
   
 
 
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 
FACULDADE DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL 
MESTRADO EM PATOLOGIA 

 
 
 
 
 
 

                      RENATA VERAS CARVALHO MOURÃO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ESTUDO DA RELAÇÃO DO INFILTRADO INFLAMATÓRIO 
MONONUCLEAR E EXPRESSÃO DE Ki-67, COLÁGENO TIPO 
IV E LAMININA EM CISTOS RADICULARES 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FORTALEZA 
2013 

 



 
 

                  RENATA  VERAS CARVALHO MOURÃO 
 

 
 
 
 
 
 

ESTUDO DA RELAÇÃO DO INFILTRADO INFLAMATÓRIO 
MONONUCLEAR E EXPRESSÃO DE Ki-67, COLÁGENOTIPO 
IV E LAMININA EM CISTOS RADICULARES 

 
 
 

 
 

 
Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Departamento de Patologia e Medicina 
Legal, da Faculdade de Medicina da 
Universidade Federal do Ceará, como 
requisito parcial para obtenção do Título 
de Mestre em Patologia. Área de 
concentração: Patologia Tropical. 

 
Orientadora: Prof.ª Dr.ª Ana Paula 
Negreiros Nunes Alves. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FORTALEZA 
2013 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 
Universidade Federal do Ceará 
Biblioteca de Ciências da Saúde 

 

 
M891e  Mourão, Renata Veras Carvalho  

     Estudo da relação do infiltrado inflamatório mononuclear e expressão de 
Ki-67, colágeno IV e laminina em cistos radiculares/ Renata Veras Carvalho 
Mourão. – 2013. 

       54 f .  :  i l .  
      

     Dissertação (Mestrado) – Universidade Federal do Ceará. Faculdade de 
Medicina, Departamento de Patologia e Medicina Legal, Fortaleza, 2013.  

                      Área de Concentração: Pato logia.  
                      Or ientação: Prof.ª Dr.ª Ana Paula Negreiros Nunes Alves.  
 
                             

1. Imuno-histoquímica. 2. Antígeno Ki-67. 3. Laminina. 4. Colágeno Tipo 
IV. 5. Cisto Radicular. 6. Cisto Dentígero. I.Título.       

                                                                                                                  CDD 616.31 

 
 

 



RENATA VERAS CARVALHO MOURÃO 
 
 

 
 
 

ESTUDO DA RELAÇÃO DO INFILTRADO INFLAMATÓRIO 
MONONUCLEAR E EXPRESSÃO DE Ki-67, COLÁGENO TIPO 
IV E LAMININA EM CISTOS RADICULARES 
 
 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Departamento de Patologia e Medicina 
Legal, da Faculdade de Medicina da 
Universidade Federal do Ceará, como 
requisito parcial para obtenção do Título 
de Mestre em Patologia. 

                                                                       
 
 

Aprovada em: _____ /_____ /_________                   
 

 
BANCA EXAMINADORA 

 
 

__________________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Ana Paula Negreiros Nunes Alves (Orientadora) 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 
 

________________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Eveline Turatti 

Universidade de Fortaleza (UNIFOR) 
 
 

________________________________________________ 
Prof. Dr .Fabrício Bitu Souza 

Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 
 

________________________________________________ 
Prof. Dr .Renato Luiz Maia  

Universidade Federal do Ceará (UFC) 
 
 
 
 
 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aos meus pais Ordono e Lucineide, pelo 
estímulo e apoio incondicionais desde a 
primeira hora, pela paciência e grande 
amizade com que sempre me ouviram e 
sensatez com que constantemente me 
ajudaram. 

 
Ao meu marido, Josué e a nossa filha 
Marina, pelo incentivo, dedicação e  
apoio. 
 

              
                                                                  

 

                                      

                                             

 

 



 
AGRADECIMENTOS 

 

 

A Deus, por estar sempre presente em minha vida, e por fortalecer minha 

fé a cada dificuldade superada. 

A minha orientadora Prof.ª Dr.ª Ana Paula Negreiros Nunes Alves, pelos 

ensinamentos, dedicação, paciência e principalmente, por ser um exemplo de 

excelente mestra a ser seguido por todos. A todos os colegas e mestres da 

Patologia do Curso de Odontologia da UFC: Prof. Fabrício Bitú ,Prof. Mário, bem 

como à todos colegas mestrandos, em especial, ao Paulinho e a Carol por todo o 

apoio e amizade. 

À minha família: meu pai, Ordono, por participar da minha educação, a 

minha querida mãezinha, Lucineide, por ser uma mãe maravilhosa a quem amo 

muito, pelo carinho, paciência e incentivo. Aos meus irmãos Ricardo e Rinaldo, 

cunhadas, e sobrinhos Ana Clara, Samuel e Lucas pela maravilhosa amizade. Aos 

meus avós Luíz (in memoriam) e Elita pelo carinho e apoio e as minhas tias Luzelita, 

Lucirene e Tio Luiz Carvalho, pelo apoio em todas as horas. 

Ao meu marido, Josué, por me apoiar em todos os meus objetivos, por 

ser um grande companheiro e um enorme pai para a Marina. 

A Marininha, filha querida, que me ensina a cada dia que sempre 

podemos amar um pouco mais, pois o amor que sentimos por um filho é algo 

imensurável. Peço desculpas pelos momentos de ausência. 

A todos os colegas e professores do Mestrado em Patologia, pelo 

convívio e aprendizado, em especial ao Dr.Eleutério, pelo incentivo dado e 

aprendizado valioso. À professora Doutora Margarida Pompeu, pelo apoio fornecido 

desde o início do mestrado.  

Agradeço ao Tio Sulivan Mota, exemplo de médico, mestre, pelo seu 

constante apoio, antes mesmo do início do mestrado. 

A todos os funcionários do Departamento de Patologia da Faculdade de 

Medicina da UFC, do Curso de Odontologia, pelo apoio. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 “A maior prisão que  existe é estar preso 

a si mesmo, as suas verdades e aos seus 

conhecimentos. Por outro lado, liberdade 

é desaprender o que se tornou obsoleto e 

almejar novas descobertas.”  

(Josué Oka) 



RESUMO 
 

 

Os cistos dos ossos maxilares são classificados como odontogênicos e não odontogênicos. 

Dentre os odontogênicos inflamatórios, destaca-se o cisto radicular, e entre os de 

desenvolvimento, o dentígero. Estes cistos e suas variantes apresentam etiopatogênese e 

comportamento biológico diferentes, mas são igualmente líticos. 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 relação do infiltrado inflamatório 

mononuclear com a expressão de marcadores de proliferação (Ki 67) e das proteínas 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 Serviço de Biopsia do Departamento de Patologia e Medicina Legal (FAMED) e no 

Laboratório de Patologia Bucal (FFOE) (UFC). Após a revisão histológica, os grupos foram 

divididos em cisto radicular intensamente inflamado (CRII) (n=17), cisto radicular levemente 

inflamado(CRLI)(n=.9) e cisto dentígero (CD) (n= 9). A presença e intensidade do infiltrado 

inflamatório histiolinfoplasmocitário e preservação do epitélio de revestimento foram os 

parâmetros utilizados para seleção dos casos. Os espécimes foram submetidos à reação de 

imuno-histoquímica por estreptoavidina biotina, utilizando-se os anticorpos Ki 67 (Dako®, 

1:50), anti-colágeno IV (DBS®, 1:40) e anti-laminina (DBS®, 1:20). A expressão de Ki 67 foi 

mais intensa no grupo CRLI, quando comparada ao grupo CRII e CD. A expressão de 

colágeno tipo IV na membrana basal foi significante no grupo CRLI, quando comparada com 

o grupo CRII e CD. Já a imunomarcação 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 

diferença significativa. A expressão de laminina em membrana basal nos grupos CRII e CD 

foi  negativa e no grupo dos CRLI foi fraca e pontual. Concluiu-se que a presença e a 

intensidade do conteúdo inflamatório na parede dos cistos radiculares parecem modificar a 

expressão dos fatores de proliferação no epitélio de revestimento, e colágeno tipo IV e 

laminina na membrana basal, mas não interferem no comportamento do colágeno IV da 

matriz extracelular nos cistos radiculares. A expressão de componentes da membrana basal 

(laminina e colágeno tipo IV) é maior nos cistos radiculares com leve infiltrado inflamatório. 

Palavras-Chave: Imuno-histoquímica. Antígeno Ki-67. Laminina. Colágeno 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 Ceará (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 INTRODUÇÃO 

 

 

Os cistos odontogênicos são as lesões osteodestrutivas mais comuns no 

esqueleto humano, com histogênese comum com origem em remanescentes 

epiteliais do epitélio odontogênico, mas com comportamentos clínicos diferentes 

(SILVEIRA et al., 2007). A origem destes cistos também pode ocorrer a partir dos 

remanescentes epiteliais da lâmina dentária, que possuem a capacidade, desde os 

estágios iniciais do desenvolvimento até 10 semanas in útero, de proliferar  e formar 

pequenos cistos (SHEAR E SPEIGHT, 2011). 

Vários autores pesquisaram possíveis diferenças entre o potencial de 

crescimento desses cistos, por meio das mais variadas metodologias. A maior parte 

dos estudos, entretanto, foi direcionada para as características proliferativas dos 

revestimentos epiteliais dos cistos estudados (OLIVEIRA et al., 2002; POOMSAWAT 

et al., 2006; AYOUB et al., 2011). 

As lesões periapicais crônicas do tipo granuloma dentário e cisto radicular 

representam entidades comuns na clínica odontológica, tendo a cárie dentária como 

principal fator etiológico. As endotoxinas bacterianas, bem como as citocinas 

originadas do processo imunoinflamatório parecem ter influência no 

desenvolvimento de tais lesões, contribuindo para a reabsorção do osso alveolar ao 

redor do ápice do dente envolvido. Os cistos radiculares originam-se da indução dos 

restos epiteliais de Malassez, podendo advir de granulomas dentários (SANTOS et 

al., 2006; FUKADA et al., 2009). 

Um estudo realizado por Meghi (1996) avaliou a presença de endotoxinas 

e citocinas no fluido dos cistos radiculares, ceratocistos e cistos foliculares. Foi 

verificada uma grande concentração de endotoxinas no fluido dos cistos radiculares, 

onde a presença de IL-1 beta ocorreu apenas nos cistos radiculares inflamados. Por 

outro lado, foi verificada a presença 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 

mitogênico sobre o epitélio e que os fibroblastos têm este efeito intensificado pela 

presença das endotoxinas. 

No tocante à classificação dos cistos dos maxilares com revestimento 
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epitelial, estes são classificados em cistos de desenvolvimento e de origem 

inflamatória. Por sua vez, os de desenvolvimento podem ser odontogênicos e não 

odontogênicos. Os de origem inflamatória incluem o cisto radicular, residual, 

paradentário, paradentário juvenil e colateral inflamatório (SHEAR e SPEIGHT, 

2011). 

O cisto dentígero é considerado o segundo tipo mais comum de cisto 

odontogênico e, geralmente se origina ao redor do dente permanente não irrompido. 

Apesar da maioria dos cistos dentígeros ser considerada como de desenvolvimento 

em sua origem, há alguns exemplos que parecem apresentar patogênese 

inflamatória, quando ocorre ao redor da coroa de um dente permanente incluso, em 

decorrência da inflamação periapical de um dente decíduo sobrejacente (SANDHU 

et al., 2010). Além disso, ele ocorre na dentição permanente especialmente em 

associação 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 lesão situada na região 

periradicular de um dente desvitalizado, caracterizada pela formação de uma 

cavidade patológica, circundada por epitélio, e uma cápsula constituída por tecido 

conjuntivo, encerrando em seu interior um material fluido ou semissólido (SAUAIA et 

al., 2000).  

Estudos epidemiológicos mostram que o cisto radicular representa a 

entidade patológica encontrada com maior frequência (GROSSMAN et al., 2007; 

SOUZA et al., 2010), com predominância pelo sexo masculino (AVELAR et al., 2009; 

PROCKT et al., 2008;EL-GEHANI et al., 2009; JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006). A 

prevalência desta lesão 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 localização mais frequente a maxila 

(SELVAMANI; DONOGHUE; BASANDI, 2012; GROSSMAN et al., 2007; JONES; 

CRAIG; FRANKLIN, 2006). 
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Os cistos radiculares, geralmente, são assintomáticos, descobertos 

muitas vezes apenas pelas radiografias, mas podem atingir grandes dimensões, em 

consequência de infecções, da falta de sintomatologia e evidências clínicas 

(MARTINS FILHO et al., 2009; SOARES; SANTOS; SILVEIRA, 2006).                                                                                                 

  Em geral, os cistos radiculares são originários de um granuloma 

periapical com epitélio pré-existente, o qual constitui um foco de tecido de 

granulação cronicamente inflamado no ápice de um dente. Por outro lado, a 

formação dos granulomas dentários ocorre em consequência da penetração de 

agentes infecciosos bacterianos e irritantes do periápice dental, que proporcionam 

aumento de fibroblastos, fibrilas colágenas, células endoteliais e capilares 

(FREITAS; ROSA; SOUSA, 2000). Ambos se classificam como lesões periapicais 

crônicas, cuja formação envolve a ativação da resposta imunológica e a reabsorção 

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

 Durante o período de deposição da dentina radicular, os restos epiteliais 

de Malassez resultam da apoptose incompleta sofrida pela bainha epitelial de 

Hertwig durante a rizogênese, permanecendo no ligamento periodontal até o 

recebimento de um estímulo proliferativo, com possibilidade de  desenvolver cistos 

radiculares. A presença e ação de citocinas inflamatórias parecem estimular a 

divisão dessas células epiteliais, bem como a reabsorção do osso adjacente (RUIZ 

et al., 2003). Em decorrência de um estímulo crônico de baixa intensidade, 

desencadeado pelas bactérias e seus produtos, é condicionado ao organismo o fato 

de tentar inibir o crescimento da agressão e, desta forma, mantê-la confinada à 

região periapical (VIER; FIGUEIREDO, 2002). 

 Alguns autores descrevem diversas teorias para explicar a formação da 

cavidade cística. Segundo Lin, Huang e Rosenberg (2007) existem três teorias que 

explicam a formação dos cistos radiculares: a primeira é a teoria da deficiência 

nutricional, em que por meio de um estímulo inflamatório, ocorre uma proliferação 

epitelial na região, e as células mais centrais sofrem necrose, formando a cavidade 

cística. Outra teoria defende que a proliferação celular é consequência da formação 

de um abscesso, formando cordões que o revestem. A terceira teoria afirma que a 

formação de cordões de tecido epitelial ocorre devido a proliferação dos restos 

epiteliais de Malassez, que se fusionam, originando a cavidade cística. A 
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descamação de restos celulares conduz a um aumento do conteúdo proteico no 

interior da cavidade, levando a entrada de líquido e consequente expansão da lesão. 

A expansão da cavidade cística não é consequência apenas do aumento 

da pressão osmótica. Devem ser considerados aspectos importantes, como as 

propriedades do epitélio cístico, da matriz extracelular e dos componentes das 

reações imunoinflamatórias (PIATTELLI et al., 2004). Um estudo realizado por 

MUGLALI et al. (2008) avaliou o nível das citocinas e quimiocinas no fluido dos 

cistos radiculares e residuais, tendo sido  constatado que o fluido dos cistos 

radiculares possui uma maior concentração de IL-1α, TNF-α, MCP-1 e RANTES  

quando comparado com os cistos residuais. Estas citocinas estão envolvidas na 

expansão cística por isso evidenciou-se que apesar de possuírem origens 

semelhantes, os cistos radiculares possuem uma maior capacidade de expansão 

que os cistos residuais e que se o cisto radicular for inadvertidamente deixado após 

uma extração, certo grau de inflamação pode permanecer e desta forma contribuir 

para a expansão cística.  

Outro fator importante para o crescimento e expansão da lesão cística é  

a participação das metaloproteinases da matriz (MMPs) : as colagenases (MMP-1, -8 

e -13); gelatinases (MMP-2 e -9), também conhecidas como colagenases do tipo IV, 

estromelisinas (MMP-3, -10 e -11), além de outras (KUMAMOTO et al., 2003). 

Estudo de Silveira et al. (2007)  avaliou a expressão imuno-histoquímica das MMPs -

1, -2 e -9 em cistos radiculares, residuais, dentígeros e ceratocistos. Esse estudo 

concluiu que o mecanismo de expansão dos cistos estudados pode ser influenciado, 

e até mesmo conduzido, pela secreção das metaloproteinases da matriz (que podem 

estar sendo liberadas tanto pelo componente epitelial como por células 

mesenquimais). 

 Na sua maioria, os cistos radiculares são revestidos completamente ou 

em parte por epitélio estratificado escamoso não ceratinizado (SHEAR; SPEIGHT, 

2011). Este epitélio pode conter exocitose, espongiose ou hiperplasia . A cápsula do 

cisto radicular consiste em tecido conjuntivo fibroso denso, muitas vezes com 

infiltrado inflamatório contendo linfócitos variáveis, permeados por neutrófilos, 

plasmócitos, histiócitos e, raramente, mastócitos e eosinófilos (NEVILLE, 2009). 
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Vários estudos defendem a inviabilidade do diagnóstico radiográfico para 

diferenciação de lesões periapicais. A imagem radiográfica tem caráter sugestivo de 

diagnóstico. Apenas os exames histopatológicos são conclusivos para o 

estabelecimento de um diagnóstico definitivo (VIER; FIGUEIREDO, 2000). 

O tratamento dos cistos radiculares pode ser realizado através do 

tratamento endodôntico, 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 lesão, relação com estruturas nobres, origem e evolução 

da lesão. O tratamento endodôntico dos cistos radiculares envolve o tratamento 

conservador realizado pelo preparo biomecânico dos canais radiculares e o 

tratamento cirúrgico, que inclui a exérese total ou parcial da lesão. Quando o 

tratamento cirúrgico é realizado, este pode ocorrer primeiramente através da 

descompressão e/ou marsupialização da lesão e, posteriormente, sua enucleação, 

ou diretamente pela enucleação total da lesão. O tratamento cirúrgico é geralmente 

sugerido nos casos de situações nas quais ocorrem extensas lesões (RIBEIRO JR. 

et al., 2004).   

Por outro lado, a marsupialização seguida de enucleação expressa 

diversas vantagens quando comparada ao tratamento cirúrgico radical, dentre as 

quais a maior preservação dos tecidos orais e estruturas anatômicas e a eliminação 

de grandes procedimentos cirúrgicos, que apresentam menores índices de recidiva, 

mas que podem estar associados a defeitos faciais de difícil resolução 

(FIGUEIREDO, 2011). 

Alguns autores defendem o tratamento de cistos radiculares de grandes 

dimensões por via do tratamento endodôntico, realizado com o auxílio de 

microscopia eletrônica, associada à laserterapia (MOTTA JÚNIOR; FIDEL; FIDEL, 

2009). Outros sugerem como tratamento de cistos de grandes dimensões a 

descompressão cística feita com o emprego de um dreno na região 

bucomaxilofacial, seguida do tratamento endodôntico. O procedimento promove a 

redução da lesão, evitando cirurgias extensas (VASCONCELOS et al., 2012). 
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2.1  Inflamação x cisto radicular 

Quando o organismo se depara com um dano tecidual, a resposta 

inflamatória é a primeira linha de defesa. É um processo que envolve componentes 

vasculares, celulares e uma diversidade de substâncias solúveis. O processo 

inflamatório tem por finalidade remover o estímulo que induziu a inflamação e dar 

início à recuperação tecidual. Pode  ocorrer no tecido conjuntivo vascularizado, 

incluindo plasma, células circulantes, vasos sanguíneos e constituintes 

extracelulares do tecido conjuntivo. No tecido conjuntivo, a matriz extracelular é 

composta de proteínas fibrosas estruturais (colágeno e elastina), glicoproteínas 

aderentes (fibronectina, laminina, colágeno, tenascinas e outras) e proteoglicanas, 

que proporcionam um arcabouço físico para sustentação da estrutura tecidual 

(CRUVINEL et al., 2010; HEHN, 2011). 

Nos cistos odontogênicos diferentes células e mediadores inflamatórios 

estão envolvidos na sua formação e desenvolvimento. Tanto a defesa humoral e 

celular quanto os eventos bioquímicos e celulares da inflamação assim como os 

moduladores da matriz extracelular contribuem para o desenvolvimento de lesões 

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

 A inflamação crônica, em geral, é ocasionada pela presença de um 

estímulo tóxico persistente. O processo inflamatório é objeto de alterações 

qualitativas, caracterizadas por mudanças progressivas nos elementos celulares e 

solúveis que infiltram o tecido. As células imunocompetentes, macrófagos, 

fibroblastos e a imunidade adquirida estão envolvidos neste processo (HEHN, 2011). 

Alguns estudos investigaram os tipos celulares presentes em granulomas 

periapicais: Babál et al., (1987), identificaram, com o  uso de anticorpos 

monoclonais, a natureza e  a distribuição dos componentes celulares neste tipo de 

lesão. Constataram uma predominância de linfócitos e um número variável de 

fibroblastos, macrófagos e leucócitos polimorfonucleares. Piantelli et al. (1991) 

avaliaram por meio da microscopia eletrônica as células presentes nos granulomas 

periapicais e verificaram que monócitos/macrófagos, linfócitos e células plasmáticas 

foram predominantes. Bracks (2012) por sua vez, estudou a distribuição quantitativa 

de mastócitos e macrófagos em lesões perirradiculares inflamatórias (cistos e 
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granulomas), e observou que nestas lesões a presença de mastócitos foi mais 

marcante nas áreas de exocitose e de inflamação superficial intensa, e que não 

houve diferença com relação à frequência de mastócitos e macrófagos nas regiões 

superficiais e profundas das lesões.  

 Os macrófagos participam predominantemente na inflamação crônica. 

Originam-se dos monócitos que constituem de 3% a 8% dos leucócitos circulantes, e 

estão presentes no tecido conjuntivo ou parênquima dos órgãos. Além dos 

macrófagos, os monócitos também originam células dendríticas mieloides. Por outro 

lado, os macrófagos são células capazes de produzir substâncias que participam 

nas funções de defesa e reparos de tecidos (produção de colagenase), na defesa 

imunológica contra infecções e tumores e na produção de citocinas, fatores de 

crescimento e angiogênese. Sua permanência nos tecidos pode variar de meses a 

anos. Participam da imunidade inata, processam e apresentam antígenos via 

moléculas de MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade), estimulando, 

desta forma, os linfócitos T (CRUVINEL et al., 2010; RAPPOLEE et al., 1988). 

 Os linfócitos originam-se na medula óssea a partir de uma célula 

precursora pluripotencial hematopoiética. Subdividem-se em linfócitos T e linfócitos 

B. A maturação dos linfócitos B ocorre no fígado fetal  e posteriormente na medula 

óssea. Os linfócitos B, quando ativados por antígenos, se transformam em células 

plasmáticas que secretam imunoglobulinas, responsáveis pela imunidade humoral, 

atuando contra bactérias extracelulares. Os linfócitos T, após sua ativação, secretam 

citocinas e são responsáveis pela imunidade celular atuando principalmente contra 

patógenos intracelulares. Os linfócitos T e B, através de mediadores químicos e 

citocinas, migram para as regiões inflamadas exibindo uma relação de reciprocidade 

com os macrófagos na inflamação crônica (ROBLETO, 2009; MESQUITA JÚNIOR, 

D et al., 2010). 
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3. CISTO DENTÌGERO 

 

O cisto dentígero é um cisto odontogênico associado à coroa de um 

dente permanente não irrompido (THOSAPORN; IAMAROON; PONGSIRIWETS, 

2004).Em geral, comporta-se de forma assintomática, não apresentando desconforto 

ao paciente, exceto quando ocorre a exacerbação inflamatória, sendo descoberto 

muitas vezes apenas pelo exame radiográfico (PASSI et al., 2008; FREITAS et al., 

2006). 

 Segundo estudos epidemiológicos, o cisto dentígero é o segundo cisto 

mais comumente encontrado na cavidade oral (GROSSMAN, et al., 2007; SOUZA et 

al., 2010), possuindo uma predominância pelo sexo masculino (OCHENIUS et al., 

2007; JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006), incidência mais elevada na segunda 

década de vida (SELVAMANI; DONOGHUE; BASANDI, 2012; PROCKT et al., 2008) 

e localização predominante na mandíbula (AVELAR et al., 2009; JONES; CRAIG; 

FRANKLIN, 2006). 

 Os cistos dentígeros originam-se do epitélio folicular e é frequentemente 

sugerido que estes se desenvolvem durante diferentes estágios da formação 

dentária. Tais cistos surgem precocemente durante a odontogênese, gerados pela 

degeneração do retículo estrelado do órgão do esmalte, o que poderia acarretar 

hipoplasia do esmalte do dente envolvido. Outra possibilidade é o desenvolvimento 

do cisto ocorrer após a completa formação da coroa, quando sucede o acúmulo de 

líquido entre a coroa e o epitélio reduzido do esmalte (AL-TALABANI; SMITH, 1980). 

Alguns autores citam uma origem inflamatória para o cisto dentígero, que seria 

relacionado a processos infecciosos que envolveriam o dente decíduo antecessor 

(SILVEIRA et al.,2009; AGUILO et al.,1998). 

 Histologicamente, o cisto dentígero se mostra com uma cápsula de 

tecido conjuntivo frouxamente arranjado e com pequenas ilhas ou cordões de 

epitélio odontogênico. O revestimento da cavidade cística possui de duas a quatro 

camadas de células não queratinizadas com uma interface epitélio –conjuntivo plana 

(WALDRON et al., 2002).Na cápsula pode ser encontrado um infiltrado inflamatório 
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do tipo mononuclear e, ocasionalmente, alguns polimorfonucleares.  Segundo a 

literatura, o cisto dentígero inflamatório é caracterizado pela presença do epitélio 

proliferativo e exsudato inflamatório (AGUILO et al.,1998). 

 Exibe-se radiograficamente com uma radiolucência bem definida 

circundando a coroa de um dente incluso, muitas vezes com uma borda esclerótica 

(KALASKAR; TIKU; DAMLE, 2007). Então, é comum ser encontrada reabsorção 

radicular no dente que se encontra na região da lesão (FREITAS et al., 2006). 

 A remoção do dente associado e a enucleação da lesão são 

consideradas terapias definitivas no cisto dentígero. Por outro lado, cistos dentígeros 

de grandes dimensões podem necessitar de uma descompressão ou 

marsupialização para promover uma diminuição da lesão e, desta forma, tornar mais 

seguro o procedimento cirúrgico 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 dentígero mandibular associado a um terceiro molar 

não erupcionado. O tratamento realizado foi a descompressão e a enucleação após 

seis meses. Neste caso, a abordagem conservadora permitiu que a formação óssea 

ocorresse sem a utilização de quaisquer materiais de enxerto, permitindo a 

colocação posterior de implantes dentários. Por outro lado, algumas raras 

complicações podem ocorrer pela presença dos cistos dentígeros: os 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. PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

A proliferação celular pode ser definida como o aumento do número de 

células resultantes da finalização do ciclo celular. É controlada pela diferenciação 

celular que constitui um processo biológico complexo e vital (SCOOT, 1997; LEVINE 

et al., 1994).Numerosos processos fisiológicos e patológicos, incluindo crescimento, 

cicatrização, reparo, hipertrofia, hiperplasia e desenvolvimento de tumores, estão 

relacionados com a proliferação celular. Sendo, os estudos nesta área 

extremamente relevantes (KUMAR et al., 2005). 

O crescimento e a divisão celular de células somáticas dependem de uma 

série complexa de reações bioquímicas que ocorrem em um período de 24 a 48 

horas, denominado ciclo celular. Este engloba uma cascata de eventos, 

processados de maneira ordenada, assegurando a duplicação fiel dos componentes 

celulares em uma sequência lógica e a divisão destes componentes em duas células 

filhas. O ciclo celular é composto de quatro fases: o período antes da síntese de 

DNA (G1), a fase de síntese de DNA (S), o período depois da replicação de DNA 

(G2) e a fase mitótica, que culmina com a divisão celular. O início do ciclo depende 

de um estímulo, pois a célula se encontra em repouso (G0) e precisa ser estimulada 

por fatores de crescimento (PDGF, EGF, INSULINA), hormônios esteroides e 

citocinas produzidas por elas mesmas ou células ao redor (GARAY et al., 2003; 

PINHO, 1999). 

Para a avaliação do crescimento e proliferação celular, são utilizados os 

marcadores de proliferação celular, que asseguram, não só uma medida mais 

acurada da quantidade de células em proliferação, como também a possibilidade de 

investigação prognóstica das neoplasias humanas, de maneira simplificada e rápida 

(ROCHA et al., 2007). 
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4.1 Ki -67 

O antígeno Ki-67 é uma proteína humana localizada no núcleo com  

expressão associada a células em proliferação, ou seja, ausente em células 

quiescentes (GUEDES et al., 1984). É um antígeno nuclear não histona que faz 

parte da estrutura proteica, conhecida como suporte cromossômico. Sua expressão 

é determinada pelo gene situado no locus 10q25 e ocorre no final da fase G1, em S, 

G2 e M (FONATSCH et al. ,1991). Ele reconhece um antígeno que está associado 

ao núcleo celular e que, em células continuamente em proliferação, é expresso em 

todas as fases do ciclo celular, exceto em G0 (GUEDES et al., 1984). 

 Sua utilização em técnicas imuno-histoquímicas, aliando simplicidade, 

facilidade de manuseio pelos patologistas e amplo uso para diagnóstico, favorece 

inúmeros estudos, correlacionando os resultados obtidos à gradação e prognóstico 

das neoplasias (ARISAWA et al., 1999). 

 O Ki-67 é amplamente utilizado para avaliar o potencial proliferativo de 

células saudáveis, assim como de lesões pré-neoplásicas e neoplásicas (GÜLER et 

al., 2012). Alguns trabalhos indicaram a superioridade do Ki-67 como marcador de 

proliferação celular, por não receber tantas influências de fatores externos e internos 

(VIEIRA et al., 2009). 

 Ramalho et al. (2000) realizaram um trabalho de expressão imuno-

histoquímica da Ciclina D1, Ki-67 e PCNA em carcinomas espinocelulares de boca. 

Compararam os três anticorpos, tendo concluido ser o Ki-67 o melhor anticorpo para 

material rotineiramente processado, pois proporcionou melhor qualidade de 

marcação, com padrão granular e intensidade variável entre células do mesmo 

tumor. Além disso, segundo eles, existiu a ausência completa de colorações 

inespecíficas, outra vantagem adicional conferida ao Ki-67. 

 AYOUB et al. (2011) ,verificou a imuno-expressão 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 

expressão de Ki-67 e que ele pode ser um marcador de proliferação celular valioso 

para a melhor entendimento do comportamento biológico das lesões císticas. 
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 4.2  Membrana basal 

A membrana basal é uma delgada lâmina de matriz extracelular que 

reveste células nervosas, adiposas e musculares, além de separar células epiteliais 

do tecido conjuntivo subjacente (DELLA COLLETA et al., 1994; GONZÁLEZ et al., 

1994). 

A matriz extracelular é uma estrutura constituída por proteínas e 

polissacarídeos, que são secretados localmente e distribuídos em uma extensa rede 

organizada, associada à superfície celular. Na interface do epitélio com o tecido 

conjuntivo, a matriz é chamada de lâmina ou membrana basal, uma cobertura fina, 

porém resistente, que possui importante papel no controle do comportamento celular 

(ALBERTS, 2004). 

Na sua composição, estão presentes proteínas, como o colágeno tipo IV, 

heparam-sulfato, fibronectina, entactina e a laminina (ENGBRING; KLEINMAN, 

2003). Dentre estes, o colágeno tipo IV e a laminina despertam bastante interesse 

na patogênese das lesões periapicais, visto que podem desempenhar diversas 

funções, tais como: adesão celular, migração, atividade proteolítica, proliferação 

celular, crescimento tumoral e metástases (ENGBRING; KLEINMAN, 2003). 

As lamininas fazem parte de uma família de glicoproteínas que formam 

uma porção 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 clássica) é a proteína não colagênica mais abundante 

presente na membrana basal. Composta de três cadeias polipeptídicas muito longas (alfa, beta 

e gama), organizadas na forma de uma cruz assimétrica e unidas por pontes dissulfídricas. 

Várias isoformas de cada tipo de cadeia podem associar-se de variadas combinações para 

formar uma grande família de lamininas. Como muitas outras proteínas da matriz extracelular, 

as lamininas nas membranas basais consistem de vários domínios funcionais. Uns ligam-se à 

percalana, outros ao nidogênio e dois ou mais a proteínas receptoras de laminina, na superfície 

da célula (ALBERTS et al., 2004; BARNERJEE et al., 2012). 
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É uma glicoproteína presente na membrana basal, com funções 

específicas, dentre as quais se destaca a adesividade. Sabe-se que as células 

tumorais se ligam à membrana basal, através de receptores para laminina e, 

posteriormente, são estimuladas a produzir metaloproteinases, iniciando, assim, a 

fragmentação e degradação da membrana. Essas características reforçam os 

estudos imuno-histoquímicos sobre os componentes da membrana basal, 

relacionados com o crescimento da loja cística (SOUZA et al., 2007; ZUCCCARI et 

al., 2011). 

A laminina regula uma variedade de fenômenos biológicos, incluindo 

fixação, crescimento, morfologia e migração celular. Certos tipos de células normais 

e neoplásicas contêm locais de ligação de alta afinidade pela laminina (LIOTTA, 

1984). 

Alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de observar o padrão 

de distribuição da laminina na membrana basal em cistos odontogênicos por meio 

de uso de anticorpos primários. Nos cistos radiculares, a intensidade da 

imunomarcação para laminina mostrou-se moderada e intensa, com um padrão de 

marcação ininterrupto. Por outro lado, nos cistos dentígeros, a intensidade da 

imunomarcação se exibiu fraca (OLIVEIRA et al., 2002; POOMSAWAT; 

PUNYASING; WEERAPRADIST, 2006). 

Outro estudo realizado por Ayoub et al. (2011) utilizou o mesmo anticorpo 

para avaliar 13 cistos radiculares e 12 ceratocistos, constatando que 76.9% dos 

cistos radiculares foram positivos para a marcação imuno-histoquímica para laminina. 

O colágeno tipo IV é uma proteína de alto peso molecular, formado por 

duas cadeias polipeptídicas, alfa 1 e alfa 2, unidas numa só molécula tri-helicoidal, 

que se dispõe em forma de rede (ALBERTS et al., 2004). Por sua vez, ele também 

pode fornecer condições adequadas para o crescimento e diferenciação de diversos 

tipos celulares, como, por exemplo, os epitélios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). É 

uma proteína fibrosa que forma a parte principal da membrana basal, onde os outros 

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

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

distribuição do colágeno tipo IV em cistos odontogênicos: cistos radiculares, 
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ceratocistos e cistos dentígeros. A imunorreatividade mostrou regularidade quanto á 

espessura da marcação linear em zona subepitelial, tendo se mostrado em todos, 

como uma linha delgada, com exceção de dois cistos dentígeros que se 

apresentaram com algumas áreas espessas. Já na relação de continuidade da 

marcação linear, os cistos radiculares exibiram continuidade em cinco espécimes, os 

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

 

 

5.1 Geral 

Avaliar a relação do infiltrado inflamatório mononuclear com a expressão 

de marcador de proliferação celular Ki-67 e das proteínas da membrana basal e 

matriz extracelular nos cistos radiculares. 

 

5.2 Específicos 

 

                -   Diferenciar os cistos radiculares quanto ao processo inflamatório. 

-  Verificar a expressão do marcador de proliferação celular Ki-67 no 

epitélio dos cistos radiculares levemente inflamados e intensamente 

inflamados e cistos dentígeros (não inflamados). 

- Verificar a expressão de colágeno IV e laminina na membrana basal 

dos cistos radiculares levemente inflamados e intensamente inflamados 

e cistos dentígeros (não inflamados). 

-  Verificar a expressão de colágeno IV na matriz extracelular dos cistos 

radiculares levemente inflamados e intensamente inflamados e 

dentígeros (não inflamados). 
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6. METODOLOGIA 

 

6.1 Materiais 

 

Reagentes, corantes e anticorpos  

 Formol, Sigma. 

 Hematoxilina, Merck. 

 Eosina, Merck. 

 Ki 67 (Dako®) 

 Anticolágeno IV (DBS®) 

 Antilaminina(DBS®) 

 Diaminobenzidina (DABI)(Dako®,EUA).  

 

Equipamentos 

 Balança digital de precisão, Gehaka®. 

 Micrótomo. 

 Microscópio binocular, Nikon®. 

 Processador automático (A/T 2000M), Airtechniques, inc®. 

 Petelik ( Dako®). 

 

Materiais diversos 

 Pipetas automáticas 

 Becker de 10 mL. 

 Gazes 

 Lâminas silanizadas 

 Lâminas histológicas 

 Lamínulas 

 Parafina para preparações histológicas 
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6.2  Amostra  

Este é um estudo retrospectivo, quantitativo e observacional. A amostra 

foi oriunda dos casos cadastrados e arquivados no serviço de Biopsia do 

Departamento de Patologia e Medicina Legal, da Faculdade de Medicina (FAMED) e 

do Laboratório de Patologia Bucal da Faculdade de Farmácia, Odontologia e 

Enfermagem, ambos da Universidade Federal do Ceará. 

Foi realizada uma busca ativa das lâminas histológicas e da descrição 

dos laudos histopatológicos desses casos para delineamento da amostra. Os casos 

previamente selecionados foram revisados por dois patologistas orais para 

verificação da qualidade de fixação 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 conveniência. Este tipo de amostra é formada por elementos que o 

pesquisador reuniu simplesmente porque dispunha deles. São comuns na área de 

saúde, em que se fazem pesquisas com pacientes de uma só clínica ou de um 

hospital (GUIMARÃES., 2008). 

A presença e a intensidade do infiltrado inflamatório 

histiolinfoplasmocitário, e a preservação total ou parcial do epitélio de revestimento 

da cavidade cística foram os parâmetros histológicos utilizados para a determinação 

dos grupos. Os cistos radiculares intensamente inflamados e cistos radiculares 

levemente inflamados formaram os dois grupos teste. E os cistos dentígeros sem 

nenhuma evidência de inflamação na cápsula foram utilizados como grupo de 

comparação por ser um cisto indolente, com crescimento lento (VAZ et al., 2010). 

Foram excluídos do estudo os casos de impossibilidade de localização do bloco de 

parafina. Casos em que a reação de imuno-histoquímica foi comprometida em 

consequência da falta de qualidade ou falhas de armazenamento dos blocos de 

parafina também foram descartados. 
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6.3   Protocolo experimental 

Após revisão histológica, os grupos ficaram assim estabelecidos:  

Grupo I - composto por cistos radiculares exibindo moderada ou intensa 

inflamação na cápsula e designado Grupo cisto radicular intensamente inflamado 

com o n=17. Na parede do cisto foi verificada presença de densos aglomerados de 

células inflamatórias histiolinfoplasmocitárias em meio a numerosos vasos 

sanguíneos ectásicos e/ou neoformados, por vezes com macrófagos espumosos e 

corpúsculos de Russel. Estes achados se distribuíam, predominantemente, na 

região subepitelial e se estendiam para o córion profundo. 

Grupo II - representado por cistos radiculares com discreta inflamação na 

cápsula e designado Grupo cisto radicular levemente inflamado com o n=9. A 

cápsula cística era constituída por tecido conjuntivo fibroso exibindo raros vasos 

sanguíneos e raras células inflamatórias histiolinfoplasmocitárias dispersas 

localizadas na região subepitelial. 

Grupo III - constituído e designado Grupo cisto dentígero com o n=9. 

Estes cistos eram representados por parede revestida por epitélio escamoso 

constituído por poucas camadas celulares sob o qual havia córion fibroso com 

ausência de elementos inflamatórios (SHEAR, M.; SPEIGHT, P. M. 2011).Não foram 

considerados diagnósticos de cistos dentígeros inflamados nem cistos foliculares. 

 

6.4  Estudo imuno-histoquímico 

Técnica de imuno-histoquímica 

Os ensaios imuno-histoquímicos foram realizados em cortes histológicos 

de 3m de espessura, dispostos em lâminas microscópicas silanizadas  seguindo-se 

a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase. Os anticorpos primários foram 

utilizados com as seguintes diluições: Ki-67(Dako®) (1:50), laminina (DBS®) (1:20) e 

anticolágeno IV (DBS®) (1:40). As lâminas foram incubadas em estufa a 70ºC por 

três horas e, após este período, foram desparafinizadas em xilol e gradiente de 

álcool. Primeiramente, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase 

endógena por incubação com solução de peróxido de hidrogênio (solução aquosa de 
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H202 a 10V), por quatro ciclos de cinco minutos. A recuperação antigênica para os 

anticorpos Ki 67 e anti-colágeno tipo IV foi realizada em banho maria (Petelik 

Dako®) , durante trinta minutos, imersos em tampão citrato 0,01 mL, com pH 6,0. Já 

o anticorpo antilaminina foi submetido à digestão proteolítica com proteinase k a 5% 

por 60 minutos e sob a temperatura de 37ºC. Os anticorpos primários (Ki-67 / LAM- 

89/ anticolágeno IV) foram incubados por 12 horas a 4oC em câmara úmida. Foi 

adicionado o anticorpo secundário biotinilado seguido do complexo strepto-avidina-

biotina-peroxidase, sendo revelado com o cromógeno diaminobenzidina (DAB) 

(Dako®,EUA) tendo o peróxido de hidrogênio como substrato. Após a revelação, as 

lâminas foram contracoradas com hematoxilina de Harrys. Foram utilizados como 

controle interno positivo para as reações de colágeno tipo IV e da laminina, a 

imunomarcação em membrana basal dos vasos sanguíneos e como controle externo 

espécimes de granuloma piogênico. Para as reações imuno-histoquímicas 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 reação, sendo suprimido o anticorpo primário.  

 

Análise histológica da expressão imuno-histoquímica do Ki 67 

Para análise da proliferação celular, foram consideradas positivas todas 

as células que exibiram marcação nuclear para o anticorpo Ki-67, 

independentemente da intensidade da marcação, contadas em dez campos em 

aumento de 400X (KRUSE-LÖSLER et al., 2006). O procedimento de contagem foi 

feito por um observador em dias diferentes, utilizando-se de um microscópio óptico 

OLYMPUS. Para a análise da imunomarcação, sob aumento total de 400x, foram 

capturadas imagens em dez campos de cada um dos casos, por meio de máquina 

fotográfica 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 só 

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

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

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). 

 

 
 
 
 
          Análise histológica da expressão imuno -histoquímica da laminina  

 A análise da expressão imuno-histoquímica do componente laminina da 

membrana basal de cistos radiculares levemente inflamados(CRLI), cistos 

radiculares intensamente inflamados(CRII) e cistos dentígeros(CD) foi realizada 

utilizando-se microscópio óptico. Foi adotado o método semiquantitativo para 

graduação da intensidade de marcação bem como da integridade da expressão da 

laminina na membrana basal, de acordo com a metodologia adaptada de 

SHINOHARA et al. (1996) e KANANNAN et al. (1994). A intensidade de marcação 

foi graduada como negativo (0), discreta (1) e moderada (2).  

 
 Análise histológica da expressão imuno-histoquímica do colágeno IV 

 O padrão de expressão e distribuição imuno-histoquímica do componente da 

matriz extracelular colágeno IV nas secções de todos os casos de cistos radiculares 

levemente inflamados, cistos radiculares intensamente inflamados e cistos 

dentígeros foram realizados utilizando-se a microscopia óptica, tanto em membranas 

basais como em meio à matriz extracelular intersticial. Para a análise da expressão 
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imuno-histoquímica em membranas basais, foram considerados os parâmetros: 

intensidade e padrão de marcação. Para o parâmetro intensidade, os casos foram 

categorizados em: imunorreatividade positiva moderada (2), imunorreatividade 

positiva fraca (1) e imunorreatividade negativa (0). E para o parâmetro padrão de 

marcação, foram utilizadas as seguintes categorias: imunorreatividade contínua e 

imunorreatividade descontínua (SOUSA et al., 2007). 

  

 
Tabela 1: Parâmetros de análise microscópica utilizados na Lamina 

 Membrana basal 

Intensidade 

Moderada (2) 

Discreta (1) 

Negativo (0) 

Fonte: Adaptado de SHINOHARA et al. (1996) e  KANNAN et al. (1994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2: Parâmetros de análise microscópica utilizados no colágeno tipo IV    

Membrana basal 

Intensidade 

Moderada (2) 

Fraca (1) 

Negativo (0) 

Padrão de marcação 

Contínua (1) 

Descontínua (0) 

Matriz extracelular 

intersticial 

Intensidade 

Moderada (2) 

Fraca (1) 

Negativa (0) 

Fonte: Adaptado de SOUZA et al. (2007). 
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6.5  Análise estatística 

Como os dados clínicopatológicos são variáveis qualitativas nominais, a 

Estatística descritiva compreendeu a determinação das frequências absolutas e 

relativas (%). O teste ANOVA/Tukey foi utilizado para comparar as médias de células 

marcadas por Ki-67 (expressos em forma de média±EPM) e o teste de Kruskall-

Wallis/Dunn para comparação dos escores de marcação imunohistoquimica da 

laminina e do colágeno tipo IV (expressos em forma de mediana (mínima, máxima). 

O nível de significância foi estabelecido em 5%, sendo, pois, considerado como 

estatisticamente significante um valor p menor que 0,05 (GraphPad Prism® versão 

5.00 para Windows®, GraphPad Software, San Diego, Califórnia, USA, 2007). 

 

 

6.6 Aspectos éticos 

Este projeto foi submetido para análise do Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará 

(UFC) sendo aprovado sob protocolo n⁰. 290/10. 

 

 

 

7. RESULTADOS 

7.1  Imuno-histoquímica 

A imunomarcação do epitélio com Ki-67 mostrou que a média do grupo 

CRII (cisto radicular intensamente inflamado) foi de 10.0±1.3 e do CD(cisto 

dentígero) 5.4±0.9. Já o grupo CRLI (cisto radicular levemente inflamado) expressou 

média de 16.8±3.1, portanto um número superior de células marcadas no epitélio de 

revestimento cístico do grupo do CRLI foi identificado, com significância estatística, 

em relação aos demais grupos (p<0.05, teste ANOVA/Tukey) (Tabela 3 , Figura 2)    
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Relativamente à preservação da membrana basal do epitélio cístico, 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 marcação 

multifocal do colágeno tipo IV. Por vezes, neste último grupo, o epitélio se exibiu 

descamado e em lise. Inclusive, um caso de cisto radicular intensamente inflamado 

estava totalmente destituído de revestimento epitelial.  

A intensidade de marcação do colágeno tipo IV na membrana basal dos 

três grupos analisados mostrou-se predominantemente fraca. No grupo CRII, a 

intensidade da expressão de colágeno tipo IV foi menos intensa com mediana 0, 

enquanto  nos outros dois grupos foi 1 com diferença estatisticamente significante do 

CRII em relação ao CRLI (p<0.05, Teste Kruskall-Wallis/Dunn) (Tabela 3). 

Com relação à continuidade da imunomarcação de colágeno tipo IV em 

membrana basal de epitélio cístico, no grupo dos cistos radiculares intensamente 

inflamados, esta expressão era mais descontínua, quando comparada com o grupo 

dos cistos radiculares levemente inflamados, com diferença estatisticamente 

significante entre os dois padrões de marcação (p<0.05, Kruskall-Wallis/Dunn). A 

imunomarcação de membrana basal do cisto dentígero não diferiu signiticativamente 

do CRII (p=0.1338, Kruskall-Wallis/Dunn), nem do CRLI (p=0.2465, Kruskall-

Wallis/Dunn) (Tabela 3). 

No concernente à expressão de colágeno tipo IV na matriz extracelular, o 

cisto dentígero mostrou matriz extracelular menos intensamente marcada do que o 

CRLI (p<0.05, Kruskall-Wallis/Dunn). Não houve diferença significante entre os dois 

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

A marcação da laminina em membrana basal no grupo dos CRLI foi fraca 

e pontual com mediana 0 variando de 0 a 1 (p =0.4241, Kruskall-Wallis/Dunn). Nos 

demais grupos CRII e CD a marcação foi negativa. Não houve diferença 

estatisticamente significante entre os três grupos estudados. (Tabela 3). 
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Tabela 3: Intensidade e padrão de marcação imuno-histoquímico de colágeno IV (membrana basal e matriz 
extracelular), laminina (membrana basal) e Ki-67 (epitélio cístico) de cistos radiculares e dentígeros. 

 

  

Cisto 
Radicular 

Intensamente 
Inflamado 

Cisto 
Radicular 

Levemente 
Inflamado 

Cisto 
Dentígero 

P-valor 

C
o

lá
g

e
n

o
 

IV
 

Membrana 
Basal 

Intensidade 0 (0,2)* 1 (1,2) 1 (1,2) 0.0445 

Continuidade 0 (0,1)* 1 (0,1) 0 (0,1) 0.0475 

Matriz 
Extracelular 

Intensidade 1 (1,2) 1 (1,2) 1 (0,2)* 0.0246 

L
a
m

i-

n
in

a
 

Membrana 
Basal 

Intensidade 0 (0,0) 0 (0,1) 0 (0,0) 0.4241 

K
i-

6
7

 

Epitélio 
Cístico 

Número de 
células 
marcadas 

10.0±1.3† 16.8±3.1 5.4±0.9† 0.0040 

*p<0.05 em relação ao cisto radicular levemente inflamado (Kruskall-Wallis/Dunn). Dados expressos em forma de 
mediana (mínima, máxima). 
†p<0.05 em relação do cisto radicular levemente inflamado (ANOVA/Tukey). Dados expressos em forma de 
média±EPM. 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Fotomicrografia mostrando padrão de marcação de Ki-67 em Cisto radicular 
intensamente inflamado (A), Cisto radicular levemente inflamado (B) e Cisto dentígero (C).  
IHQ Estreptavidina-biotina. Aumento de 400X. 
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Figura 3 - Fotomicrografia mostrando padrão de marcação de Colágeno tipo IV em 
membrana basal de cisto radicular intensamente inflamado (A), cisto radicular 
levemente inflamado (B) e cisto dentígero (C).  IHQ Estreptavidina-biotina. Aumento de 
400X.  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 – Fotomicrografia mostrando fraca e pontual marcação de laminina em área 
descamada de epitélio de cisto radicular levemente inflamado. IHQ estreptavidina-
biotina. Aumento de 400X.  
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8.  DISCUSSÃO 
 

            A inflamação crônica é um fenômeno de longa duração, caracterizado 

pela infiltração de macrófagos, linfócitos, plasmócitos e monócitos. Os macrófagos 

secretam uma grande quantidade de enzimas (colagenase, lipase), citocinas (IL-1, 

TNF e IL-8) e fatores de crescimento (PDGF, EGF e TGF-ß) que atuam ativamente 

no processo inflamatório. Por outro lado, os linfócitos produzem as linfocinas (IFN-), 

que estimulam monócitos e macrófagos. Com efeito, a presença das enzimas 

proteolíticas pode ocasionar a degradação do colágeno na membrana basal e a 

destruição tecidual (BILATE, 2007; GÜLER, 2012). 

          Os dados obtidos em um estudo realizado por Ayoub et al., ( 2011) com 

suporte na avaliação dos fatores relacionados à proliferação celular no epitélio de 

revestimento de cistos radiculares e dentígeros demonstraram que a expressão de 

Ki-67 no epitélio cístico foi  maior na presença de intenso infiltrado inflamatório, 

sugerindo que o aumento da atividade proliferativa de cistos radiculares e dentígeros 

seria influenciado diretamente pela presença da inflamação em diferentes 

intensidades. Estes dados divergem dos resultados do presente trabalho onde a 

proliferação do epitélio cístico foi maior no grupo de cisto radicular levemente 

inflamado. Sabe-se que o cisto radicular é uma entidade inflamatória, portanto 

infere-se que, talvez, a presença de discreto conteúdo inflamatório seria suficiente 

para estimular o crescimento epitelial através da liberação 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 lesões inflamatórias 

produzidas na mucosa bucal, constatou-se que nas lesões inflamatórias leves 

ocorreria a proliferação epitelial e nas lesões inflamatórias mais intensas a 

proliferação epitelial seria deprimida, provavelmente em razão de danos mais 

extensos ocorridos nas células progenitoras. 

 O cisto dentígero exibe no revestimento epitelial poucas camadas de 

células. Portanto, sob o ponto de vista quantitativo, a marcação de Ki-67 pode ser 
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inferior a outras lesões líticas. 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 proliferação 

celular do cisto dentígero e do ceratocisto, mostrando que a taxa de proliferação 

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

       A avaliação da membrana basal em nosso estudo demonstrou que, no 

CRLI (cisto radicular levemente inflamado), ocorre sua preservação. Talvez este 

achado decorra do fato de que o conteúdo inflamatório é pequeno neste cisto e 

produza pouca agressão na membrana basal, preservando a integridade do epitélio 

cístico. No cisto dentígero, a intensidade de marcação da membrana basal foi 

semelhante à do cisto radicular pouco inflamado, o que sugere a manutenção da 

membrana basal nesta lesão, com ausência de inflamação. Fortalecendo esta teoria, 

foi observado nos cistos radiculares intensamente inflamados um epitélio 

descamado, às vezes sem continuidade ou mesmo ausente. O trabalho realizado 

por (PULHEZ., 2004) foi concordante com o nosso estudo pois observou que em 

lesões com infiltrado inflamatório mais intenso a membrana basal tendeu a 

apresentar-se menos íntegra enquanto que lesões com o infiltrado inflamatório 

escasso esta estrutura apresenta-se mais espessa e com marcação mais intensa. 

 Soares et al., 2007 avaliou a expressão de metaloproteinases (MMPs) em 

cistos radiculares com diferentes intensidades inflamatórias. Concluiu que, nos 

cistos radiculares, a existência de processos patológicos mediados por células 

inflamatórias está sujeita a variações em sua intensidade, que pode interferir na 

expressão 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 marcação do colágeno IV na matriz extracelular foi menor quando 

comparado ao cisto dentígero. Além disso, o padrão desta marcação foi mais 

contínuo no cisto radicular pouco inflamado. Talvez a presença das colagenases e 

outras substâncias, como as metaloproteinases liberadas pelo conteúdo inflamatório, 

possam interferir na deposição de colágeno tipo IV de acordo com a intensidade de 

conteúdo inflamatório nos cistos radiculares (QUINDERÉ., 2008). Adicionalmente, 
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não se pode descartar a influência dos diferentes níveis de inflamação na deposição 

de outros tipos de colágeno. Estes achados estão de acordo com o trabalho de 

Oliveira et al., ( 2002), onde afirmam que quando o padrão de descontinuidade do 

colágeno tipo IV esteve presente em cistos radiculares e dentígeros, geralmente 

associava-se este achado com a presença de inflamação. 

     Com relação à intensidade de marcação da laminina em membrana basal 

no grupo dos cistos radiculares (leve e intensamente inflamados) a marcação 

ocorreu apenas no grupo dos cistos radiculares levemente inflamados, de forma 

fraca e focal. A fraca marcação verificada neste grupo e a ausência de marcação 

encontrada no grupo dos cistos radiculares intensamente inflamados podem ser 

justificadas pela presença do infiltrado inflamatório justa-epitelial, pois, segundo 

Abrahamson, (1986), alterações na integridade da membrana basal poderiam 

ocorrer em consequência da ação de enzimas proteolíticas elaboradas por células 

inflamatórias. O trabalho de OLIVEIRA et al.,  (2002) também confirma que  dentre 

os cistos radiculares avaliados, quando o infiltrado inflamatório (mesmo intenso) 

encontrava-se distante do epitélio, a expressão de laminina era mais intensamente 

marcada.  Por outro lado, quando comparada ao grupo cujo infiltrado inflamatório 

variava de moderado a intenso e estava localizado em áreas da cápsula em íntima 

relação com o epitélio, estes exibiram marcação descontínua e moderada. 

       Outro importante estudo que avaliou a expressão 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 três casos tiveram imunomarcação negativa para laminina-1; 

nestes casos, a inflamação era intensa na parede do tecido conjuntivo dos cistos.  

Estes resultados estão de acordo com Furuyana et al., ( 2008),  quando afirmou em 

seu estudo  avaliativo do papel da  IL-1 ß e TNF-α na formação da membrana basal, 

que a capacidade das células epiteliais em formar membrana basal contínua é 

perdida na presença de citocinas inflamatórias, responsáveis pelo aumento da 

secreção 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 marcação de laminina. 
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       Um fator importante a ser considerado quando ocorrem divergências 

entre os estudos que avaliaram a expressão de laminina, segundo Gurgel et al.,  

(2010) é a utilização de métodos imuno-histoquímicos diferentes . OLIVEIRA., et al ( 

2002) utilizou o método da estreptavidina biotina com pepsina a 1% na temperatura 

de 37⁰ C por 60 minutos e encontrou como resultado na maioria dos cistos 

radiculares um padão de marcação linear e descontínuo. Poomsawat., et al  (2006) 

utilizaram o método da estreptavidina biotina com pepsina a 0,4% a 37º C por 60 

minutos e obtiveram uma marcação linear e contínua na maioria dos cistos 

radiculares. O presente estudo utilizou a mesma técnica, porém com Proteinase K a 

5% na temperatura de 37⁰ C por uma hora e obteve a marcação 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, à medida em que uma lesão aumenta o seu grau de malignidade. 

Aggarwal., et al ( 2011) relatam um caso de carcinoma mucoepidermoide central 

oriundo de um cisto dentígero e enfatizaram o crescimento agressivo e o potencial 

neoplásico deste cisto . A ausência de marcação do cisto dentígero pode ser 

justificada por este fato, ou, segundo Brannor., (1977) e Browne., (1971), podem 

ocorrer falhas no mecanismo de controle da degradação dos componentes da 

membrana ou mesmo falhas na síntese destes componentes. Desta forma, estes 

dados podem justificar a ausência de marcação observada no grupo de cisto 

dentígero. 

       Assim o conteúdo inflamatório na parede dos cistos radiculares parece 

influenciar na expressão do marcador de proliferação celular Ki-67, apesar de não 

ter sido observada relação positiva entre o aumento da  intensidade da inflamação e 

a expressão deste anticorpo. Sugere-se que o denso acúmulo de células 

inflamatórias mononuclerares na parede desses cistos possam ocasionar danos 

diretos nas células epiteliais. Além disso verificou-se melhor preservação de 

colágeno tipo IV e de laminina na 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 padrão de proliferação celular com infiltrado inflamatório presente 

nas cápsulas císticas. As interações celulares entre o epitélio e os componentes da 

membrana basal, incluindo o estudo dos outros tipos de colágeno também deverão 

ser avaliadas. Talvez, esta elucidação possa contribuir para o entendimento da 

variação biológica de ocorrência de lesões císticas radiculares ora circunscritas ora 

de grandes extensões.    
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9. CONCLUSÕES  

 

1. A presença e a intensidade do conteúdo inflamatório na parede 

dos cistos radiculares parecem modificar a expressão dos fatores 

de proliferação no epitélio de revestimento cístico, sendo esta 

maior nos cistos radiculares levemente inflamados. 

 

2.  A expressão de componentes da membrana basal, laminina e 

colágeno tipo IV é maior nos cistos radiculares com leve infiltrado 

inflamatório. 

 
 

3. A intensidade do infiltrado inflamatório mononuclear parece não 

interferir no comportamento do colágeno tipo IV da matriz 

extracelular nos cistos radiculares. 
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