica, tanto em membranas

basais como em meio a matriz extracelular intersticial. Para a analise da expressao



33

imuno-histoquimica em membranas basais, foram considerados os parametros:
intensidade e padrdo de marcacao. Para o parametro intensidade, os casos foram
categorizados em: imunorreatividade positiva moderada (2), imunorreatividade
positiva fraca (1) e imunorreatividade negativa (0). E para o parametro padrao de
marcacao, foram utilizadas as seguintes categorias: imunorreatividade continua e
imunorreatividade descontinua (SOUSA et al., 2007).

Tabela 1: ParAmetros de analise microscépica utilizados na Lamina

Intensidade

Moderada (2)
Membrana basal

Discreta (1)

Negativo (0)

Fonte: Adaptado de SHINOHARA et al. (1996) e KANNAN et al. (1994).

Tabela 2: Parametros de analise microscoépica utilizados no colageno tipo IV

Intensidade

Moderada (2)

Fraca (1)

Membrana basal Negativo (0)

Padrdo de marcacéao

Continua (1)

Descontinua (0)

Intensidade

Matriz extracelular Moderada (2)

intersticial Fraca (1)

Negativa (0)

Fonte: Adaptado de SOUZA et al. (2007).
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6.5 Analise estatistica

Como os dados clinicopatologicos sé@o variaveis qualitativas nominais, a
Estatistica descritiva compreendeu a determinacdo das frequéncias absolutas e
relativas (%). O teste ANOVA/Tukey foi utilizado para comparar as médias de células
marcadas por Ki-67 (expressos em forma de médiatEPM) e o teste de Kruskall-
Wallis/Dunn para comparacao dos escores de marcagdo imunohistoquimica da
laminina e do colageno tipo IV (expressos em forma de mediana (minima, maxima).
O nivel de significancia foi estabelecido em 5%, sendo, pois, considerado como
estatisticamente significante um valor p menor que 0,05 (GraphPad Prism® versao
5.00 para Windows®, GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA, 2007).

6.6 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido para analise do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara

(UFC) sendo aprovado sob protocolo n°. 290/10.

7. RESULTADOS
7.1 Imuno-histoquimica

A imunomarcacao do epitélio com Ki-67 mostrou que a média do grupo
CRIl (cisto radicular intensamente inflamado) foi de 10.0+1.3 e do CD(cisto
dentigero) 5.4+0.9. Ja o grupo CRLI (cisto radicular levemente inflamado) expressou
meédia de 16.8+3.1, portanto um numero superior de células marcadas no epitélio de
revestimento cistico do grupo do CRLI foi identificado, com significancia estatistica,

em relacdo aos demais grupos (p<0.05, teste ANOVA/Tukey) (Tabela 3, Figura 2)
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Relativamente a preservacdo da membrana basal do epitélio cistico, foi
demonstrado que, no grupo dos cistos radiculares levemente inflamados, a mesma
estava mais preservada, quando comparada com a do grupo dos cistos radiculares
intensamente inflamados, com bastante descontinuidade visualizada pela marcacgéo
multifocal do colageno tipo IV. Por vezes, neste Ultimo grupo, o epitélio se exibiu
descamado e em lise. Inclusive, um caso de cisto radicular intensamente inflamado

estava totalmente destituido de revestimento epitelial.

A intensidade de marcacdo do colageno tipo IV na membrana basal dos
trés grupos analisados mostrou-se predominantemente fraca. No grupo CRII, a
intensidade da expressdo de colageno tipo IV foi menos intensa com mediana O,
engquanto nos outros dois grupos foi 1 com diferenca estatisticamente significante do
CRII em relagcédo ao CRLI (p<0.05, Teste Kruskall-Wallis/Dunn) (Tabela 3).

Com relacdo a continuidade da imunomarcacé@o de colageno tipo IV em
membrana basal de epitélio cistico, no grupo dos cistos radiculares intensamente
inflamados, esta expressao era mais descontinua, quando comparada com o grupo
dos cistos radiculares levemente inflamados, com diferenca estatisticamente
significante entre os dois padrdes de marcagcao (p<0.05, Kruskall-Wallis/Dunn). A
imunomarcacao de membrana basal do cisto dentigero nao diferiu signiticativamente
do CRIl (p=0.1338, Kruskall-Wallis/Dunn), nem do CRLI (p=0.2465, Kruskall-
Wallis/Dunn) (Tabela 3).

No concernente a expressao de colageno tipo IV na matriz extracelular, o
cisto dentigero mostrou matriz extracelular menos intensamente marcada do que o
CRLI (p<0.05, Kruskall-Wallis/Dunn). N&o houve diferenca significante entre os dois

tipos de cistos radiculares (p=0.3667, Kruskall-Wallis/Dunn) (Tabela 3).

A marcacao da laminina em membrana basal no grupo dos CRLI foi fraca
e pontual com mediana O variando de 0 a 1 (p =0.4241, Kruskall-Wallis/Dunn). Nos
demais grupos CRIl e CD a marcacdo foi negativa. Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre os trés grupos estudados. (Tabela 3).
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Tabela 3: Intensidade e padrdo de marcacdo imuno-histoquimico de colageno IV (membrana basal e matriz
extracelular), laminina (membrana basal) e Ki-67 (epitélio cistico) de cistos radiculares e dentigeros.

Cisto Cisto
Radicular Radicular Cisto
. P-valor
Intensamente Levemente Dentigero
Inflamado Inflamado
= Membrana Intensidade 0 (0,2)* 1(1,2) 1(1,2) 0.0445
%2 Basal Continuidade 0(0,1)* 1(0,1) 0(0,1) 0.0475
[s) Matriz . .
O Extracelular Intensidade 1,2 1(1,2) 1(0,2) 0.0246
BLEg
E £ Membrana \,ionsidade 0 (0,0) 0 (0,1) 0(0,0)  0.4241
©'c Basal
S Epitélio Numero de
i Cisti células 10.0+1.3¢ 16.8+3.1 54+0.9t  0.0040
v Istico
marcadas

*p<0.05 em relagdo ao cisto radicular levemente inflamado (Kruskall-Wallis/Dunn). Dados expressos em forma de

mediana (minima, maxima).
1p<0.05 em relagédo do cisto radicular levemente inflamado (ANOVA/Tukey). Dados expressos em forma de

médiatEPM.

Figura 2: Fotomicrografia mostrando padrdo de marcacdo de Ki-67 em Cisto radicular
intensamente inflamado (A), Cisto radicular levemente inflamado (B) e Cisto dentigero (C).

IHQ Estreptavidina-biotina. Aumento de 400X.
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Figura 3 - Fotomicrografia mostrando padréo de marcagcdo de Colageno tipo IV em
membrana basal de cisto radicular intensamente inflamado (A), cisto radicular
levemente inflamado (B) e cisto dentigero (C). IHQ Estreptavidina-biotina. Aumento de
400X.

Figura 4 — Fotomicrografia mostrando fraca e pontual marcagéo de laminina em area
descamada de epitélio de cisto radicular levemente inflamado. IHQ estreptavidina-
biotina. Aumento de 400X.
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8. DISCUSSAO

A inflamag&o cronica € um fendmeno de longa duracdo, caracterizado
pela infiltracdo de macréfagos, linfocitos, plasmocitos e mondcitos. Os macréfagos
secretam uma grande quantidade de enzimas (colagenase, lipase), citocinas (IL-1,

TNF e IL-8) e fatores de crescimento (PDGF, EGF e TGF-R) que atuam ativamente
no processo inflamatdrio. Por outro lado, os linfocitos produzem as linfocinas (IFN-Y),

gue estimulam mondcitos e macréfagos. Com efeito, a presenca das enzimas
proteoliticas pode ocasionar a degradacdo do coldgeno na membrana basal e a
destruicao tecidual (BILATE, 2007; GULER, 2012).

Os dados obtidos em um estudo realizado por Ayoub et al., ( 2011) com
suporte na avaliacdo dos fatores relacionados a proliferacdo celular no epitélio de
revestimento de cistos radiculares e dentigeros demonstraram que a expressao de
Ki-67 no epitélio cistico foi maior na presenca de intenso infiltrado inflamatorio,
sugerindo que o aumento da atividade proliferativa de cistos radiculares e dentigeros
seria influenciado diretamente pela presenca da inflamacdo em diferentes
intensidades. Estes dados divergem dos resultados do presente trabalho onde a
proliferacdo do epitélio cistico foi maior no grupo de cisto radicular levemente
inflamado. Sabe-se que o cisto radicular é uma entidade inflamatoéria, portanto
infere-se que, talvez, a presenca de discreto conteudo inflamatoério seria suficiente
para estimular o crescimento epitelial através da liberacéo de fatores de crescimento
sem, contudo, agredir diretamente o epitélio, como visualizado em certos casos do

grupo de cistos radiculares intensamente inflamados.

Outro trabalho, realizado por Willoughby et al., (1986) obteve resultados
concordantes com os resultados do presente trabalho pois em lesbes inflamatérias
produzidas na mucosa bucal, constatou-se que nas lesdes inflamatorias leves
ocorreria a proliferacdo epitelial e nas lesdes inflamatorias mais intensas a
proliferacdo epitelial seria deprimida, provavelmente em razdo de danos mais

extensos ocorridos nas células progenitoras.

O cisto dentigero exibe no revestimento epitelial poucas camadas de

células. Portanto, sob o ponto de vista quantitativo, a marcagéo de Ki-67 pode ser
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inferior a outras lesdes liticas. Neste estudo, a quantidade de células marcadas foi
menor quando comparada aos outros dois grupos. Alguns trabalhos (OLIVEIRA et
al., 2011; LIMA, 2003) avaliaram, com o uso do Ki-67, o perfil da proliferacado
celular do cisto dentigero e do ceratocisto, mostrando que a taxa de proliferacao

epitelial do cisto dentigero foi bem menor quando comparada a outra entidade.

A avaliagdo da membrana basal em nosso estudo demonstrou que, no
CRLI (cisto radicular levemente inflamado), ocorre sua preservacao. Talvez este
achado decorra do fato de que o conteudo inflamatério é pequeno neste cisto e
produza pouca agressao na membrana basal, preservando a integridade do epitélio
cistico. No cisto dentigero, a intensidade de marcacdo da membrana basal foi
semelhante a do cisto radicular pouco inflamado, o que sugere a manutencdo da
membrana basal nesta lesdo, com auséncia de inflamacéo. Fortalecendo esta teoria,
foi observado nos cistos radiculares intensamente inflamados um epitélio
descamado, as vezes sem continuidade ou mesmo ausente. O trabalho realizado
por (PULHEZ., 2004) foi concordante com o nosso estudo pois observou que em
lesbes com infiltrado inflamatério mais intenso a membrana basal tendeu a
apresentar-se menos integra enquanto que lesdes com o infiltrado inflamatorio

escasso esta estrutura apresenta-se mais espessa € com marcagao mais intensa.

Soares et al., 2007 avaliou a expressao de metaloproteinases (MMPs) em
cistos radiculares com diferentes intensidades inflamatérias. Concluiu que, nos
cistos radiculares, a existéncia de processos patologicos mediados por células
inflamatodrias esta sujeita a variagcbes em sua intensidade, que pode interferir na
expressao das proteinases capazes de degradar componentes da membrana basal

e da matriz extracelular.

No cisto radicular (leve e intensamente inflamado), em nosso estudo a
intensidade de marcacdo do colageno IV na matriz extracelular foi menor quando
comparado ao cisto dentigero. Além disso, o padrdo desta marcacdo foi mais
continuo no cisto radicular pouco inflamado. Talvez a presenca das colagenases e
outras substancias, como as metaloproteinases liberadas pelo contetdo inflamatério,
possam interferir na deposicao de colageno tipo IV de acordo com a intensidade de

contetdo inflamatorio nos cistos radiculares (QUINDERE., 2008). Adicionalmente,
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ndo se pode descartar a influéncia dos diferentes niveis de inflamacao na deposicéo
de outros tipos de coldgeno. Estes achados estdo de acordo com o trabalho de
Oliveira et al., ( 2002), onde afirmam que quando o padrao de descontinuidade do
colageno tipo IV esteve presente em cistos radiculares e dentigeros, geralmente

associava-se este achado com a presenca de inflamacéao.

Com relacao a intensidade de marcacdo da laminina em membrana basal
no grupo dos cistos radiculares (leve e intensamente inflamados) a marcacao
ocorreu apenas no grupo dos cistos radiculares levemente inflamados, de forma
fraca e focal. A fraca marcacao verificada neste grupo e a auséncia de marcacéo
encontrada no grupo dos cistos radiculares intensamente inflamados podem ser
justificadas pela presenca do infiltrado inflamatdrio justa-epitelial, pois, segundo
Abrahamson, (1986), alteracdes na integridade da membrana basal poderiam
ocorrer em consequéncia da acdo de enzimas proteoliticas elaboradas por células
inflamatorias. O trabalho de OLIVEIRA et al., (2002) também confirma que dentre
os cistos radiculares avaliados, quando o infiltrado inflamat6rio (mesmo intenso)
encontrava-se distante do epitélio, a expressao de laminina era mais intensamente
marcada. Por outro lado, quando comparada ao grupo cujo infiltrado inflamatério
variava de moderado a intenso e estava localizado em areas da capsula em intima

relagdo com o epitélio, estes exibiram marcacgdo descontinua e moderada.

Outro importante estudo que avaliou a expressao de laminina em cistos
radiculares foi o de Ayoub et al.,, ( 2011). Dentro de um universo de 13 cistos
radiculares, dez casos apresentaram imunopositividade para laminina-1 na
membrana basal e trés casos tiveram imunomarcagdo negativa para laminina-1;
nestes casos, a inflamagéo era intensa na parede do tecido conjuntivo dos cistos.
Estes resultados estdo de acordo com Furuyana et al., ( 2008), quando afirmou em
seu estudo avaliativo do papel da IL-1 3 e TNF-a na formagado da membrana basal,
que a capacidade das células epiteliais em formar membrana basal continua é
perdida na presenca de citocinas inflamatorias, responsaveis pelo aumento da
secrecdo das metaloproteinases da matriz (MMP-9) e (MMP-2). Estes dados
corroboram os resultados do presente trabalho onde apenas no grupo dos cistos

radiculares levemente inflamados houve a marcacao de laminina.



41

Um fator importante a ser considerado quando ocorrem divergéncias
entre os estudos que avaliaram a expressdo de laminina, segundo Gurgel et al.,
(2010) é a utilizacdo de métodos imuno-histoquimicos diferentes . OLIVEIRA., et al (
2002) utilizou o método da estreptavidina biotina com pepsina a 1% na temperatura
de 37° C por 60 minutos e encontrou como resultado na maioria dos cistos
radiculares um padéo de marcacao linear e descontinuo. Poomsawat., et al (2006)
utilizaram o método da estreptavidina biotina com pepsina a 0,4% a 37° C por 60
minutos e obtiveram uma marcacdo linear e continua na maioria dos cistos
radiculares. O presente estudo utilizou a mesma técnica, porém com Proteinase K a
5% na temperatura de 37° C por uma hora e obteve a marcacdo da laminina
somente no grupo dos cistos radiculares levemente inflamados, sendo esta fraca e

focal.

A perda da laminina segundo Garcia et al., ( 2006), pode ocorrer de forma
gradual, a medida em que uma lesdo aumenta o0 seu grau de malignidade.
Aggarwal., et al ( 2011) relatam um caso de carcinoma mucoepidermoide central
oriundo de um cisto dentigero e enfatizaram o crescimento agressivo e o potencial
neoplasico deste cisto . A auséncia de marcacdo do cisto dentigero pode ser
justificada por este fato, ou, segundo Brannor., (1977) e Browne., (1971), podem
ocorrer falhas no mecanismo de controle da degradacdo dos componentes da
membrana ou mesmo falhas na sintese destes componentes. Desta forma, estes
dados podem justificar a auséncia de marcacdo observada no grupo de cisto

dentigero.

Assim o conteudo inflamatério na parede dos cistos radiculares parece
influenciar na expressdo do marcador de proliferacdo celular Ki-67, apesar de ndo
ter sido observada relagao positiva entre o aumento da intensidade da inflamacéo e
a expressdo deste anticorpo. Sugere-se que 0 denso acumulo de células
inflamatorias mononuclerares na parede desses cistos possam ocasionar danos
diretos nas células epiteliais. Além disso verificou-se melhor preservacdo de
colageno tipo IV e de laminina ha membrana basal de cistos com paredes levemente

inflamados.
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Novos estudos devem ser realizados na tentativa de elucidar e/ou
correlacionar este padrédo de proliferacéo celular com infiltrado inflamatério presente
nas capsulas cisticas. As interacdes celulares entre o epitélio e os componentes da
membrana basal, incluindo o estudo dos outros tipos de colageno também deverao
ser avaliadas. Talvez, esta elucidacdo possa contribuir para o entendimento da
variacdo bioldgica de ocorréncia de lesfes cisticas radiculares ora circunscritas ora

de grandes extensodes.
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9. CONCLUSOES

1. A presenga e a intensidade do conteudo inflamatorio na parede
dos cistos radiculares parecem modificar a expressao dos fatores
de proliferacdo no epitélio de revestimento cistico, sendo esta

maior nos cistos radiculares levemente inflamados.

2. A expressdo de componentes da membrana basal, laminina e
colageno tipo IV é maior nos cistos radiculares com leve infiltrado

inflamatorio.

3. A intensidade do infiltrado inflamatério mononuclear parece nao
interferir no comportamento do colageno tipo IV da matriz

extracelular nos cistos radiculares.
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ANEXO 1 — Protocolo do Comité de
Etica

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 320/10 Fortaleza, 20 de dezembro de 2010
Protocolo COMEPE n° 290/ 10

Pesquisador responsavel: Ana Paula Negreiros Nunes Alves

Titulo do Projeto: “Estudo da expressdo de fatores de proliferagéo
celular e de componentes da membrana basal em lesées periapicais”

Levamos ao conhecimento de V.S2. que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolugédo n°® 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o protocolo e o TCLE do
projeto supracitado na reunido do dia 09 de dezembro de 2010.

Outrossim, infermamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatorio final do referido projeto.

Atenciosamente,
ﬂk}\&aw'/g/\;m*f mef”'&mb& .

JrL
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ANEXO 2 — Declaracdo da Academia Cearense da Lingua Portuguesa

\
| AcaDEMIA CEARENSE
DA LINGUA PORTUGUESA

DVLCISONAM ET CANORAM LINGVAM CANO

Declara-se, para constituir prova junto ao (a) Pﬂa@: MesTaado Em Pn'rokcc-'.é

do (da) Tawisase se Mepmewa ba Univens. base Feacust  so Cenad

que, por intermédio do académico titular infra-assinado, foi procedida a correcio gramatical e estilistica

do (da) Dissearecis intitulado (da) €57 da &L, 8y kit InFramar.

Mowow . £ Exdresine 3& Wi- 61 Con. 1V g amwiwa gm Cisros Rag e hades

da autoria de Rewata Yerns Coovanua Moo 4o 0‘(#

orientado (a) pelo (a) YVoer.a Hus '}k“% ?Auw\ Newteinsy Nowes Quues

El

razao por que se firma a presente, a fim de que surta os efeitos legais, nos rermos do novo Acordo Orto-

grafico Luséfono, vigente desde 01.01.2009.

Forlaleza, 0‘1’ dq Fevgisice de 2013
Prof. V{gnhey fesquita
Reg. Profisgional
CE 00489°JP

Prof. Joao VIANNEY Campos de MESQUITA
Académico Titular da Cadeira nimero 37 da ACLP.
Escritor ¢ docente Adjunto IV da Universidade Federal do Ceard
Reg. Prof. MTE00489]P.



