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˚C graus Celsius 
µm micrometros 
µm2 micrometros quadrados 
100X aumento microscópico de cem vezes 
40X aumento microscópico de quarenta vezes 
CD20+ imunohistoquimicamente positivo para o cluster de diferenciação 

vinte 
CD68+ imunohistoquimicamente positivo para o cluster de diferenciação 

sessenta e oito 
CEP Comitê de Ética em Pesquisa 
DAB diaminobenzidina 
DMSO dimetil- sulfóxido 
DO densidade óptica 
EGF fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor) 
FNT-α fator de necrose tumoral alfa 
FOP-UNICAMP Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade 

Estadual de Campinas 
GP granuloma periapical 
HE Hematoxilina e Eosina 
IgA imunoglobulina A 
IgE imunoglobulina E 
IgG imunoglobulina G 
IgM imunoglobulina M 
IL-1 interleucina um 
IL-10 interleucina dez 
IL-2 interleucina dois 
IL-4 interleucina quatro 
IL-6 interleucina seis 
IL-8 interleucina oito 
KDa quiloDaltons 
LB linfócitos B 
LT linfócitos T 
LT-4 linfócitos T auxiliares 
LT-8 linfócitos T citotóxicos / supressores 
LT-CD3+ linfócitos T imunohistoquimicamente positivos para o cluster de 

diferenciação três 
LT-CD4+ linfócitos T imunohistoquimicamente positivos para o cluster de 

diferenciação quatro 
LT-CD8+ linfócitos T imunohistoquimicamente positivos para o cluster de 

diferenciação oito 
MB membrana basal 
min minutos 
mM milimolar 
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MMP metaloproteinase de matriz 
PBS solução fosfatada tamponada (phosphate-buffered saline) 
PCNA antígeno nuclear de proliferação celular (proliferating cellular 

nuclear antigen) 
PGD2 prostaglandina D dois 
PGE2 prostaglandina E dois 
pH potencial de hidrogênio 
PM peso molecular 
PMN polimorfonucleares 
RAD cisto radicular 
RES cisto residual  
TGF fator de crescimento transformante (transforming growth factor) 
vol volume 
WHO Organização Mundial de Saúde (World Health Organization) 
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Os granulomas periapicais (GP) e cistos radiculares (RAD) estão entre as lesões de 

origem dental mais freqüentes na cavidade bucal. Estas lesões têm origem inflamatória a 

partir de um estímulo agressor à polpa dental, normalmente infeccioso. Quando o dente 

envolvido é extraído, mas o cisto não é completamente removido, os RAD podem dar 

origem aos cistos residuais (RES). Cada uma destas lesões apresenta características 

peculiares quanto ao infiltrado inflamatório, apesar da origem comum a partir da agressão 

ao periápice dental. O objetivo deste estudo foi caracterizar e comparar as diferenças entre 

o infiltrado inflamatório presente nas três lesões e relacioná-lo ao padrão de proliferação 

epitelial dos RAD e RES, bem como às características da membrana basal (MB) do epitélio 

cístico. Por meio de análise imunohistoquímica, verificou-se que os linfócitos T (LT) e 

plasmócitos são os tipos celulares mais freqüentes no infiltrado inflamatório destas lesões. 

Os LT foram mais freqüentes nos cistos e os plasmócitos predominaram nos GP. A 

distribuição de linfócitos B (LB) entre as lesões acompanhou a dos plasmócitos e foi 

localizada principalmente na região central dos GP e subepitelial dos RAD. Macrófagos 

estiveram distribuídos principalmente na região central de GP e na cápsula de RES. Os 

mastócitos foram encontrados principalmente na região de cápsula das três lesões. O índice 

de proliferação epitelial foi maior nos RAD em relação aos RES e foi relacionado 

principalmente à presença de LB e LT totais (LT-CD3+), mas não de LT 

supressores/citotóxicos (LT-8). Os RES apresentaram os maiores valores de área das MB. 

As diferenças na quantidade e qualidade do infiltrado inflamatório entre GP, RAD e RES 

podem influenciar na proliferação epitelial e no comportamento da MB epitelial e sua 

interação com outros componentes destas lesões.  

 

Resumo 
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The periapical granulomas (GP) and radicular cysts (RAD) are among the most 

frequent lesions of dental origin in the oral cavity. These inflammatory lesions start from an 

aggression to the dental pulp, usually infectious. When the tooth associated with a radicular 

cyst is removed and remainders the cystic lesion stay in the area, the lesion is called 

residual cyst (RES). Despite their common pathogenic background, these lesions show 

specific patterns in inflammatory infiltrate. The aim of this study was to characterize and to 

compare the differences of inflammatory infiltrated present in the three lesions and to 

correlate it with the epithelial proliferation pattern of RAD and RES. 

Immunohistochemistry analysis showed that the most common type of inflammatory cells 

were the T-lymphocyte (LT), concentrated mainly in cystic lesions; and plasma cells, 

observed mainly in GP lesions. B-lymphocytes’s (LB) distribution was similar to the 

plasma cells distribution among the lesions. LB was found mainly in the central area of GP 

and near the epithelium of RAD. Macrophages predominate in the central area of GP and in 

the capsule of RES. The mast cells were concentrated in the capsule of the three lesions. 

The index of epithelial proliferation was larger in RAD in relation to the RES, and it was 

related mainly the presence of LB and pan-LT (LT-CD3+), but not of 

cytotoxyc/suppressor-LT (LT-8). RES presented the largest values of basement 

membrane’s (MB) area. These differences in the amount and quality of the inflammatory 

infiltrated among GP, RAD and RES can influence in the epithelial proliferation and the 

behavior of the epithelial MB and its interaction with other components of these lesions. 

Abstract Abstract 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Os granulomas periapicais (GP) e cistos radiculares (RAD) estão entre as lesões 

mais freqüentemente encontradas na cavidade bucal e este último representa a maioria dos 

cistos odontogênicos (Ledesma-Montes et al, 2000; Satorres et al, 2001; Mosqueda-Taylor 

et al, 2002). Apesar de menos freqüentes, os cistos residuais (RES) originam-se de cistos 

radiculares prévios e sua importância está centrada nos aspectos terapêuticos dos RAD 

(Schaffer, 1997; Gardner, 1997). Embora estas lesões possam ter períodos de agudização, 

em geral apresentam predomínio de infiltrado inflamatório crônico (Yu and Stashenko, 

1987; Liapatas et al, 2003). Diversos estudos caracterizaram o infiltrado inflamatório 

presente nas lesões periapicais (Babal et al, 1987; Lukic et al, 1990; Alavi et al, 1998), e 

sabe-se que os aspectos quantitativos e qualitativos das células inflamatórias nestas lesões 

são variáveis (Kopp and Schwarting, 1989; Marton and Kiss, 1993; Liapatas et al, 2003). 

Os RES apresentam infiltrado inflamatório menos intenso, uma vez que o contato direto 

com a fonte de infecção é bloqueado, enquanto que os RAD mostram um infiltrado 

inflamatório mais intenso e epitélio com maior potencial proliferativo (Oehlers, 1970; 

Walton, 1996; Sciubba et al, 2001). 

O potencial indutivo das células inflamatórias no epitélio dos cistos odontogênicos 

também é relatado na literatura e sabe-se que as lesões com infiltrado inflamatório mais 

intenso apresentam alterações epiteliais (Paula et al, 2000). Diversas substâncias 

biologicamente ativas produzidas pelos leucócitos são capazes de estimular a diferenciação 

e proliferação das células epiteliais (Li et al, 1997; Kubota et al, 2000). As MB epiteliais 

em cistos odontogênicos também apresentam variações em seu comportamento de acordo 

com o potencial proliferativo da lesão (Oliveira et al, 2002). O infiltrado inflamatório e sua 

relação com a MB e potencial proliferativo das lesões pode ser avaliado por meio de 

marcação imunohistoquímica (Abrahamson, 1986; Tripi et al, 2003).  

 Essas relações foram observadas neste trabalho e são importantes para o 

entendimento da patogênese e do comportamento clínico de cada lesão.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Etiopatogenia 

 Cistos e granulomas periapicais são caracterizados por processo inflamatório 

crônico inespecífico (WHO, 1995; Sciubba et al, 2001) onde predominam células 

mononucleares, principalmente linfócitos, plasmócitos e macrófagos (Takahashi, 1998; 

Marton and Kiss, 2000), embora polimorfonucleares neutrófilos também possam ser 

encontrados, assim como mastócitos e eosinófilos (Yu and Stashenko, 1987; Piattelli et al, 

1991; Gutmann, 1992; Marton and Kiss, 1993; Marton and Kiss, 2000). 

Quando a polpa dental é lesada por agentes infecciosos de caráter inespecífico e 

sofre necrose, a penetração destes agentes na região do periápice dental é facilitada 

(Takahashi et al, 1996; Takahashi, 1998). Eles podem atuar diretamente, pela liberação de 

enzimas proteolíticas, ou indiretamente, por meio de fragmentos estruturais com capacidade 

antigênica. Fragmentos do próprio tecido pulpar degradado também podem atuar como 

esses agentes (Shinoda et al, 1986; Nair et al, 1993). Todos estes estímulos dão origem a 

uma resposta inflamatória que é responsável pela eliminação dos agentes agressores e pelo 

reparo da região periapical. A área inflamada possui aspecto arredondado; semelhante a um 

“pequeno grão”, sendo chamada de granuloma periapical. GP são, portanto, reações 

inflamatórias crônicas no tecido ósseo da região apical e periodontal onde há também o 

aumento do número de fibroblastos, das fibrilas colágenas, células endoteliais e capilares, 

em associação com hiperemia e edema devido à penetração de agentes infecciosos e 

irritantes no periápice dental (Yanagisawa, 1980; Marton and Kiss, 2000; Sciubba et al, 

2001). A concentração de agentes irritantes na periferia da lesão é menor, permitindo maior 

concentração de fibroblastos, osteoblastos e fibras colágenas, que formam uma “cápsula”, 

separando o tecido de granulação do osso adjacente (Yanagisawa, 1980; Bergenholtz et al, 

1983). 

Diversas teorias foram propostas para explicar o processo de formação da cavidade 

nos cistos radiculares. Sabe-se que essas lesões são originárias de lesões prévias de GP que 

persistiram por longos períodos. A persistência da inflamação na região do periápice 

estimula os restos epiteliais de Malassez por meio de citocinas, endotoxinas bacterianas e 
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fatores de crescimento de células epiteliais (Lin et al, 1996; Meghji et al, 1996; Gao et al, 

1996; Takahashi, 1998). Com a proliferação epitelial, a nutrição das células no centro da 

lesão fica prejudicada, ocorre necrose dessas células e a conseqüente formação de cavidade 

patológica, revestida por epitélio escamoso estratificado e preenchida por material líquido e 

células descamadas (Seltzer et al, 1969; WHO, 1995; Sciubba et al, 2001). O RAD pode 

estar em contato íntimo com a abertura do canal radicular ou não (Ramachandran Nair et al, 

1996). Pode também apresentar células gigantes multinucleadas, cristais de colesterol, 

corpos hialinos de Rushton, corpúsculos de Russell e "macrófagos espumosos", que 

sofreram degeneração gordurosa após fagocitar o material lipóide e/ou hemossiderina 

(Takahashi, 1998; Sciubba et al, 2001).  

Remanescentes de RAD deixados no rebordo alveolar após a remoção do dente 

envolvido dão origem aos cistos residuais (Oehlers, 1970; Sciubba et al, 2001). Seu 

diagnóstico depende da associação das características clínicas, radiográficas e histológicas, 

especialmente quando há evidências de envolvimento dentário prévio (Dimitroulis and 

Curtin, 1998). Parte dos RAD tende a regredir após a exodontia ou tratamento endodôntico 

adequado do dente envolvido, uma vez que o estímulo inflamatório responsável pelo 

desenvolvimento da lesão é removido (Walton, 1996). Entretanto, algumas dessas lesões 

podem permanecer estáveis ou mesmo evoluir de forma a causar dor e expansão da cortical 

óssea (High and Hirschmann, 1988; Dimitroulis and Curtin, 1998). A literatura é escassa e 

ainda se discutem os mecanismos pelos quais ocorre o desenvolvimento de RES a partir de 

remanescentes de lesões prévias de RAD deixados após a extração dos dentes envolvidos 

(Walton, 1996; Schaffer, 1997; Gardner, 1997; Walton, 1997). O RES é microscopicamente 

semelhante ao RAD, mas tende a apresentar menor número de células inflamatórias e 

atrofia epitelial (High and Hirschmann, 1986; Sciubba et al, 2001).  

 

2.2. Prevalência 

Há grande variação nos relatados da literatura sobre a prevalência das lesões apicais, 

mas sabe-se que são bastante comuns (Ramachandran Nair et al, 1996; Sanchis et al, 1998). 

Os RES são menos freqüentes que os RAD (Killey, 1977), mas a real freqüência de ambas 

as lesões ainda não é consenso. Há também a necessidade estudos epidemiológicos possam 
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determinar as eventuais variações de prevalência em áreas geográficas distintas. No Brasil, 

há poucos estudos epidemiológicos sobre esta categoria de lesões. Adicionalmente, ao 

menos parte da variação da prevalência pode ser creditada à falta de critérios unificados de 

diagnóstico e de amostragem nas diferentes pesquisas publicadas até o momento (Spatafore 

et al, 1990; Ramachandran Nair et al, 1996). 

 

2.3. Células inflamatórias: da fase inicial a cronicidade 

Muito se tem discutido a respeito da presença de células inflamatórias em lesões 

periapicais; sua concentração, distribuição e papel na patogênese dessas lesões. 

Polimorfonucleares neutrófilos (PMN) e macrófagos atuam como primeira linha de defesa 

do organismo (Takahashi, 1998; Marton and Kiss, 2000). Fagocitose de neutrófilos mortos, 

realizada por macrófagos, tem papel importante na manutenção da cronicidade das lesões 

juntamente com a ação de mediadores químicos da inflamação (Hamachi et al, 1995; 

Kawashima et al, 1996; Wang et al, 1997). LT e LB predominam em lesões periapicais e 

têm papel importante na resposta imune antígeno-específica por meio da imunidade celular 

e humoral (Yu and Stashenko, 1987). 

 

2.4. Linfócitos T e B 

De forma geral, a proporção de LT é maior que a de LB nas lesões periapicais e os 

mesmos estão dispostos em infiltrados difusos, enquanto os LB predominam em infiltrados 

inflamatórios focais e em lesões periapicais de dentes endodonticamente tratados, 

sugerindo que a resposta humoral é mais ativa no processo de reparo que na doença em 

evolução (Torabinejad and Kettering, 1985; Kontiainen et al, 1986; Yu and Stashenko, 

1987; Lukic et al, 1990; Alavi et al, 1998; Marton and Kiss, 2000). Apesar disto, há 

evidências de que a resposta humoral pode ser de grande importância nos GP, sendo 

comparável à resposta mediada por células (Babal et al, 1987). 

Os LT podem ser identificados imunohistoquimicamente através da marcação das 

proteínas CD3. Elas constituem um grupo de cinco cadeias polipeptídicas invariáveis que 

estão presentes na membrana dos LT e participam da transdução de sinais para o interior da 

célula após sua ligação ao antígeno (Erber et al, 1984; Campana et al, 1987). 
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A proporção entre LT-supressores/citotóxicos (LT-CD8+ ou LT-8) e os LT-

auxiliares (LT-CD4+ ou LT-4) parece ser importante durante a fase de progressão das 

lesões no periápice (Cymerman et al, 1984; Barkhordar and Desouza, 1988; Sol et al, 

1998). LT-8 são encontrados em maior concentração que os LT-4 nos cistos em relação aos 

GP (Oliveira and Lara, 2001). Os primeiros participam mais ativamente no processo de 

estabilização das lesões periapicais inflamatórias, enquanto os LT-4 têm maior participação 

na fase inicial ou destrutiva das lesões (Kontiainen et al, 1986; Piattelli et al, 1991; Alavi et 

al, 1998; Marton and Kiss, 2000).  

 

2.5. Plasmócitos 

Acredita-se que os plasmócitos participam mais ativamente no processo de reparo 

que na iniciação e desenvolvimento das lesões periapicais, uma vez que células positivas 

para imunoglobulinas G e E (IgG e IgE, respectivamente) predominam nas fases tardias, 

onde se observam indícios de reparo tecidual e estabilização da reabsorção óssea (Akamine 

et al, 1994b). Apesar de não haver evidências da participação direta de anticorpos no 

processo de reparo, as células IgG positivas parecem atuar na quimiotaxia para neutrófilos, 

macrófagos e linfócitos (Yanagisawa, 1980). Adicionalmente, imunoglobulinas A e M  

(IgA e IgM, respectivamente) são encontradas em concentrações elevadas nos GP, parede e 

fluido císticos (Yanagisawa, 1980; Johannessen et al, 1983; Torres et al, 1994).  

 

2.6. Macrófagos 

Não parece haver diferença na quantidade e distribuição de macrófagos em cistos e 

GP (Oliveira and Lara, 2001). Estas células predominam em áreas de inflamação ativa, 

como no centro dos GP e logo abaixo do epitélio cístico. Macrófagos atuam por meio da 

liberação de citocinas, como interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral-α (FNT-α), 

prostaglandina E2 (PGE-2) e metaloproteinases de matriz (MMP), estimulando a 

reabsorção óssea e a progressão das lesões (Stashenko, 1990). Estas células têm importante 

relação com a formação de osteoclastos, pois, além de produzirem citocinas que estimulam 

a formação destas células, são também seus próprios precursores (Vaes, 1988). Podem ser 
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observados como células de aspecto espumoso em fases mais tardias das lesões periapicais, 

por fagocitarem lipídeos (Akamine et al, 1994a; Takahashi, 1998). 

 

2.7. Mastócitos 

Mastócitos são escassos nas lesões periapicais (Kontiainen et al, 1986; Piattelli et al, 

1991; Marton and Kiss, 2000). Talvez participem do controle da progressão dessas lesões 

(Marton and Kiss, 2000), mas nem sempre são observadas variações na concentração 

dessas células entre cistos e GP (Yanagisawa, 1980; Piattelli et al, 1991). São encontrados 

na periferia das lesões periapicais em associação com linfócitos ou, mais comumente, de 

forma isolada (Piattelli et al, 1991; Marton and Kiss, 2000). Podem inibir a produção de 

mediadores químicos que promovem a resposta imune e a destruição óssea, como a IL-2 e o 

interferon-γ, por meio da liberação de histamina e supressão da atividade de células T 

frente aos antígenos (Dohlsten et al, 1987; Piattelli et al, 1991). Participam também do 

controle da formação de fibras colágenas e, conseqüentemente, na formação da cápsula 

fibrosa na zona periférica das lesões (Yanagisawa, 1980; Marton and Kiss, 2000).  

 

2.8. Membrana Basal: Laminina e Colágeno IV 

A membrana basal é essencial para a organogênese e manutenção da função de 

órgãos maduros e a laminina é importante para o estabelecimento de sua formação, 

arquitetura e estabilidade, participando no controle da permeabilidade seletiva às 

macromoléculas, invasão tecidual pelas células, separação e conexão de tecidos (Vracko, 

1974; Foidart et al, 1980; Timpl, 1989; Aumailley and Smyth, 1998).  

Laminina é a mais abundante glicoproteína não colagênica presente nas membranas 

basais e nos componentes da matriz extracelular (Timpl et al, 1979). Está freqüentemente 

associada a membros de outras famílias de moléculas, como colágeno IV (Foidart et al, 

1980; Laurie et al, 1982; Engvall, 1994; Aumailley and Smyth, 1998; Chen et al, 1998). A 

laminina-1 tem peso molecular (PM) entre 800 e 1000 KDa e é formada por 3 cadeias 

polipeptídicas diferentes que são unidas por meio de pontes dissulfeto, resultando em 

aspecto cruciforme, com 3 braços curtos e um braço longo. A cadeia A, ou α1, tem PM 

entre 400 e 440 KDa; a cadeia B1, ou β1, tem PM de 220 KDa, enquanto a cadeia B2 ou γ1 
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tem PM de 200 a 220 KDa (Foidart et al, 1980; Timpl, 1989; Engel, 1992; Engvall, 1993; 

Aumailley and Smyth, 1998; Chen et al, 1998). (Laurie et al, 1982; Couchman et al, 1983; 

Kleinman et al, 1985; Fried et al, 1992; Tryggvason, 1993; High and Robinson, 1994; 

Engvall, 1994; Coletta et al, 1997; Aumailley and Smyth, 1998)A laminina está envolvida 

em patologias associadas a deficiências na membrana basal e aderência epitelial, como a 

epidermólise bolhosa e bolsas periodontais (Christiano and Uitto, 1996; Giannelli et al, 

1997; Mullen et al, 1999). Está presente na lâmina basal e influencia na formação dos 

restos epiteliais de Malassez, já que atua na diferenciação e manutenção dos tecidos 

epiteliais (Hamamoto et al, 1991). Dentre as proteínas que se ligam a esta proteína nas 

membranas basais, pode-se citar a fibronectina e o colágeno IV (Timpl, 1989; Engel, 1992; 

Tryggvason, 1993; Chen et al, 1998). Assim como a laminina, o colágeno IV também está 

presente nas membranas basais (Abrahamson, 1986; Aumailley and Smyth, 1998). É uma 

proteína de alto peso molecular e possui duas cadeias polipeptídicas com conformação em 

tripla hélice e constitui um dos principais componentes desta estrutura, fornecendo o 

arcabouço sobre o qual se ancoram os outros componentes da matriz (Laurie et al, 1982).  

 

2.9. Laminina e Colágeno IV em lesões periapicais 

A distribuição de colágeno IV e laminina foi estudada de maneira comparativa em 

GP e RAD para identificar sua influência no comportamento destas lesões (Delzangles et 

al, 1997). A distribuição da laminina acompanha a distribuição do colágeno IV e parece ser 

importante na coesão tecidual em lesões periapicais (Birembaut et al, 1983; Delzangles et 

al, 1997). O estudo destes componentes na membrana basal mostrou níveis de expressão 

diferentes em queratocistos, cistos radiculares e dentígeros, o que pode estar relacionado 

com diferenças no padrão de crescimento destes cistos (Oliveira et al, 2002). 

 

 

2.10. Marcadores de proliferação celular 

O padrão de proliferação epitelial entre os cistos odontogênicos varia (Li et al, 1994; 

Li et al, 1995; Tosios et al, 2000; Piattelli et al, 2001). Esses índices  podem ser avaliados 

por meio da expressão de marcadores específicos que indicam se as células se encontram 
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em estágios de apoptose ou de duplicação celular (Hall et al, 1990; Li et al, 1995; 

Carvalhais et al, 1999). Marcadores como o antígeno nuclear de proliferação celular 

(PCNA) e o Ki-67 têm sido utilizados para determinar as diferenças entre os índices de 

proliferação epitelial entre os cistos odontogênicos. O Ki-67 permite identificar as células 

em proliferação (Gerdes et al, 1984; Szekeres, 1993). Ele é encontrado em todas as fases 

ativas do ciclo celular e da mitose, mas está ausente durante a fase G0 (Brown and Gatter, 

1990). Nos cistos odontogênicos, os padrões de proliferação epitelial podem ser 

determinados avaliando-se a presença de células positivas para Ki-67 no epitélio cístico 

(Slootweg, 1995; Paula et al, 2000). PCNA mostrou-se significativamente mais expresso 

nos queratocistos em relação aos cistos radiculares e dentígeros (Li et al, 1994; Li et al, 

1995). Da mesma forma, o Ki-67 mostrou menor contagem de células positivas e 

distribuição menos organizada nos cistos radiculares e dentígero, quando comparados ao 

queratocisto (Slootweg, 1995). 
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3. OBJETIVOS 

 O objetivo deste estudo é avaliar a presença e a distribuição de células inflamatórias, 

de proteínas da membrana basal e o potencial de crescimento epitelial em lesões periapicais 

e cistos residuais por meio de marcação imunohistoquímica.  

 

Objetivos específicos: 

a. Determinar a presença, por meio de marcação imunohistoquímica específica, de LT-

CD3+, LT-8, LB, plasmócitos, mastócitos e macrófagos em GP, RAD e RES; 

b. Quantificar e comparar estas células por meio de contagem em microscópio óptico, 

com auxílio de programa de computador (KS-400®), em GP, RAD e RES; 

c. Determinar a localização predominante destas células, por meio de observação em 

microscopia óptica conforme protocolo de localização pré-estabelecido em GP, RAD e 

RES;  

d. Quantificar e comparar a área em µm2 e a densidade óptica da MB, por meio de 

marcação imunohistoquímica de laminina e colágeno IV, em microscópio óptico, com 

auxílio de programa de análise computadorizada de imagens (KS-400®, Karl Zeiss, 

Alemanha); em RAD e RES; 

e. Determinar e comparar a expressão dos marcadores de proliferação celular Ki-67 e 

PCNA nos epitélios císticos por meio da percentagem de células positivas, da área em 

µm2 e da densidade óptica da área com marcação imunohistoquímica positiva em RAD 

e RES. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos (CEP) da Universidade Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP), segundo 

protocolo 128/2002, previamente à sua execução. 

 

4.1. Obtenção do material 

Foram selecionados 34 casos de GP, 31 de RAD e 36 casos de RES dos arquivos do 

Serviço de Anatomia Patológica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba 

(FOP/UNICAMP), do período de 1966 a 2003. Os espécimes deste serviço são 

rotineiramente fixados em formol 10% tamponado; incluídos em parafina, cortados com 

5µm de espessura e corados com Hematoxilina & Eosina (HE). Foram realizados novos 

cortes após a pré-seleção e estes foram corados com HE para confirmação do diagnóstico 

das lesões. Todos os casos foram avaliados e selecionados considerando-se o diagnóstico e 

a preservação estrutural e espacial das lesões (figuras 1 e 2), para que fosse possível a 

observação das cápsulas, distinguindo-as da zona central de inflamação, nos GP, e da 

região do epitélio cístico, nos RAD e RES. Os casos onde não havia preservação estrutural 

das lesões não foram incluídos na pesquisa. Foram descartados também os espécimes que 

apresentavam características histológicas de inflamação aguda exacerbada.  

 

4.2. Obtenção dos cortes 

Após a seleção dos casos, foram realizados cortes semi-seriados dos blocos, com  3

µm de espessura, e estes foram então fixados em lâminas silanizadas (3-aminopropyl-

triethoxysilane, Sigma Aldrich®, EUA) e colocados em estufa a 56oC por 24 horas. Em 

seqüência, os cortes foram diafanizados em xilol por 30 min em estufa a 57ºC, seguindo-se 

uma troca de 20 min em temperatura ambiente (cerca de 25°C) e hidratação em 

concentrações decrescentes de etanol (absoluto, 90%, 70%, 50% e água).  
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4.3. Imunohistoquímica 

 

Para a identificação imunohistoquímica das células, índice de proliferação epitelial, 

e membranas basais dos epitélios císticos foram utilizados os anticorpos descritos na tabela 

1. 

Após a re-hidratação, os cortes foram lavados em água corrente e incubados com 

solução aquosa de peróxido de hidrogênio (10 vol., Dinâmica - Brasil) em 5 trocas de 5 min 

cada, para bloqueio da peroxidase endógena. 

A recuperação antigênica foi realizada em microondas para todos anticorpos, com 

exceção de laminina, colágeno IV e mastócitos. Foram utilizados 2 ciclos de 12 min em 

potência máxima no microondas, com os cortes imersos em solução de ácido cítrico 10 mM 

pH 6,0. A recuperação antigênica para o anticorpo anti-mastócitos, assim como para o 

anticorpo anti-Colágeno IV, foi realizada por digestão enzimática com solução 0,1% de 

Tripsina diluída em PBS (phosphate-buffered saline), pH 7,4 em estufa a 37°C por 1 hora. 

Na recuperação antigênica para o anticorpo anti-Laminina, foi utilizada a digestão 

enzimática por 50 min com solução 0,4% de pepsina diluída em glicina (GIBCO BRL, 

EUA) pH 2,2 em estufa a 37°C. Após a recuperação antigênica; os cortes foram lavados por 

três vezes de 5 minutos cada, com solução fosfatada tamponada (PBS) e incubados com os 

anticorpos primários, em câmara úmida a 4°C por 16 horas. Em seqüência foram lavados 

com PBS (3 trocas) e incubados com Complexo StreptABC/HRP Duet, Mouse/Rabbit 

(DAKO, Dinamarca). A primeira incubação foi realizada por 30 min. a 37ºC para o 

anticorpo secundário biotinilado e a segunda incubação por mais 30 min. a 37ºC com o 

complexo Streptavidina – Biotina (Dako, Dinamarca). Os cortes foram então corados com 

solução de diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, EUA), peróxido de hidrogênio 

hidrogênio (10 vol., Dinâmica - Brasil) e dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma Aldrich, EUA) 

por 5 minutos e contra-corados com hematoxilina de Carazzi (Nuclear, Brasil). 
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4.4. Leitura dos resultados 

Para a leitura dos resultados foram selecionados seis campos para cada lâmina em 

microscópio óptico com ocular Kp1 40x e objetiva de 40x. Nos GP, três campos foram 

selecionados na região periférica (cápsula) e três campos na região central. Nos RAD e 

RES foram selecionados três campos na região periférica (cápsula) e três campos na região 

subepitelial. Para a seleção e análise dos campos, foram consideradas as áreas de maior 

integridade estrutural e positividade mais evidente (caso houvesse positividade) para 

marcação imunohistoquímica em cada corte histológico.  

As células inflamatórias foram contadas individualmente, considerando-se tanto as 

marcações positivas quanto negativas. A contagem foi realizada com auxílio de programa 

de análise computadorizada de imagens (KS-400®, Karl Zeiss, Alemanha). Os índices de 

positividade para cada anticorpo foram determinados por meio da percentagem de células 

com marcação positiva dentro do número total de células em cada campo analisado. Foi 

obtida uma média das três leituras realizadas para cada região (periferia ou centro) em cada 

caso. A expressão das proteínas de matriz na membrana basal epitelial (Laminina e 

Colágeno IV) foi avaliada por meio de microscópio óptico, com ocular Kp1 40x, e objetiva 

de 100x, com auxílio do programa de análise computadorizada de imagens (KS 400 Karl 

Zeiss, Alemanha), realizando-se a medição da área (em µm2) e leitura da densidade óptica 

das membranas basais marcadas para cada uma destas proteínas. Também nestes casos, 

foram selecionadas três áreas de leitura e obtido um valor médio para a área da membrana 

basal e para a densidade óptica nas lesões marcadas com anticorpo anti- Laminina e 

Colágeno IV.  

Para os marcadores de proliferação celular (Ki-67 e PCNA), as células com 

marcação positiva no epitélio cístico foram contadas individualmente utilizando-se 

microscópio óptico com ocular Kp1 40x e objetiva de 40x. A positividade para cada 

anticorpo foi determinada visualmente. O percentual de células positivas em relação ao 

número total de células no epitélio de cada campo avaliado determinou a expressão de cada 

marcador. Além disso, a área de marcação imunohistoquímica positiva nas células dentro 

de cada campo (em µm2) e a densidade óptica de marcação também foram avaliadas. 
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Novamente, foi obtido um valor médio entre as três leituras realizadas para cada um destes 

itens avaliados em cada caso.  

 

4.5. Análise dos resultados 

Os dados obtidos nas leituras foram digitados em planilha eletrônica (EXCEL® 

9.0/2000, Microsoft, EUA) e exportados, conforme a necessidade, para o programa EPI-

Info 6.02b (CDC, EUA). De acordo com o tipo de cada variável e com o estudo de 

suposições, os resultados foram analisados por meio dos testes de Kruskal-Wallis e F. A 

distribuição das células inflamatórias e a expressão das proteínas de matriz e marcadores de 

índice de proliferação, obtidas por meio de contagem, medição de área ou densidade óptica, 

foram comparadas entre os campos avaliados em cada região das lesões (cápsula, centro ou 

subepitelial) e entre cada tipo de lesão (GP, RAD ou RES).  
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5. Resultados 
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5. RESULTADOS 

 

As células inflamatórias mais freqüentemente encontradas foram os plasmócitos e 

linfócitos T. Linfócitos B e macrófagos apresentaram valores de concentração 

intermediários, enquanto que os menores valores obtidos foram para mastócitos. 

Plasmócitos e linfócitos B mostraram um padrão decrescente de concentração de acordo 

com o estágio evolutivo das lesões; ou seja, mais freqüentes nos GP, seguindo-se os RAD e 

RES. Comportamentos inversos foram observados para as concentrações de linfócitos T 

(CD3+) e sua subclasse LT-CD8+ (gráfico 1). Os padrões de concentração e distribuição 

dos diferentes tipos celulares estudados podem ser observados na tabela 2 e são descritos 

detalhadamente a seguir. 

 

5.1. CD3 

 Os LT-CD3+ foram mais freqüentes nos RAD e nos RES. A média da percentagem 

de células CD3+ nos GP foi significativamente menor em relação às duas outras lesões 

(Kruskal-Wallis, p=0,000). No entanto, as médias de percentagem de LT-CD3+ não 

mostraram diferenças significativas entre RAD e RES. A análise com relação às regiões 

(cápsula, subepitelial e centro) de cada lesão não mostrou diferença significativa, exceto 

entre a região subepitelial e a cápsula dos RAD (teste F, p=0,000), sendo maior na região 

subepitelial (tabela 2) (figura 3). 

 

5.2. CD8 

 Os LT-8 apresentaram concentrações significativamente diferentes entre as lesões 

(Kruskal-Wallis, p=0,000). Os maiores valores obtidos foram nos RES, com concentrações 

decrescentes para RAD e GP. Não houve diferença estatística na distribuição destas células 

em relação às regiões central ou periférica de nenhuma das lesões (tabela 2).  
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5.3. CD20 

 As médias de contagem de LB foram significativamente maiores em GP, seguidos 

por RAD e RES (Kruskal-Wallis, p=0,000). Entretanto, quando comparados RAD e RES 

de forma isolada, não foram encontradas diferenças significativas. Novamente, não foi 

encontrada diferença estatisticamente significante na distribuição de LB entre as regiões 

central de periférica das lesões analisadas (figura5).  

 

5.4. CD68 

 As médias de contagem de macrófagos (CD68+) não foram significativamente 

diferentes nas três lesões estudadas. No entanto, contagens significativamente maiores 

foram obtidas na região central dos GP (teste F, p=0,002) e na cápsula dos RES (tes te F, 

p=0,005) (figura7), em relação às outras regiões destas lesões (tabela 2). 

 

5.5. Plasmócitos 

 As contagens de plasmócitos foram significativamente diferentes entre as lesões 

(Kruskal-Wallis, p=0,000). As maiores contagens de células positivas ocorreram nos GP, 

sendo progressivamente menores nos RAD e RES. As contagens foram significativamente 

mais elevadas na região periférica dos GP (teste F, p=0,000) e na região subepitelial dos 

RES (teste F, p=0,000) em relação à cápsula (tabela 2) (figura6). 

 

5.6. Mastócitos 

 Mastócitos foram as células inflamatórias encontradas com menor freqüência em 

todas as lesões. Não houve diferença estatisticamente significante na contagem de 

mastócitos entre os cistos. Entretanto, sua contagem nos GP foi significativamente menor 

que nos cistos (Kruskal-Wallis, p=0,000). Mastócitos foram significativamente mais 

freqüentes na região de cápsula (figura 8) em relação à região central ou sub epitelial nas 

três lesões (teste F, p=0,000) como pode ser visto na tabela 2.  
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5.7. Marcadores de proliferação celular (Ki-67 e PCNA) 

O índice de proliferação epitelial, medido por meio da percentagem de células, 

positivas mostrou-se significativamente maior (Kruskal-Wallis, p=0,000) nos RAD em 

relação aos RES para os dois marcadores de proliferação analisados (PCNA e Ki-67), como 

pode ser visto na tabela 3. A análise da área de marcação positiva (em µm2) produziu 

resultados semelhantes (Ki-67: Kruskal-Wallis p=0,000; PCNA: Kruskal-Wallis p=0,001). 

Apesar de ter havido diferença estatisticamente significante nos valores de densidade óptica 

entre os RAD e RES, esses valores não se apresentaram homogêneos entre os dois 

marcadores analisados. Houve maior valor nos RES em relação aos RAD para PCNA 

(Kruskal-Wallis, p=0,006) e o inverso ocorreu para o marcador Ki-67 (Kruskal-Wallis, 

p=0,006). 

 

 5.8. Membrana Basal (Laminina e Colágeno IV) 

As médias das áreas de marcação positiva em µm2 foram significativamente maiores 

nas membranas basais dos RES em relação aos RAD tanto para laminina (Kruskal-Wallis, 

p=0,003) quanto para Colágeno IV (Kruskal-Wallis, p=0,002). Entretanto, não houve 

diferença estatisticamente significante nas médias de leitura de densidade óptica entre os 

dois cistos para a marcação de Colágeno IV (Kruskal-Wallis, p=0,760). A leitura da 

densidade óptica da laminina foi significativamente maior nos RAD em relação aos RES 

(Kruskal-Wallis, p=0,000), ao contrário do Colágeno IV, que apresentou maior leitura no 

RES, ainda que sem significância estatística (tabela 4). 
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Tabela 2. Médias de concentração de cada tipo celular analisado e suas distribuições entre cápsula e região central para cada lesão. 

 Granuloma Cisto Radicular Cisto Residual 

 Centro Cápsula Total Centro Cápsula Total Centro Cápsula Total 

CD3 18,77 ± 3,57 18,31 ± 2,26 18,62 ± 3,05 37,99 ± 5,22 30,23 ± 7,75 35,31 ± 5,43 35,55 ± 6,22 35,45 ± 3,06 35,85 ± 2,83

CD8 7,03 ± 1,38 6,34 ± 1,73 6,98 ± 1,37 12,58 ± 5,16 13,07 ± 4,68 13,00 ± 4,25 22,24 ± 6,08 24,05 ± 6,96 22,76 ± 6,32

CD20 12,64 ± 5,68 9,20 ± 2,89 11,93 ± 4,51 10,85 ± 3,04 8,94 ± 2,51 10,00 ± 4,00 7,52 ± 1,00 7,21 ± 2,06 7,44 ± 3,32 

CD68 16,98 ± 3,94 14,08 ± 3,77 15,84 ± 3,31 14,46 ± 2,77 14,61 ± 3,09 14,55 ± 2,86 14,94 ± 2,81 17,00 ± 3,31 15,76 ± 2,93

Plasmócito 38,89 ± 5,83 45,69 ± 9,53 41,31 ± 6,49 30,57 ± 9,91 32,01 ± 9,82 31,05 ± 7,92 15,64 ± 5,54 6,01 ± 2,92 11,35 ± 4,03

Mastócito 0,57 ± 0,06 1,66 ± 0,09 0,98 ± 0,58 1,05 ± 0,08 2,18 ± 0,13 1,51 ± 0,81 0,89 ± 0,04 2,67 ± 0,18 1,68 ± 0,75 

 

 

 

 

Tabela 3. Médias de percentagem de células positivas, área com marcação positiva (em µm2) e densidade óptica (DO) das áreas positivas 
para a marcação com Ki-67 e PCNA nas células do epitélio dos cistos radicular e residual. 
 Cisto Radicular Cisto Residual 

 PCNA Ki-67 PCNA Ki-67 

Percentagem 49,89 ± 5,24 20,58 ± 8,58 42,92 ± 4,39 8,05 ± 1,20 

Área 838,11 ± 160,31 670,60 ± 182,99 640,67 ± 156,44 292,78 ± 98,78 

DO 92,27 ± 03,58 98,39 ± 25,59 98,16 ± 11,24 87,14 ± 17,43 
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Tabela 4. Médias das áreas positivas (em µm2) e densidade óptica (DO) das áreas positivas para a 

marcação de laminina e colágeno IV nas membranas basais dos epitélios dos cistos radiculares e 

residuais.  

 Cisto Radicular Cisto Residual 

 Laminina Colágeno IV Laminina Colágeno IV 

Área 294,90 ± 59,05 120,22 ± 41,77 681,42 ± 124,89 576,07 ± 128,48 

DO 96,70 ± 20,29 64,19 ± 15,74 83,04 ± 20,13 69,13 ± 22,41 
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Gráfico 1: Percentagem total de linfócitos T-CD3+ (CD3), linfócitos T-8 (CD8), linfócitos B (CD20), 

macrófagos (CD68), plasmócitos (Plasm) e mastócitos (Mast) entre granulomas periapicais, cistos 

radiculares e cistos residuais. 
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6. Discussão 
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6. DISCUSSÃO 

 Assim como todas as lesões com presença de infiltrado inflamatório inespecífico, a 

patogênese dos GP e dos RAD e RES ocorre de forma progressiva e é dependente dos 

diferentes tipos de células inflamatórias. Estas células desempenham papéis específicos 

importantes durante o desenvolvimento das lesões. Neste estudo, a relação do infiltrado 

inflamatório com o epitélio cístico e a MB foi determinada por meio da proximidade das 

células com essas regiões. A eventual “progressividade” apresentada pelos GP, RAD e RES 

é baseada na história natural destas lesões e permitiu avaliar o comportamento das células 

inflamatórias durante diferentes estágios no seu desenvolvimento. Em seus diversos 

estágios de evolução, GP, RAD e RES podem sofrer agudização, em geral associada com 

reinfecção da lesão. Nessas ocasiões, apresentam características de processo inflamatório 

agudo, com abundante presença de polimorfonucleares neutrófilos (Takahashi et al, 1996). 

Estas células são importantes na fase inicial do processo inflamatório, pois bloqueiam a 

disseminação da lesão no periápice e participam do recrutamento e maturação de 

osteoclastos, assim como na formação de tecido de granulação (Langeland et al, 1977; 

Kaufmann, 1993; Marton and Kiss, 2000). Entretanto, neste estudo a ênfase foi para a 

análise da fase crônica das lesões; descartando-se as lesões com inflamação aguda 

exacerbada. 

Os macrófagos participam na defesa do periápice desde os primeiros momentos e 

foram analisados neste estudo por meio da marcação para CD-68. Apesar da grande 

variação relatada na proporção de células CD-68+ nas lesões periapicais, este estudo 

mostrou valores de concentração similares aos encontrados por outros autores (Bergenholtz 

et al, 1983; Kontiainen et al, 1986; Kopp and Schwarting, 1989; Marton and Kiss, 1993; 

Kawashima et al, 1996; Oliveira and Lara, 2001). A contagem de macrófagos situou-se 

logo abaixo das contagens de LT e plasmócitos, o que já foi reportado anteriormente 

(Piattelli et al, 1991; Marton and Kiss, 2000; Liapatas et al, 2003). Ainda que alguns 

trabalhos tenham relatado maior freqüência de macrófagos nos RAD (Kopp and 

Schwarting, 1989), este estudo demonstrou uma distribuição semelhante destas células 

entre as lesões analisadas, em consonância com a maior parte das pesquisas disponíveis na 

literatura (Matsuo et al, 1992; Walker et al, 2000; Oliveira and Lara, 2001; Liapatas et al, 
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2003). Parece haver, entretanto, diferença na distribuição dos macrófagos quanto à região 

das lesões. A maior concentração encontrada na região central dos GP deve estar 

relacionada à atuação dos macrófagos na resposta inflamatória inespecífica, particularmente 

importante nos GP, e que irá favorecer a progressão para estágios mais crônicos da lesão 

(Oliveira and Lara, 2001). Após seu recrutamento para a região central do GP, os 

macrófagos fagocitam microorganismos e restos celulares e são estimulados por citocinas 

(Marton and Kiss, 2000). Durante esta fase, há produção de metabólitos do ácido 

aracdônico, radicais livres, derivados do metabolismo de óxido nítrico e metaloproteinases 

de matriz, que podem contribuir para a degradação ou alteração do metabolismo dos tecidos 

adjacentes às lesões no periápice (Birkedal-Hansen, 1987; Stashenko, 1990; Evans and 

Ralston, 1996).  

A progressão da doença e a instalação do processo de cronicidade são influenciados 

também pela interação dos macrófagos com outras células durante a inflamação 

(Takahashi, 1998; Marton and Kiss, 2000; Oliveira and Lara, 2001). Macrófagos 

apresentam fragmentos antigênicos previamente digeridos por meio da expressão de 

complexos de histocompatibilidade maior de classe II (MHC-II) e também causam ativação 

de linfócitos B (Kopp and Schwarting, 1989; Kawashima et al, 1996). Produzem 

interleucina oito (IL-8), interleucinas 1α e1β (IL-1α e IL-1β) e fator de necrose tumoral α 

(FNT-α), que têm, entre outras funções, a de recrutamento e ativação de monócitos, 

leucócitos polimorfonucleares e LT de memória, reabsorção óssea, inibição do processo de 

reparo e formação do tecido de granulação organizado (Nathan, 1987; Kopp and 

Schwarting, 1989; Bando et al, 1993; Marton and Kiss, 2000; Oliveira and Lara, 2001). 

Neste estudo foram observados valores similares para a contagem de macrófagos em ambos 

os cistos. Apesar de significantemente menores que os valores encontrados na região 

central de GP, não houve variação muito intensa entre as lesões. Portanto, os macrófagos 

parecem ter atuação contínua, direta ou indiretamente, durante toda a progressão das lesões, 

influenciando também na diferenciação de outros tipos celulares, como os LT (Kopp and 

Schwarting, 1989; Liapatas et al, 2003). Os valores significativamente maiores na 

concentração de macrófagos observados na região da cápsula dos RES podem parecer 

paradoxais, uma vez que estas lesões representam estágios onde a inflamação é menos 
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intensa. Contudo, esses valores são relativos. A presença de cristais de colesterol, que não 

foi observada de maneira tão freqüente em GP e RAD deste estudo, pode ter favorecido o 

acúmulo destas células. Oliveira et al (Oliveira and Lara, 2001) observaram uma maior 

concentração de macrófagos na região subepitelial de RAD e, assim como as células 

dendríticas e células apresentadoras de antígenos, estas células podem estar relacionados à 

proliferação epitelial nestas lesões (Gao et al, 1988b; Liapatas et al, 2003). Entretanto, a 

relação destas células com o epitélio dos cistos não foi evidenciada neste estudo, já que não 

foram encontradas diferenças estatisticamente significantes na sua distribuição entre a 

região periférica e a subepitelial (Liapatas et al, 2003). Além disso, as contagens de 

macrófagos foram similares em ambos os cistos, ainda que os índices de proliferação 

epitelial entre estas duas lesões tenham sido significativamente diferentes.  

De forma geral, LT e plasmócitos foram as células mais freqüentemente 

encontradas nas três lesões; o que está de acordo com os relatos prévios na literatura 

(Kontiainen et al, 1986; Yu and Stashenko, 1987; Piattelli et al, 1991; Sol et al, 1998; 

Liapatas et al, 2003). Os LT predominaram entre as lesões císticas, diferentemente dos 

plasmócitos e LB, mais freqüentes nos GP. O predomínio dos LT sobre os LB nas lesões 

periapicais, observado neste estudo, já foi relatado anteriormente (Torabinejad and 

Kettering, 1985; Kontiainen et al, 1986; Piattelli et al, 1991; Sol et al, 1998). As contagens 

de LB, apesar de baixas, estão de acordo com as observações de estudos anteriores, que 

relataram percentagens pequenas de LB na população total de linfócitos em GP e RAD 

(Kontiainen et al, 1986; Stashenko et al, 1992). Entretanto, alguns estudos relataram 

populações similares de LT e LB nestas lesões (Liapatas et al, 2003). 

A importância das células CD-20+ parece ser maior durante as fases mais ativas da 

inflamação. As contagens de LB foram proporcionais às contagens de plasmócitos nas três 

lesões. Este comportamento pode indicar a associação de atividades entre estas duas 

células. Os valores obtidos indicam que a participação de ambas as células no processo 

inflamatório das lesões periapicais diminui à medida que ocorre a progressão de uma lesão 

à outra (do GP ao RES), ao contrário dos LT, que predominaram nos cistos em relação aos 

GP. À semelhança do que ocorre nas lesões periodontais em evolução (Seymour and 

Greenspan, 1979; Seymour et al, 1982), os LB encontrados nos tecidos periapicais são 
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ativados por lipopolissacarídeos derivados das bactérias e também por linfócitos T-

auxiliares (Tew et al, 1989; Tani et al, 1992; Tough et al, 1997) e produzem citocinas, 

como a IL-1, capazes de estimular a reabsorção óssea (Matsushima et al, 1985). Não foram 

estabelecidas relações entre este tipo celular e os índices de proliferação epitelial ou o 

comportamento da membrana basal do epitélio cístico, já que sua distribuição não 

apresentou diferença estatisticamente significante entre as regiões central e periférica das 

lesões analisadas.  

Neste estudo, os LT foram detectados em conjunto por meio da marcação com o 

anticorpo anti-CD3 (pan-T). Apenas o subtipo LT-8 foi analisado de forma separada. As 

maiores concentrações relativas de LT-CD3+ e LT-8 foram encontradas nos cistos e 

apresentaram-se significativamente menores nos GP. Esses valores indicam que a resposta 

imune celular atua de forma menos intensa nas fases iniciais da inflamação no periápice, ao 

contrário do que foi observado para a resposta imune humoral. Houve diferença 

significativa na distribuição por área de LT-CD3+ apenas em RAD. Nestas lesões os LT-

CD3+ concentraram-se na região subepitelial. No entanto, foi observado que a 

concentração de LT-8 não foi significativamente maior na região subepitelial de RAD. 

Estas observações poderiam sugerir que a maior concentração de LT na região subepitelial 

dos RAD corresponde a outros subtipos destas células, como os LT-4. Nos RAD, já foi 

sugerido que a produção de IL-6 pelos LT-4 esteja relacionada à estimulação da 

proliferação epitelial (Cury et al, 1998). Todavia, é importante determinar se a distribuição 

de LT-4 confirma estes dados. Nos RES a relação entre linfócitos e o epitélio não foi 

claramente estabelecida, pois tanto LB quanto LT não se mostraram diretamente vinculados 

a esta estrutura. Os resultados deste estudo sugerem papel regulatório e imunossupressor 

para LT-8, com participação no processo de estabilização das lesões periapicais, posto que 

a proporção de LT-8 foi maior nas lesões que se encontravam em processo de estabilização 

(Benacerraf and Germain, 1981; Kontiainen et al, 1986; Stashenko and Yu, 1989; 

Stashenko et al, 1992; Marton and Kiss, 2000; Oliveira and Lara, 2001). 

Os plasmócitos predominaram principalmente nos GP. Alguns estudos citam estas 

células como as mais freqüentes nas lesões periapicais (Bergenholtz et al, 1983; Piattelli et 

al, 1991; Takahashi, 1998; Marton and Kiss, 2000). A participação das imunoglobulinas 
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(Ig) produzidas pelos plasmócitos durante a progressão das lesões periapicais ainda não é 

claro. Acredita-se que a influência de resposta humoral seja importante, visto que macacos 

imunizados apresentaram lesões periapicais menores em relação aos animais não 

imunizados (Dahlen et al, 1982; Akamine et al, 1994b). Embora haja estudos mostrando 

que diferentes tipos de Ig podem ter influência nos processos de expansão ou estabilização 

das lesões periapicais (Kuntz et al, 1977; Pulver et al, 1978; Stern et al, 1981; Johannessen 

et al, 1983; Matsumoto, 1985; Torres et al, 1994; Matsuo et al, 1995; Marton and Kiss, 

2000), a participação de citocinas produzidas pelos plasmócitos e LB parece ser mais 

importante (Akamine et al, 1994b). A produção de IL-1, e PGE2, induz a reabsorção óssea 

(Matejka et al, 1986; Takahashi, 1998). Assim como os LT, os plasmócitos podem produzir 

FNT-α, IL-6 e IL-10 e, portanto, podem regular a atividade de metaloproteinases de matriz 

(MMP) (Ahmed et al, 1994; Matthes et al, 1995; Di Girolamo et al, 1997; Di Girolamo et 

al, 1998). Neste estudo, a atividade dos plasmócitos sobre os processos destrutivos foi 

evidenciada. Estas células foram encontradas em concentrações significativamente mais 

elevadas nos GP, sugerindo-se que representam um componente importante durante os 

estágios iniciais de instalação da lesão no periápice. Ainda que o presente estudo não 

permita determinar o grau de atuação da resposta humoral na progressão das lesões 

periapicais, é possível afirmar que ela é um componente importante na resposta inicial 

frente à agressão ao periápice. Essa resposta adquire um caráter cada vez mais celular, com 

a dimin uição dos estímulos inflamatórios. Na região da cápsula dos GP, os plasmócitos 

apresentaram-se permeando outros tipos celulares, como os macrófagos e neutrófilos. Essa 

característica pode ser importante para se determinar o comportamento da resposta humoral 

nesta região. A associação com o epitélio cístico nos RES pode estar relacionada com a 

diminuição do potencial proliferativo, idéia que é reforçada pela observação de que nos 

RAD; onde há maior proliferação epitelial, os plasmócitos não se associaram ao epitélio. 

As concentrações de mastócitos encontradas entre GP, RAD e RES neste estudo, 

estão de acordo com os dados relatados na literatura, que mostram pequena participação 

destas células no infiltrado inflamatório (Marton et al, 1990; Piattelli et al, 1991). A 

observação de mastócitos predominantemente na cápsula das lesões pode ser um indicativo 

de sua participação na formação desta estrutura. A produção de substâncias biologicamente 
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ativas, como histamina, heparina, triptase, quimase, PGD2, leucotrieno C4, fator básico de 

crescimento de fibroblastos, FNT-α, IL-2, IL-4 e IL-8 pode ser importante durante a 

formação da cápsula e estabilização das lesões (Yanagisawa, 1980; Artuc et al, 1999). Estas 

substâncias estão relacionadas à proliferação de fibroblastos e síntese de proteínas de matriz 

(Dayton et al, 1989; Hatamochi et al, 1991; Ruoss et al, 1991; Gillery et al, 1992; 

Postlethwaite et al, 1992; Cairns and Walls, 1997; Algermissen et al, 1999). Alguns autores 

acreditam que os mastócitos inibem as atividades mitogênica e antigênica de LT, inibindo a 

produção da IL-2 e interferon-γ, ou removendo-os após as fases ativas da inflamação 

(Rocklin, 1976; Dohlsten et al, 1987; Piattelli et al, 1991). A concentração 

significativamente maior de mastócitos nos cistos em relação aos GP está de acordo com 

observações prévias (Yanagisawa, 1980; Piattelli et al, 1991), que sugerem participação 

destas células no feedback negativo durante a progressão das lesões periapicais. Há 

evidências mostrando que células epiteliais em cultura com heparina, histamina e FNT-α 

têm sua proliferação inibida (Harper and Flaxman, 1975; Pillai et al, 1989; Cook et al, 

1991). Neste estudo, entretanto, a relação entre mastócitos e epitélio não foi evidente, pois 

estas células foram encontradas principalmente em regiões distantes do epitélio.  

O índice de proliferação epitelial conforme medido pela expressão de Ki-67 e 

PCNA foi significativamente maior nos RAD, como esperado. No entanto, essas 

observações foram verdadeiras apenas para a percentagem de células positivas e para a área 

de marcação (em µm2). A medição da densidade óptica apresentou dados contraditórios 

entre RES e RAD e não foi considerada como um bom indicador para análise dos índices 

de proliferação. Nestas lesões pode haver grande variação quanto à expressão de Ki-67 e 

PCNA em termos de densidade óptica. Os resultados obtidos confirmam as diferenças 

encontradas na literatura entre os potenciais proliferativos dos componentes epiteliais de 

cistos odontogênicos (Li et al, 1994; Slootweg, 1995; Sun et al, 2001). Entretanto, estes 

estudos compararam os potenciais proliferativos de queratocistos, cistos dentígeros e cistos 

radiculares. Não há relatos na literatura comparando esta característica entre RAD e RES. 

Aceita-se que o potencial indutivo das células inflamatórias seja de fundamental 

importância na proliferação e diferenciação das células epiteliais presentes nos cistos 

odontogênicos (Rodu et al, 1987; Gao et al, 1988a; Li et al, 1993; Tripi et al, 2003). 
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Entretanto, não se sabe ao certo qual mecanismo, quais substâncias biológicas ou quais 

tipos celulares estejam mais envolvidos nesta estimulação. Alguns autores propuseram que 

substâncias como a IL-1, IL-6, FNT, MMP (principalmente, MMP-1), TGF, EGF, e até 

mesmo triptase derivada de mastócitos são capazes de induzir a proliferação de células 

epiteliais, principalmente em áreas de inflamação intensa (Meghji et al, 1996; Cairns and 

Walls, 1996; Lin et al, 1997; Li et al, 1997; Kubota et al, 2000). Neste estudo, a associação 

com o epitélio cístico dos RAD parece ter ocorrido para os LT-CD3+, mas não para os LT-

8. Os LT-8 parecem não estar diretamente relacionados à proliferação epitelial, já que não 

foram encontradas diferenças na distribuição entre as regiões dos RAD e RES. Os 

mastócitos predominaram para ambos os cistos na região da cápsula e, portanto, não 

parecem atuar de forma direta na indução ou inibição da proliferação epitelial, como já 

demonstrado anteriormente em epitélio brônquico (Cairns and Walls, 1996).  

As diferenças significativas entre as áreas (em µm2) de marcação para laminina e 

colágeno IV nas MB dos epitélios císticos indicam que o comportamento desta estrutura 

varia de acordo com o potencial proliferativo destas lesões, como já observado 

anteriormente (Oliveira et al, 2002). Observou-se neste estudo que, em lesões com 

infiltrado inflamatório mais intenso, a MB epitelial tende a apresentar-se menos exuberante, 

enquanto que, em lesões com infiltrado inflamatório escasso, esta estrutura apresenta-se 

mais espessa e com marcação mais intensa. Os dados obtidos sugerem que as interações 

entre a MB, a qualidade do infiltrado inflamatório e os componentes mesenquimais e 

epiteliais podem ser importantes para caracterizar o comportamento dos GP, RAD e RES 

durante sua evolução (Albini et al, 1986; Mercurio and Shaw, 1988; Oliveira et al, 2002; 

Wahlgren et al, 2003).  
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7. CONCLUSÕES 

 

1. Há diferenças qualitativas e quantitativas entre os componentes inflamatórios 

presentes em GP, RAD e RES e estas observações podem estar relacionadas ao 

potencial proliferativo epitelial nestas lesões, bem como ao comportamento das MB 

dos epitélios císticos; 

2. O método de análise proposto foi eficaz para caracterizar a distribuição e 

comportamento dos diferentes tipos de leucócitos, das proteínas componentes da 

membrana basal (laminina e colágeno IV) e dos marcadores de proliferação celular 

(Ki-67 e PCNA) em GP, RAD e RES; 

3. Plasmócitos e linfócitos-T foram as células inflamatória mais freqüentemente 

encontradas em GP, RAD e RES; 

4.  Os plasmócitos e LB apresentaram-se em concentrações decrescentes em GP, RAD 

e RES, enquanto linfócitos-T CD3+ e CD8+ apresentaram comportamento inverso; 

5. LT-CD3+ predominaram na região subepitelial de RAD; 

6. Plasmócitos apresentaram concentrações significativamente maiores nas regiões de 

cápsula e subepitelial de GP e RES, respectivamente;  

7. Macrófagos apresentaram concentrações semelhantes nas três lesões, mas foram 

mais numerosos na região central de GP e na cápsula de RES; 

8. Mastócitos foram as células inflamatórias menos freqüentes nas três lesões, sendo 

mais numerosas na cápsula dos cistos; 

9. O índice de proliferação epitelial foi significativamente maior nos RAD em relação 

aos RES quando comparadas a percentagem de células positivas e a área de 

marcação em µm2; 

10. A área de marcação imunohistoquímica para laminina e colágeno IV na MB do 

epitélio foi significativamente maior nos RES que nos RAD; 

11. As observações realizadas neste estudo são importantes para a compreensão da 

patogênese e do comportamento clínico de cada lesão. 
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