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RESUMO

Os Granulomas Dentarios e Cistos Radiculares representam lesdes periapicais cronicas que,
frequentemente, acometem os ossos maxilares. As Células de Langerhans sdo células
dendriticas, responsaveis pela apresentacao de antigenos aos Linfocitos T, que desempenham
importante funcdo nos tecidos epiteliais, bem como na patogénese das lesdes periapicais. O
presente estudo analisou a expressdo das Células de Langerhans, através da técnica imuno-
histoquimica para o marcador CD1a em 18 casos de Granuloma Dentario (GD) e 26 casos de
Cisto Radicular (CR). Essas células dendriticas foram observadas em 11,1% dos Granulomas
Dentarios ¢ em 69,2% dos Cistos Radiculares, mostrando correlacdo estatisticamente
significante (p-valor=0,000. Teste de Fisher). Nos Cistos Radiculares, as CLs exibiram tanto a
forma arredondada quanto a dendritica, em todas as camadas epiteliais. J& nos Granulomas
Dentarios, as CLs foram vistas apenas no tecido de granulacdo com densidade discreta de
marca¢do. Apesar de termos encontrado uma correlagdo entre densidade de marcagdo e
espessura de epitélio, bem como entre imunomarcagdo ¢ intensidade inflamatéria, ndo foi
observada representatividade estatistica entre essas correlagdes. Dos resultados obtidos
conclui-se que as Células de Langerhans parecem influenciar na imunopatogénese das lesdes
periapicais aqui estudadas, principalmente nos Cistos Radiculares.

Palavras-chave: Lesoes periapicais, Células de Langerhans, Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Dental Granuloma and Radicular Cysts represent chronic periapical lesions that frequently
affect the jaw bones. The Langerhans Cells are dendritic antigen-presenting cells that initiate
primary T-lymphocyte-dependent immune response T. These cells play a important role in
normal and pathological epithelial tissues as those seen in periapical chronic lesions. Better to
understand the participation of the LC in DG and RC, we examined the density of LCs in 18
DG and 26 RC by immunohistochemical method using marker CD1la. The dendritic cells
were more found in RC (69,2%) than in DG (11,1%) showing significant correlation
statistically (P=0,000). In RC, intraepithelial LCs exhibited round-shaped or dendrtic-shaped
appearance with variable density reaching all epithelial layers. In DG, LCs were only seen in
granulation tissue with discret or weak density. Statistically, there was not correlation
between density of marking and epithelial thickness or density of LCs and inflammatory
response. In conclusion, these findings suggest that Langerhans Cells are involved in
pathogenesis of periapical lesions.

Kay Words: Periapical Lesions, Langerhans Cells, immunohistoquemistry.
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1 INTRODUCAO

As lesdes periapicais tipo Granuloma Dentdrio e Cisto Radicular representam
entidades muito comuns na clinica odontologica. Sua etiologia principal ¢ a cérie dentéria. As
endotoxinas bacterianas, bem como as citocinas originadas do processo imuno-inflamatério
parecem ter influéncia no desenvolvimento de tais lesdes.

Ap6s a necrose pulpar, a disseminagdo e instalacdo de bactérias no periapice,
estimulam e ativam os mecanismos de defesa inata e adquirida, permitindo que eventos
vasculares e celulares propiciem o desenvolvimento dos GDs e CRs. A literatura mostra que o
Cisto Radicular pode surgir a partir de um Granuloma Dentério preexistente, bem como por
indugdo dos Restos epiteliais de Malassez. Essa formacdo cistica acontece a medida que os
elementos epiteliais se proliferam com consequente aparecimento de uma cavidade
preenchida de material liquido ou semiliquido, eventos estes relacionados aos processos
imuno-inflamatorios (MEGHIJI, 1996; MARTON, KISS, 2000; PIATTELLI et al., 2002;
HISATOME et al., 2003).

Além disso, parece que alguns achados morfologicos, presentes nessas lesdes, como
cristais de colesterol, macréfagos espumosos, material tipo corpo estranho, dentre outros,
induzem ou potencializam esse processo inflamatoério (SJOGREN et al., 2002; YAMAZAKI
et al., 2004).

E nesse contexto de reagdo imuno-inflamatoria desencadeado pela infecgio bacteriana,
que as células dendriticas surgem como possiveis “carreadoras” da resposta adquirida,
contribuindo assim na etiopatogenia das lesdes aqui estudadas. As Células de Langerhans,
oriundas da medula 6ssea, sdo células apresentadoras profissionais de antigenos, responsaveis

pela apresentacdo destes aos linfocitos T, bem como pela producdo de citocinas que parecem
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influenciar no processo de crescimento destas lesdes periapicais através do estimulo a
reabsor¢do Ossea e proliferacdo celular. Essas células estdo relacionadas a algumas doengas
dermatoldgicas, oncologicas, virais- HIV, e bucais como a leucoplasia, a gengivite, e mais
recentemente, aos cistos odontogénicos (REYNOLDS et al., 1995; GUNHAM et al.,1996; M
C CHARTON-BAIN et al., 1999; LOMBARDI et al., 1993; PIATTELLI et al., 2002; LINS et
al., 2003; SERGUIER et al., 2003).

Por isso, o estudo em questdo propde-se a analisar através de técnica imuno-
histoquimica, a presen¢a das Células de Langerhans em Granulomas Dentérios e Cistos
Radiculares, tentando relacionar essas células dendriticas com alguns achados histologicos,
por vezes, presentes nesses tipos de lesoes. Dessa forma, poderemos obter subsidios que
contribuam para um melhor entendimento etiopatogénico desses processos periapicais

cronicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1GRANULOMA DENTARIO E CISTO RADICULAR

2.1.1 Conceito, Classificacio e Epidemiologia do Cisto Radicular e Granuloma Dentario

O Granuloma Dentario refere-se a uma massa de tecido de granula¢do associado ao
apice de um dente sem vitalidade pulpar (MELO et al., 2003). Ja um Cisto, incluindo o Cisto
Radicular, representa uma cavidade patologica, revestida internamente por epitélio,
constituido externamente por um tecido fibroso, contendo no seu interior um material fluido
ou semi-fluido (NAIR, 1998; NEVILLE et al., 1998; BODNER, 2002; SILVA, BARONI,
CABRAL, 2002; HISATOME et al., 2003) (Esquema abaixo). O conteudo cistico ¢ muito
variado incluindo desde cristais de colesterol até drogas antibidticas (YASHIMA, OGURA,

ABIKO, 1990; AKIMOTO et al., 1993).

Osso alveolar
Cépsula
Epitélio

De acordo com a organizagdo Mundial de Satde — OMS (1992) (ver abaixo), os cistos
da regido maxilo facial podem ser classificados em odontogénicos e ndo-odontogénicos. Os
odontogénicos podem ser de desenvolvimento ou inflamatoérios, sendo o Cisto Radicular

classificado como um cisto odontogénico inflamatorio.
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De desenvolvimento

Cisto gengival do recém nascido

Queratocisto odontogénico

Cisto dentigero

Cisto de erupgio

Cisto periodontal lateral

Cisto gengival do adulto

Cisto glandular

Inflamatério

Cisto Radicular (periapical)

Cisto residual

Cisto paradental

Fonte: OMS (1992) segundo Kramer (1992)

Segundo Meghji (1996) e Taylor et al (2002), os cistos odontogénicos representam
uma das principais causas de destrui¢ao Ossea nos maxilares. Por isso, € pela incidéncia
frequente dessas lesdes na clinica diaria, e nos ambulatorios de diferentes institui¢des, muitos
autores vém desenvolvendo pesquisas nessa area.

Souza et al (2003), verificando a prevaléncia de lesdes periapicais, em 1990 amostras
biopsiadas, no periodo de 1991 a 2001, diagnosticadas no laboratério de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia de Pernambuco/UPE, constataram a presenca do Granuloma
Dentério e Cisto Radicular em 78 casos, sendo 33 (42,3%) representado pelo Granuloma
Dentario e 45 (57,69%) pelo Cisto Radicular.

Em 26 casos avaliados de lesdes cisticas na regido maxilo-mandibular, oriundos da

Clinica de Cirurgia da Escola de Aperfeicoamento Profissional da APCD (Associagdo
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Paulista de Cirurgides-dentistas), Manzano et al (2003) constataram que 76,9% das lesdes
eram Cistos Radiculares, 11,5% Cistos Dentigeros e 3,9% Queratocistos.

Ao analisar 856 casos de cistos odontogénicos, diagnosticados no Servigo
Histopatologico da Cidade do México, Taylor et al (2002), identificaram oito das dez
variedades de cistos odontogénicos reconhecidos pela Organizagdo Mundial de Satde, onde
os mais frequentes foram o Cisto Radicular (342 casos, 39,9%) e o cisto dentigero (283 casos,
33%).

Em um levantamento epidemiologico realizado por Ndiaye Faty et al (2000) no
Servigo de Estomatologia e Cirurgia Buco Maxilo Facial do Hospital Pitié-la Salpétriere-Paris
VI na Franga, no periodo de 1987 a 1994, constatou-se que dos 116 casos de cistos do
complexo maxilofacial estudados, oitenta e sete (75%) eram Cistos Radiculares.

Em criangas, os dados epidemiologicos variam um pouco e os cistos radiculares sao
mais raros (DELBEM, 2003). Bodner (2002) ao avaliar 69 pacientes pediatricos portadores de
lesoes cisticas que foram diagnosticadas e devidamente tratadas, observou que 31 casos (45%)
correspondiam a cistos dentigeros, 15 casos correspondiam a cistos de erupcao (22 %), 12
casos correspondiam a cistos traumaticos (17,3% do total) e apenas nove casos eram Cistos

Radiculares (13,3%).

2.1.2 Etiopatogénese

2.1.2.1 Aspectos Gerais

Tratando-se de lesdes com carater inflamatorio, as lesdes cronicas inflamatorias

periapicais ocorrem como resultado de um estimulo antigénico continuo advindo da infecgdo

dos canais radiculares, na maioria das vezes, pela doenga carie. Com o intuito de combater a
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infeccdo bacteriana, instala-se uma resposta inflamatéria e imunoldgica hospedeiro X
antigeno. Para Ruiz et al (2003), quando os mecanismos inespecificos de defesa do
hospedeiro ndo suprimem essa agressao, estabelece-se um processo inflamatorio crénico de
carater especifico.

O estimulo cronico de baixa intensidade, desencadeado pelas bactérias e seus
produtos, proporcionam ao organismo condi¢des de “controlar” a agressdo, e dessa forma a
mantém confinada na regido periapical. Sendo assim, as lesdes periapicais cronicas sao
representadas basicamente, pelos Granulomas Dentais e Cistos Radiculares (VIER,
FIGUEIREDO, 2002).

Os Granulomas Dentarios sao formados devido a penetragao de agentes infecciosos
bacterianos e irritantes no periapice dental que proporcionam um aumento do niimero de
fibroblastos, fibrilas colagenas, células endoteliais e capilares, em associagdo com hiperemia e
edema. Por outro lado, durante o periodo de deposi¢do da dentina radicular, a bainha epitelial
de Hertwig, desorganiza-se por apoptose, deixando os restos epiteliais de Malassez, a partir
dos quais podem se desenvolver os Cistos Radiculares, pela presenca e acdo de citocinas
inflamatorias que parecem estimular a divisdo dessas células epiteliais, bem como a
reabsorcdo do osso adjacente (MEGHIJI et al., 1996; KATCHBURIAN, ARANA, 1999;
MARTON, KISS, 2000; NICKOLAYCHUK et al., 2002; RUIZ et al., 2003; MELO, 2003).

Autores como Ward et al (2004) tentam explicar a patogénese do Cisto Radicular
dividindo-a em duas etapas: formacdo e crescimento. Na formagdo cistica, a proliferagao
celular interna do Granuloma Dentario, ndo recebe, por difusdo, os nutrientes advindos do
estroma circunjacente, necessarios para o metabolismo da lesdo. Assim, a falta desses
nutrientes resulta em uma degeneracdo e morte das células centrais do tecido proliferativo
com subsequente liquefag@o, provocando uma cavitagdo no interior da massa patoldgica. Ja o

crescimento resultaria da degradacao das células centrais, mostrada no esquema abaixo, com
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consequente aumento da pressdo osmotica interna em comparacdo com aquela do estroma
circundante. Essa diferenga de pressdo facilitaria o acimulo de liquido internamente com o
intuito de compensar e balancear a pressdo osmotica total. Isso permitiria que a pressdo
hidrostatica interna do cisto aumentasse, com consequente compressdo do revestimento

interno deste e estimulo a divisdo celular.

ESTROMA

A presenga de fibrina e colesterol sugere que a hemorragia também contribui para o

crescimento cistico, ja que o acumulo de moléculas de baixo peso molecular somado a uma
inadequada drenagem linfatica determina uma pressdo osmotica mais elevada em relagdo ao
soro (YASHIMA, OGURA, ABIKO, 1990).

Hoje, sabe-se que a formagdo e a expansdo cistica ndo se deve apenas a essa teoria da
pressdo osmotica, mas também as propriedades do epitélio cistico, da matriz extracelular e
dos componentes bioquimicos das reagdes imuno-inflamatorias. Como descrito anteriormente,
o estroma circundante, na tentativa de barrar o processo de crescimento dessa lesdo, reage
produzindo fibras coldgenas, organizando a capsula cistica. Assim, parte da reabsor¢ao Ossea
acontece devido a produgdo de colagenases e prostaglandinas pelos fibroblastos capsulares e
pela  estimulagdo  osteoclastica associada ao infiltrado celular inflamatorio.
(NICKOLAYCHUK et al., 2002; PIATTELLI et al., 2004; MEGHIJI et al., 1996, WARD et

al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004).
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2.1.2.2 Aspectos Imunologicos

De acordo com Torabinejad e Bakland (1978), a resposta imune ¢ um fenémeno
biolégico de protecdo para um organismo, mediador de injurias e em varias circunstancias,
um mecanismo de reparo. De acordo com esses autores, um elemento € necessario para a
iniciacdo dessa resposta: um antigeno, que nas infec¢des periapicais, na maioria das vezes, €
de origem bacteriana. Reac¢des imunologicas, em doengas periapicais cronicas possuem tanto
um carater inespecifico quanto especifico. O primeiro ¢é caracterizado por alteragdes
vasculares e produ¢do de mediadores quimicos inflamatorios, enquanto o segundo pode ser
classificado em dois tipos: humoral e celular. A resposta humoral pode ser mediada pelo
complexo antigeno/anticorpo ou reagdes IgE dependentes. Ja a resposta celular ¢ mediada
principalmente pelos linfocitos T e B (STASHENKO et al., 1998; NEVINS et al., 1985).

Todo processo imunoldgico, existente nessas lesdes periapicais, inicia-se com a
agressdo tecidual, normalmente, proporcionada pela infeccdo bacteriana. O predominio de
uma microbiota anaerdbica gram negativa no interior do canal dentério infectado favorece a
producdo de lipopolissacarideos e endotoxinas na regido periapical. Os lipopolissacarideos
ativam o sistema complemento pela via alternativa produzindo peptideos quimiotaticos como
C5a, estimulando também as células epiteliais e endoteliais do ligamento periodontal a
produzirem citocinas, importantes para o desenvolvimento das lesdes periapicais cronicas. Do
mesmo modo, as endotoxinas bacterianas exercem a sua atividade bioldgica ao promover a
mitose de células epiteliais, bem como o estimulo a produgdo de citocinas pelo tecido
conjuntivo circundante e pelas proprias células inflamatérias (MEGHII et al., 1996;
MARTON, KISS, 2000).

O continuo influxo de bactérias e seus produtos para o peridpice induzem a ativagao

coordenada de mecanismos imuno-inflamatérios. Esse processo de combate ao
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microorganismo também favorece o dano tecidual devido a produgdo de citocinas produzidas
por células de defesa como macrofagos, neutrofilos, mastocitos, células apresentadoras de
antigeno, linfocitos e mediadores quimicos provenientes da defesa primaria da inflamagdo. O
entendimento do equilibrio dindmico de defesa e destrui¢do devera ser compreendido para
que os sinais clinicos e sintomas das varias lesdes periapicais sejam esclarecidos (MARTON,
KISS, 2000).

A fase inicial da inflamagdo periapical ¢ caracterizada pela presenca de neutr6flios
seguida de macrofagos que possuem a funcdo precipua de protecdo contra infecgdo e limpeza.
Além disso, eventos bioquimicos controlados por mediadores quimicos, liberados
basicamente por mastocitos, bem como e a producao de citocinas e fatores de crescimento
liberados por macrofagos, linfocitos, neutrofilos e mastdcitos constituem o ambiente tecidual
em destruigdo (WALKER et al., 2000; MEGHIJI et al., 1996; MARTON, KISS, 2000).

Dentre as células representantes da defesa primaria, encontram-se os macrofagos. Sao
células de defesa predominantes no Granuloma Dentério, representando 46% das células
inflamatérias presentes. Eles possuem atuagdo tanto na imunidade inespecifica quanto na
adquirida. A ativacdo dessas células em um Granuloma Dentério parece ocorrer por citocinas
produzidas por linfocitos T ativados por antigenos, por endotoxinas ou por ambos o0s
processos (METZGER, 2000; PIATTELLI et al., 2002).

Recentes estudos em animais atimicos t€m mostrado que os Granulomas Dentarios se
desenvolvem independentemente de linfocitos T. Essa observacdo revela a possivel relagao
que os macrofagos ativados possuem na formacdo de lesdes periapicais, possivelmente pela
producao de citocinas como IL-1 e TNFa que estimulam a reabsorcdo 0ssea, pela produgao
de metalo-proteases como colagenase e elastase, e de prostaglandinas que também contribuem

para a destruicdo tecidual da regido periapical (METZGER, 2000; PIATTELLI et al., 2002).
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As células fagociticas quando ativadas por bactérias ou outros estimulos como C5a,
leucotrienos (LTB4) e citocinas experimentam um aumento no consumo de oxigénio e
produzem radicais livres provenientes desse oxigénio consumido (MARTON, KISS, 2000).
Os radicais livres, além de promoverem a morte bacteriana causam dano ao tecido
circunjacente.

Recentemente, Suzuki et al (2002), estudando a expressdo de uma enzima citosodlica
independente do célcio e isoforme do 6xido nitrico (iNOS- 6xido nitrico sintase induzivel),
descobriram imunorreatividade para essa enzima em macréfagos, linfocitos, células
endoteliais do tecido de granulagdo, epitélio de lesdes periapicais como cistos radiculares ¢
em pouca quantidade, nos restos epiteliais de Malassez. Esses dados demonstram que radicais
livres parecem estar envolvidos em processos inflamatérios e que talvez participem do
mecanismo de ativacdo e proliferacdo da camada epitelial, favorecendo a progressao de lesdes
periapicais inflamatorias.

Outros mediadores inflamatérios, tais como histamina, cininas ¢ serotoninas,
provocam vasodilatacdo, a menos que um estimulo autonomo os anule. Como efeito direto
desses mediadores pode-se citar a constriccdo dos misculos lisos dos vasos sanguineos. Essa
constriccdo possibilita a abertura reversivel das jungdes entre as células endoteliais,
permitindo a passagem da solucdo de plasma e polimorfonucleares através da barreira
vascular, causando dor quando da compressdo nervosa periapical pelo acumulo de liquido
local, bem como pela producdo de citocinas liberadas pelas células em diapedese. Esses
mediadores sdo liberados principalmente durante o periodo inicial da inflamagdo através de
células como mastocitos e basofilos (JUNIOR, DANTAS, 1996).

Dentre as células mais envolvidas na produgdo de mediadores da inflamagdo estdo os
mastocitos. De acordo com Baldrich (1994), o mastdcito ¢ uma célula grande, mononuclear,

que contém receptores de grande afinidade para a imunoglobulina IgE em sua membrana
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celular. Possui granulos grandes, intracitoplasmaticos, constituidos de mediadores pré-
formados da inflamagdo. O envolvimento de células mastdcitarias na defesa do hospedeiro
como células efetoras da imunidade inata e em resposta a fatores alergogénicos, quimicos ¢
bioldgicos como microorganismos ¢ parasitas vem sendo exaustivamente estudado (RODINI
LARA, 2004).

Existe uma grande relacdo entre a fungdo da célula mastocitaria e a sua interagdo na
resposta imune humoral e celular. Além de influenciar no controle do tonus vascular e da
permeabilidade, através da produc@o de histamina; os mastdcitos também tém uma importante
atuacdo no mecanismo imunopatoldgico de reagdes de hipersensibilidade tardia, imediata e na
patogénese da inflamacao cronica, contribuindo para a iniciagdo e ampliacdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro contra infeccdes bacterianas (MARTON, NEMES, HARMATI,
1990; VILLA et al., 2001; RODINI, LARA, 2004).

A interacdo LT e mastocitos produz um efeito bidirecional, ou seja, uma regulacio
mutua e/ou modulagdo de mecanismos, influenciando processos celulares como crescimento,
proliferagdo, ativac¢ao, migragao e apresentagao de antigeno (ZHAO et al., 2001). Linfocitos T
sdo atraidos por mediadores como B-quimocinas diretamente originados pela degranulacao de
mastocitos. Rodini e Lara (2004), estudando a presenca de mastocitos em Granulomas
Dentarios e Cistos Radiculares observaram uma relagdo funcional entre aquelas células e os
linfocitos T, onde os mastocitos residiam em proximidade com os LT preferencialmente
proximos a vasos sanguineos.

Na maioria das vezes, a resposta primaria, através de fagocitos, componentes do
sistema complemento e mediadores quimicos ¢ suficiente para a eliminacdo do antigeno,
possibilitando ao organismo condi¢des para um reparo tecidual. Caso contrario, instala-se
uma inflamagdo cronica caracterizada por uma resposta imunologica humoral e celular

especificas. Esses aspectos sdo caracteristicos das lesdes periapicais aqui estudadas, onde as
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células T predominam (STASHENKO et al., 1998; NEVINS et al., 1985; WALKER et al.,
2000; MEGHII et al., 1996; MARTON, KISS, 2000; VIER, FIGUEIREDO, 2002).

Levine et al (2001) analisaram a populagdo de células T presentes no desenvolvimento
de lesdes periapicais apos indug¢do de imunossupressdo. Os pesquisadores infectaram oito
gatos com o virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e mantiveram outros oito livres de
infeccdo, como grupo controle. Através da técnica imuno-histoquimica pdde-se observar um
decréscimo significativo da populagdo de células T CD4+ no grupo teste, enquanto a
populacdo de células T CD8+ ndo apresentou diferenga estatistica entre os dois grupos. A
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina resultou em um decréscimo da contagem de
CD4+ em lesdes periapicais do grupo teste, contudo, a inflamacdo e a progressao da lesdo
apresentaram-se comparavel ao grupo controle.

Philippi et al (2003) estudando a distribui¢do de linfocitos CD8+ (supressor) e CD20+
(linfocito B) em noventa lesdes periapicais inflamatérias constituidas por abscesso cronico,
Cisto Radicular abscedado e Cisto Radicular inflamatério através da técnica imuno-
histoquimica observaram a presenca difusa desses linfocitos nas lesoes. Os linfocitos CD8+ e
CD20+ estavam presentes nas lesdes periapicais independente da existéncia ou nao de
proliferagdo epitelial. Concluiram, assim, que a presenca do antigeno bacteriano no sistema de
canal radicular e periapice é decisiva no aparecimento das células T.

O CDS57 ¢é um antigeno expresso em individuos saudaveis associados ao linfocito
CD3+ e células Natural Killer. Vérios estudos tém demonstrado um efeito imunossupressor
quando essa molécula ¢ detectada no tecido estudado. Dessa forma, Moreira et al (2000)
compararam a expressdo desse antigeno de superficie em Cistos Radiculares com epitélio
hiperplasico e atrofico. Através do método da estreptavidina-biotina, os autores utilizaram
vinte casos de Cisto Radicular previamente -classificados com epitélio atréfico ou

hiperplasico. Foi considerado atréfico, aquele epitélio composto de duas a dez camadas de
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células com formato plano e capsula plana. A forma hiperplasica deveria possuir varias
camadas celulares e contorno epitelial e capsular ondulado. Os autores acharam uma
percentagem significativamente maior do CD57 em cistos radiculares com epitélio atréfico,
apesar do infiltrado inflamatorio ndo ser estatisticamente significante quando correlacionado
aos dois tipos de epitélio.

Produzidas por linfocitos T e outros tipos celulares ja mencionados, outras moléculas
atuam no processo imuno-inflamatério das lesdes periapicais em estudo. Sdo substancias que
controlam a migragdo e proliferacao de células em resposta a agressao bioldgica com o intuito
de reparo. Sdo chamadas de citocinas, que consistem de pequenas proteinas ou peptideos,
algumas das quais envolvidas na emissao de sinais entre células da resposta imune. Exercem
sua acdo de forma paracrina ou autdcrina e sdo classificadas basicamente em interferons,
interleucinas e fatores estimuladores de colonias (NAUM, P, 2001).

Os interferons agem limitando a propagacdo de certas doengas virais, os mais
conhecidos sdo os IFNa, IFNp, até entdo, ndo relacionados com o desenvolvimento do Cisto
Radicular ¢ Granuloma Dentario; ¢ o IFNy, produzido pelos linfocitos T helper, responsavel
pela ativagdo de macrofagos e indugdo da interleucina 1. As interleucinas sdo classificadas
em quinze tipos (IL-1 a IL-15). Sdo produzidas, principalmente pelos linfocitos T e a maioria
induz a divisdo celular. Ja os fatores estimuladores de colonia (CSF) favorecem a
diferenciagdo das células-tronco na medula dssea bem como a divisdo extra medular de
células (METZGER, 2000; NAUM, 2001; SASAKI et al., 2004).

Sendo assim, algumas citocinas parecem ter influéncia na formagdo do Cisto
Radicular. Entre elas estdo a Interleucina 1 (IL-1a e IL-1p), a Interleucina 6 (IL-6) e o Fator
de Necrose Tumoral (TNF). As primeiras parecem estar relacionadas a proliferagdo do

epitélio cistico ¢ a ultima parece agir como um regulador autocrino e paracrino da adesao
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neutrdfilo / endotélio, potencializando a agdo citotoxica dos neutrdfilos (FIGUEIREDO,
SANTOS, ALBUQUERQUE JR, 1999; KUSUMI et al., 2004).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) pode ser classificado em TNFa e TNFf. Os dois
tipos estdo relacionados com a capacidade similar referente a inflamagdo e atividade anti-
tumoral. A fonte principal do TNFa s3o os mondcitos e macrofagos e a do TNFf sdo os
linfocitos T ativados (GENCO, 1992; NAUM, 2001).

O TNFa parece ser mais potente, entretanto, as fungdes dessa citocina e do TNFf séo
semelhantes, ativam osteoclastos e consequentemente a reabsor¢ao Ossea na regido periapical.
O TNFa possui atividade semelhante a IL-1 e também induz a liberacdo dessa. Além disso,
parece ser um dos principais mediadores da resposta inflamatoria, sépsi e choque séptico
(MEGHIJI et al., 1996).

Hong et al (2004), isolando lipopolissacarideo de dois patégenos comuns da infec¢io
endodontica (Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas endodontalis) constataram que essa
substancia parece promover reabsor¢do Ossea em lesdes periapicais por estimulagdo e
aumento de mediadores osteoliticos como IL-1a e TNF-a. Esse mesmo experimento mostrou
que quando administrado a Polimixina B (PMB), um inibidor do Lipopolissacarideo, no
tratamento dessas lesdes apicais, existiu uma redugdo da reabsorgdo Ossea ¢ diminui¢do na
produgdo dessas citocinas, em ratos, de 76-80%, provavelmente pela inibi¢do ou diminuigo
na produgdo da IL-1a e TNF-a.

Ao estudar o Granuloma Dentario humano, Marton et al (2000) demonstraram
positividade imuno-histoquimica para a proteina quimiotatica de monocitos (MCP)-1 no
endotélio de pequenas vénulas e positividade imuno-histoquimica para IL-8, potente agente
quimiotatico de neutrofilos e eosindfilos, em restos epiteliais de Malassez. Dessa forma, essas
substancias parecem contribuir para o aumento da atividade inflamatoéria da lesdo, bem como

ao dano tecidual local.
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Além das citocinas, os fatores de crescimento também participam da migragdo e
proliferagdo celulares. Eles sdo polipeptidios que atuam em grupos celulares especificos com
funcdo de estimulo a proliferagdo celular, bem como na locomocdo, contratilidade,
diferenciagdo e angiogénese celular (ROBINS, COTRAN, 2005). Assim, possuem influéncia

no processo de reparo das lesdes periapicais em questdo. E, atualmente as mais estudadas sao:

Fator de crescimento de plaquetas (PDGF)

Sdo produzidos basicamente pelas plaquetas, ativados pela trombina, células
endoteliais e células musculares lisas. Age como agente quimiotatico e ativador para
monocitos e neutrofilos. Atuam também como importante estimulador da ativacdo de
prostaglandina (PGE2), contribuindo, assim, para a reabsor¢do 0ssea observada no Cisto

Radicular (NELL et al., 1989; JUNIOR, DANTAS, 1996).

Fator transformador de crescimento (TGF)

Sao classificados em TGFa e TGF e possuem as plaquetas como fonte principal de
producdo, sendo que podem ser ativados pelos linfocitos e ainda pelas proprias plaquetas.
Agem como agente quimiotatico para monocitos, fibroblastos e neutréfilos. O TGFf além de
funcionar como agente de crescimento e diferenciacdo de células imunes e inflamatorias, atua
na formagdo da estrutura dssea. Interfere na fisiopatologia do reparo tecidual favorecendo a
expressdo do gen de colageno tipo I, fundamental para a manuten¢do da integridade tecidual.
Ja o fator de necrose tumoral (TNFa), na remodelagdo tecidual, atua de forma inversa ao
TGEFp, reduzindo a expressao genética do coldgeno tipo I (VERRECCHIA, MAUVIEL, 2004;

GALVEZ-GASTELUM, SANDOVAL-RODRIGUEZ, ARMENDARIZ-BORUNDA, 2004).
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Em 2004, Piattelli et al, avaliando a possibilidade da influéncia desse fator de
crescimento no desenvolvimento de cistos odontogénicos, efetivaram uma analise imuno-
histoquimica do TGFB1 em vasos sanguineos, fibroblastos e epitélio escamoso estratificado.
Eles encontraram uma positividade estatisticamente significante dessa proteina na camada
suprabasal e superficial do epitélio, bem como no estroma celular de Queratocistos orto e

paraqueratinizados em comparagdo com os Cistos Radiculares e Dentigeros.

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

A angiogénese ¢ controlada por fatores de crescimento, principalmente por uma
familia de proteinas de fator de crescimento do endotélio vascular. O VEGF ¢ um peptideo
com fungdes angiogénicas, vasoativas e estimulador do aumento da permeabilidade vascular.
Esse fator de crescimento atua sobre receptores e parece ser ativado por diferentes e
complexos mecanismos. O aumento da permeabilidade deve-se a agdo dessa substancia em
um receptor denominado VEGF-R2 por estimulo da fosfolipase C que resulta na producao de
diacilglicerol. O diacilglicerol estimula diretamente o influxo de calcio, resultando no
aumento do calcio intracelular. Este, por sua vez, estimula a enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) a produzir oxido nitrico (NO), que aumenta a permeabilidade vascular (BATES,

HARPER, 2003).

Fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF)

Sdo responsaveis pela regulagdo e organizacdo do tecido conjuntivo, em especial na
angiogénese e cicatrizacdo. O CTGF atua com as proteinas morfogenética do osso (BMPs), ¢

TGFp na divisdo, diferenciagdo e migracdo de células, bem como na producdo da matriz
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extracelular e apoptose. Quando associado as proteinas morfogenéticas se constata uma
inibicdo da sinalizagdo desta, o que prejudica a formacao 6ssea. Quando da associagdo com o
TGFP o efeito ¢ de sinergismo. O CTGF parece influenciar no mecanismo de angiogénese e
formagdo do tecido de granulagdo, especialmente nos estagios iniciais apds extracdo dentaria
em ratos iniciando, assim, o processo de reparo 6sseo (NETO, GOMES, 2002; KANYAMA

et al., 2003).

2.1.2.3 Matriz extracelular

Supde-se que além das células de defesa e mediadores quimicos exista uma interacao
entre constituintes da matriz extracelular e o epitélio cistico, o que torna essa relagdo
importante na patogénese do Cisto Radicular (OLIVEIRA et al., 2002).

Estudando o envolvimento de alguns componentes da matriz extracelular, tenascina e
fibronectina, no desenvolvimento de algumas lesdes cisticas, dentre elas o Cisto Radicular,
Oliveira et al (2004) encontraram uma presenca intensa de tenascina na interface do epitélio e
mesénquima do Cisto Radicular. Associaram esse achado ao infiltrado inflamatério. No
entanto, a reatividade para a fibronectina foi detectada melhor em Queratocistos. Os
resultados desses autores demonstram que existe uma diferenca entre as expressdes dessas
proteinas extras celulares, entre os Cistos Radiculares, Cistos Dentigeros ¢ Queratocistos. E
possivel que constituintes diferentes da matriz extra celular, de alguma forma, interfira na
patogénese dos cistos odontogénicos estudados, inclusive o CR.

Lin et al (2002) apds induzirem uma infecgdo periapical em ratos, com o objetivo de
identificar o RNA mensageiro de metaloproteinase-1 (MMP-1), seu inibidor (TIMP-1),
interleucina-6 (IL-6) e ciclooxigenase-2 (COX-2) através da hibridizac¢do in situ, observaram

que inicialmente, nos primeiros cinco dias 0 RNAm da MMP-1, a IL-6 ¢ 0 COX-2 apareciam
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predominantemente nos macrofagos e que apés 15 a 20 dias também se expressavam nos
osteoblastos, porém em menor quantidade. Esses resultados mostraram que os macrofagos e
osteoblastos estdo envolvidos no desenvolvimento de lesdes periapicais € que a reabsor¢ao
Ossea parece ser potencializada pela produgdo de MMP-1, IL-6 ¢ COX-2. Quando
administrado o antiinflamatorio meloxican, inibidor de COX-2, observou-se uma reducdo da
reabsorcao 6ssea de 43% e simultaneamente diminui¢cdo do nimero de células sintetizando a
MMP-1, IL-6 e COX-2. Esses resultados elucidam a relagdo da ciclooxigenase-2 na
progressao de lesdes periapicais como modulador indireto na produgdo de MMP-1 e IL-6.

Wahlgren et al (2002) pesquisaram a presenga, o nivel e a forma molecular da
metaloproteinase-8 (MMP-8) na polpa e inflamagdo periapical, bem como os niveis dessa
metaloproteinase no exsudato do canal radicular durante o tratamento endodontico em
humanos. Para a analise dos niveis e forma molecular, os autores utilizaram o ensaio
imunofluorescente ¢ o Westernblot, ja para a deteccdo da molécula utilizaram a imuno-
histoquimica. As amostras de exsudato periapical mostraram diferentes niveis de MMP-8
entre a primeira analise e significante decréscimo durante o tratamento endodontico. A
imuno-histoquimica mostrou presenca de MMP-8 em leucocitos polimorfonucleares,
macrofagos e plasmocitos presentes na polpa e em Granulomas Dentérios. Esses achados
demonstram uma possivel relacdo dessa molécula na patogénese de lesdes periapicais
participando na degradacdo da matriz extracelular. Para os autores, a andlise do exsudato
periapical pode ser utilizada como indicador e agente controlador da atividade inflamatoria e
do sucesso no tratamento de dentes com lesdes periapicais.

A proteolise tissular € importante em muitos processos fisiopatologicos como reagdes
inflamatorias e crescimento neoplasico. Proteases, como a plasmina possuem um papel
fundamental nesse processo. A plasmina ¢ formada a partir de uma pré-enzima chamada de

plasminogénio que ¢ ativado por fatores de plasminogénio (Pas). A plasmina atua diretamente
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sobre componentes do tecido conjuntivo e indiretamente através da ativagdo de algumas
formas de metaloproteinases. O ativador de plasminogénio presente no plasma normal e
tecido conjuntivo esta inativado devido a uma familia inibidora de plasminogénio (PA-I) onde
a mais conhecida ¢ a [-PA-1. Sabe-se que essas moléculas estdo presentes nos Cistos
Radiculares e que o aumento da expressdao imuno-histoquimica delas esta diretamente ligada a
intensidade inflamatéria do tecido em questdo (TSAI et al., 2004). Além disso, as toxinas
endodonticas e citocinas como IL-1a e TNF-a podem induzir o ativador de plasminogénio
tecidual em fibroblastos pulpares, fibroblastos gengivais e células osteoblasticas iniciando a

degradagdo tissular (YANG et al., 2003; UEDA et al., 2001).

2.1.3 Aspectos clinicos, imaginologicos e histopatologicos

Para Melo et al (2003), o Granuloma Dentario acomete mais o sexo feminino com
faixa etaria dos 20 aos 30 anos de idade. Essa lesdo apresenta-se de forma assintomatica e
com localizagdo preferencial em regido anterior de maxila.

Conforme Prado e Salim (2004), os cistos radiculares acometem diferentes faixas
etarias, sendo raros na primeira década de vida. Em relagdo ao sexo, ndo existe uma
predilegdo expressiva, sendo um pouco mais encontrado no sexo masculino (SOUZA et al.,
2003; PRADO, SALIM, 2004).

Sao normalmente assintomaticos, exceto em casos de agudizagdo. Acometem mais a
regido anterior de maxila e respondem negativamente, na maioria das vezes, aos testes de
vitalidade pulpar (NEVILLE, 1998).

A radiografia convencional periapical ¢ o exame imaginologico mais solicitado, no
entanto, j& existem relatos na literatura de estudos com ressonancia magnética, tomografia

computadorizada e ultra-sonografia (COTTI et al., 2003; HISATOMI et al., 2003).
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A radiografia periapical de um Cisto Radicular ndo ¢ diferente da de um Granuloma
Dentario, principalmente quando a lesdo ainda ¢ incipiente, pequena. Caracterizam-se por
uma area radiolicida, bem delimitada e¢ de forma circular ou oval delimitada na regido
periapical de uma unidade dentaria. Nos Cistos Radiculares, uma linha radiopaca delimita a
area radiolucida, contudo, em cistos infectados e de crescimento rapido essa linha podera estar
ausente (DELBEM et al., 2003; FREITAS, 1998; PHILIPSEN et al., 2002).

De modo geral, histologicamente, Cistos Radiculares e Granulomas Detérios sdo
caracterizados como processo inflamatorio cronico onde predominam células mononucleares,
principalmente linfécitos, plasmodcitos e macréfagos (MARTON, KISS, 2000).
Polimorfonucleares, como neutrofilos também podem ser encontrados, assim como
mastocitos e eosindfilos (METZGER, 2000; MARTON, KISS, 2000; MELO, 2003; RODINI,
LARA, 2004).

O Granuloma Dentério ¢ composto predominantemente por um infiltrado de linfocitos,
células plasmocitarias e leucocitos polimorfonucleares, sem ou com remanescente epitelial,
associado a uma capsula de tecido conjuntivo fibroso (MELO et al., 2003). Para Vier e
Figueiredo (2002), nessas lesodes, neutrofilos sdo escassos sem infiltrados concentrados. Em
alguns casos podem ser observados os corpusculos de Russel e colegdes de cristais de
colesterol com células gigantes multinucleadas associadas a area de extravasamento de
hemacias.

Nos cistos radiculares, observa-se um epitélio estratificado escamoso, nao
queratinizado que pode apresentar exocitose, espongiose e/ou hiperplasia. Possui um lamem
que pode conter debris necroticos e cristais de colesterol, além de possuir uma cépsula de
tecido conjuntivo fibroso denso, vascularizado, permeado por um infiltrado celular
inflamatorio cronico, onde raramente sdo encontrados eosindfilos e mastocitos (NEVILLE,

1998). Esses aspectos, o torna indistinguivel de outros cistos odontogénicos inflamatorios
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(NAIR et al., 1996; VIER, FIGUEIREDO, 2002; COTTI et al., 2003; PHILIPSEN et al.,
2004).

O contexto inflamatério do Cisto Radicular ¢ extremamente importante ja que a
etiopatogenia deste esta interligada as células e substancias como citocinas produzidas por
células da inflamagdo presentes na regido periapical. O tecido conjuntivo apresenta-se
hiperemiado, as vezes, com abundante niumero de neutréfilos ao redor de capilares, no interior
do epitélio e lumen (AKHLAGHI, DOUROYV, 1995).

A presencga de cristais de colesterol tem sido sugerida como fator de interferéncia na
cicatrizagdo periapical, apds o tratamento endodontico convencional. Nair et al (1998)
investigaram a interacdo de cristais de colesterol com a resposta tecidual, ao implantar
subcutaneamente, em porcos, compartimentos de teflon com puros cristais de colesterol
internamente. Apds 2, 4 e 32 semanas esses compartimentos foram recuperados e analisados
através de microscopia de luz. Os compartimentos revelaram a presenca de delicado tecido
conjuntivo que adentrou pelas perfuragdes presentes nas paredes daqueles. Os cristais estavam
densamente cercados por numerosos macrofagos e células gigantes multinucleadas, formando
um tecido reacional bem circunscrito. Contudo, essas células ndo foram capazes de eliminar
os cristais de colesterol durante o periodo de 8 meses de observagdo. Dessa forma, sabendo
que os macrofagos e célula gigantes multinucleadas sdo as maiores fontes da inflamagao
periapical e mediadores de reabsor¢do dssea, os autores sugeriram que o acimulo de cristais

de colesterol pode ser um fator de insucesso apoés a terapia endoddntica convencional.
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2.1.4 Tratamento

O tratamento de um Granuloma Dentario baseia-se apenas na remocao do estimulo
inflamatorio com o tratamento convencional endodontico do dente infectado. J& para o Cisto
Radicular, além do tratamento endodoéntico convencional, alguns autores recomendam a
enucleacdo cirargica (NAIR et al., 1996; NAIR, 1998; RUIZ et al., 2003).

Em criangas, o tratamento tende a ser mais conservador, por isso o tratamento de
escolha é a marsupializagdo (TAKIGUCHI et al., 2001; DELBEM et al., 2003; BODNER,
2002). A enucleagdo ainda ¢ o tratamento mais preconizado para os cistos radiculares,
principalmente os de grande propor¢ao, os chamados “verdadeiros” e os cistos agudizados

(PETERSON, 2001; PIATELLI et al., 2004; SILVA, BARONI, CABRAL, 2002).

2.2 CELULAS DE LANGERHANS

2.2.1 Conceito, morfologia e constituicio

As células de Langerhans fazem parte da familia das células dendriticas, originadas na
medula o6ssea, sendo denominadas assim por estarem presentes em maior quantidade na
epiderme ¢ mucosa. Fazendo parte ainda da familia de células dendriticas encontram-se as
células interdigitantes e foliculares. Diferentemente das células de Langerhans, as células
interdigitantes e foliculares estdo presentes, respectivamente, no cortex dos nddulos linfaticos
e baco bem como em centros germinativos, tonsilas e também no bago. Fazem parte ainda da
familia de células dendriticas um grupo de células chamadas “Veiled Cells” encontradas em

proximidade com vasos sanguineos periféricos (WOOD et al., 1985; PINKUS, 1997).
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Descoberta em 1868 por um estudante de medicina interessado em anatomia de
inervagao epitelial, Paul Langerhans, que descreveu pela primeira vez uma populagdo celular
com aspectos dendriticos localizada em epitélio escamoso e na camada suprabasal, através da
técnica de impregnacdo por ouro. Por muito tempo, pensava-se que essas células poderiam ser
células ectodérmicas, artefatos, melandcitos ou elementos neurais como células de Schwann.
Apenas no final do século passado as células de Langerhans foram aceitas como integrantes
do sistema de células dendriticas apresentadoras de antigenos (LOMBARDI, HAUSER,
BUDTZ-JORGENSEN , 1993).

Essas células sdo apresentadoras de antigeno profissionais que se localizam
preferencialmente na epiderme e constituem em torno de 3% de todas as células epidérmicas
(BABI, 1998). Estdo presentes em epitélio estratificado escamoso, onde se encontram
largamente distribuidas na camada basal e suprabasal desse epitélio, incluindo tecidos de
boca, orofaringe e esdfago (CUTLER, JOTWAN, 2004).

Uma possivel explicacdo para a presenca dessas células na epiderme e mucosa ¢é
apresentada por Holikova et al (2001) que mostram a importancia da primeira linha de defesa
contra invasdo bacteriana devido a sua especial configuragdo e maquinaria de captura e
apresentacdo antigénica.

Para alguns autores como Vandenabeele e Wu (1999), Shortman (2000) e Romani
(2003) ja esta estabelecido que a origem das células dendriticas advém da medula dssea, no
entanto, pesquisas em ratos ¢ humanos apontam para a possibilidade de subtipos dessas
células serem originados de precursores linfoides. Em ratos, as células dendriticas se
desenvolvem sobre influéncia de macrofagos granulécitos (GM)-CSF; em humanos o
precursor CD34 que possui potencial para se diferenciar em células dendriticas ou
monocito/macréfago, sobre influéncia do GM-CSF, IL-3 e TNFa potencializam a expressao

do CDla, diferenciando assim em Células de Langerhans. A diferenciacdo em CDla para
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células de Langerhans parece ser dependente também do fator de crescimento transformante 3
(TGFB).

O maior argumento a favor da existéncia de uma linhagem de célula dendritica
proveniente do sistema linféide provém de estudos em ratos. Tem sido demonstrado em
laboratério que precursores jovens de células T, encontrados em timo de ratos adultos possui
um potencial para gerar nao apenas células T, mas também células B, células natural killer
(NK) e surpreendentemente, células dendriticas (VANDENABEELE, WU, 1999).

O impacto das células dendriticas sobre o sistema imune ndo estd limitado apenas a
apresentacdo de antigenos aos linfocitos T. Tem sido relatada sua atuacdo na promogao da
diferenciagdo de plasmocitos a partir de linfocitos B. Além disso, as células dendriticas
funcionam como instrumento direcionador de linfocitos T helper na defini¢do da resposta
imune Thl ou Th2. Essa diferenciacdo também dependera das citocinas que essas células
apresentadoras estardo expostas quando da ligacdo com os antigenos ou haptenos e sobre
processo de maturagio (HOLIKOVA et al., 2001).

As células de Langerhans além de apresentarem aparelho de Golgi desenvolvido,
nucleo denteado ou lobulado, auséncia de melanossomas, desmossomas e tonofilamentos,
possuem como caracteristica patognomonica, os chamados granulos de Birbeck. Esses
granulos parecem estar relacionados a captura e apresentacdo de antigenos e sdo constituidos
por estruturas tubulares rigidas, em forma de raquete de ténis, sendo constituida interiormente
por um material fracamente eletrodenso (BABI, 1998; RUIZ, 2003; LINS et al., 2003;
ROMANI, 2003).

Para Lombardi, Hauser e Jorgensen (1993) existem dois tipos de células de
Langerhans, o tipo 1 apresenta muitos prolongamentos dendriticos, com citoplasma

eletrolucido, numerosos granulos de Birbeck e usualmente sdo encontrados na camada
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suprabasal do epitélio, ja o tipo 2 possuem poucos dendritos, um citoplasma mais eletro-
denso, poucos granulos de Birbeck e usualmente localizados na camada basal.

De acordo com Lins et al (2003), a morfologia dessas células dendriticas encontra-se
na dependéncia do seu grau de maturacdo. A forma madura caracteriza-se por seu aspecto
irregular, estrelado e com prolongamentos citoplasmaticos longos ¢ delgados, enquanto a
forma imatura apresenta-se mais regular com formato arredondado e com pouca quantidade
ou auséncia de prolongamentos dendriticos.

As células de Langerhans expressam alguns marcadores de superficies tais como
HLA-DR, um antigeno de apresentacdo. E expressa também o CD29, que é um sistema de
ancoragem de adesdo celular bem como ICAM-1 e a proteina S-100. No entanto, essas células
expressam altos niveis de marcadores como CDla, langerina e E-caderina; que ndo sdo
encontradas em outros tipos de células dendriticas da derme e espaco intersticial de outros
orgdos (LOMBARDI, HAUSER, BUDTZ-JORGENSEN, 1993; WATTS, AMIGORENA,

2000).

2.2.2 Fung¢ao

Muitas células do sistema imune sdo conhecidas atualmente, acredita-se que as células
de Langerhans tenham sido as ultimas a serem descobertas. Essas células servem de
“sentinelas” na mucosa, alertando o sistema imune quando da invasdo de patogenos. Estao
envolvidas em diversas doencas incluindo dermatite atopica, mielomas, linfomas de mucosa
gastrica, histiocitose, liquen plano oral, queilite actinica e mais recentemente estudadas em
cistos odontogénicos (REYNOLDS et al., 1995; KOBAYASHI et al., 1998; DABADGHO et
al.,, 1998; BABI, 1998; AL-DHAHIR, ALASHARI, FISHER, 1999; SANTOS, 2000;

SUZUKI et al., 2001; CUTLER, JOTWAN, 2004; RUIZ, 2004).
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As células de Langerhans estdo fixas nos tecidos epiteliais, pois interagem com
queratinocitos basais e suprabasais através da E-caderina (molécula de adesdo celular). Essa
molécula é regulada positivamente pela citocina TGF-o (LINS et al., 2003).

As CLs agem como apresentadoras de antigenos (APC - células apresentadoras de
antigeno), durante a indug¢do de uma resposta imune. Esse processo de apresentagdo
antigénica pode ser resumido, segundo Babi (1998), Watts e Amigorena (2000) da seguinte
forma: a célula apresentadora de antigeno internaliza as particulas a serem apresentadas e as
digerem mediante sua maquinaria enzimdtica que reduzem os antigenos a peptideos com
poucas cadeias de aminoacidos. Esses peptideos se integram a membrana celular
apresentadora de antigeno associando-se ao complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe II.

Essa associacdo, peptideo/MHC permitira ou ndo o reconhecimento desse peptideo por
parte de receptor de antigeno no linfécito T (LOMBARDI, HAUSER, BUDTZ-
JORGENSEN, 1993). Assim, os linfocitos ativam-se e diferenciam-se produzindo diferentes
citocinas que irdo coordenar toda resposta imune celular € humoral.

Para Cella et al (1997), sdo os derivados microbianos e citocinas que permitem uma
aceleracdo do processo que conduz a apresentacdo de peptideos associados a MHC de classe
Il na superficie das células dendriticas. Sendo assim, um acumulo dessas células de
Langerhans, proporcionado por uma resposta imuno-inflamatéria periapical, como
consequéncia da infeccdo bacteriana na polpa dentaria, poderda estimular a formacdo de
Granulomas Dentarios e Cistos Radiculares com consequente destruicdo Ossea, através da

produgdo de citocinas.
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2.2.3 Célula de Langerhans e Lesoes Periapicais

A resposta imune imediata ou primaria caracteriza-se pela vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento de leucocitos que sdo controlados endogenamente
por mediadores quimicos da inflamagdo. Também ¢ sabido que a resposta imune inespecifica
inclui a migragdo e ativacdo de leucocitos, mondcitos e produgdo de citocinas. A inflamagdo
cronica periapical envolve a resposta antibacteriana mediada por resposta imune especifica
com linfocitos T, bem como pela a ativagdo e regulagdo de citocinas com a producdo de
Linfécitos Thl e Th2. E nesse contexto, que as células de Langerhans parecem influenciar na
patogénese dos GDs ¢ CRs (STASHENKO et al., 1998; CELLA et al., 1997; LOMBARDI,
HAUSER, BUDTZ-JORGENSEN, 1993; BABI, 1998; HOLIKOVA et al., 2001).

Além disso, alguns mediadores como lipoxinas, leucotrienos e a propria
prostaglandina podem influenciar a migracdo das células dendriticas talvez pelo controle da
funcdo de receptores de quimiocinas (STEINMAN, 2003).

Suzuki et al (2001), em uma analise imuno-histoquimica de células de Langerhans em
lesdes periapicais inflamatdrias humanas objetivaram comparar a densidade de marcagdo do
CDla com o infiltrado de células inflamatérias e a proliferagdo celular epitelial. Eles
encontraram uma significativa correlagdo entre densidade de célula de Langerhans (CL) e
potencial proliferativo do epitélio nas lesdes periapicais estudadas, onde as CL se localizavam
predominantemente, no componente epitelial quando comparado com as camadas
subepiteliais adjacentes.

Também avaliando imuno-histoquimicamente a presenca de células CDla presentes
em diferentes tipos de cistos orais (Queratocistos orto e paraqueratinizado, Cisto Radicular e
Cisto Dentigero), Piattelli et al (2002) chegaram a conclusdo que as células de Langerhans

foram encontradas em 80% dos Cistos ortoqueratinizados ¢ 33% em paraqueratinizados.
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Foram encontradas em 35% dos Cistos Radiculares e em aproximadamente 20% dos Cistos
Dentigeros. Os autores concluiram que a distribuicdo das Células de Langerhans estava
associada com o aumento da diferenciacdo epitelial, provavelmente, vinculado a maior
atividade cistica.

Com o objetivo de avaliar qualitativamente a expressao das Células de Langerhans,
dos linfocitos B e T, através da deteccdo imuno-histoquimica, em cistos periapicais de 10
dentes tratados e 10 dentes ndo tratados, endodonticamente, Ruiz (2003) utilizou o anticorpo
anti S-100, para as CLs, o anticorpo anti-CD20, para linfocitos B e o anticorpo anti-CD4, para
linfocitos T. A autora encontrou diferengas estatisticamente significativas para as CLs, mas
ndo para os linfocitos B e linfocitos T auxiliares entre os dois grupos estudados, existindo
uma diminuigdo estatisticamente significante das Células de Langerhans naqueles dentes com
tratamento endodontico prévio. Assim, ela concluiu que o tratamento endodontico atua sobre
as reacdes imunoldgicas dos cistos periapicais, exercendo efeito diminutivo sobre a populagio

de Células de Langerhans, mas ndo sobre os linfocitos B e T auxiliares.

2.2.4 Marcador antigénico

Por muitos anos, acreditava-se que os Linfocitos T reconheciam peptideos
antigénicos apenas quando apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe I ou classe II. Recentemente, estd sendo esclarecido o envolvimento de uma
variedade de lipideos e glicolipideos que também proporcionam uma resposta em células T.
Essa forma de defesa imune celular ¢ mediada por uma familia de moléculas de lipideos
ligantes e apresentadoras denominadas de CD1. O CD1 representa um pequeno a moderado
tamanho de B2-microglobulina associado a proteina trans-membrana semelhante as moléculas

de MHC classe I e Classe II. Esse marcador € encontrado em mamiferos e controla o
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desenvolvimento e funcdo de populacdes de células T que participam na resposta imune inata
e adaptativa no reconhecimento de antigenos lipidicos proprios ou estranhos (DUTRONC,
PORCELLI, 2002).

Em humanos, existem cinco subclasses de CD1 que sdo CDla, CD1b, CDlc, CDl1d e
CDle. Baseado em sequéncias homologas, sitios de expressao e funcao, essas subclasses sao
agrupadas em grupos. O CD1a, CD1b e CD1c fazem parte do grupo 1, o CD1d compreende o
grupo 2 e o CDle que ainda ndo tem sido exaustivamente estudado, caracteriza o grupo 3. O
CDla ¢ expresso apenas em membrana plasmatica de mondcitos sanguineos derivados de
células dendriticas e em Células de Langerhans (DUTRONC, PORCELLI, 2002).

Para Pena-Cruz et al (2003) entre as isoformas de CD1, o CDla ¢ uma molécula
predominantemente expressa em células de Langerhans na epiderme, bem como no epitélio de
certos tecidos como bronquios, gengiva, conjuntiva, vagina e cérvix. Devido as células de
Langerhans serem células apresentadoras de antigeno profissionais que expressam
predominantemente moléculas de CD1a, esses autores hipotetizaram que essas células talvez
atuem no mecanismo de resposta direta das células T ndo apenas através de antigenos de
superficie peptidicas, mas também através de antigenos de superficie lipidicos, derivados
principalmente de microbios e ceramidas sintetizadas endogenamente.

Recentemente, avaliando a presenga das células de Langerhans em tecidos humanos de
gengiva, Séguier et al (2003) utilizou um novo marcador para essa célula denominado
Langerin (CD207), localizada subcelularmente, nos granulos de Birbeck. Esse anticorpo
monoclonal ¢ uma proteina especifica das CLs, calcio dependente e responsavel pela
formagdo dos granulos de Birbeck. Propondo-se a investigar, in sifu, a quantidade desse
marcador e compara-lo com o CDla, os autores encontraram um aumento significante de
CDla ligado as células de Langerhans, quando comparada a molécula Langerin ligado a

mesma célula. Os autores interpretaram esses achados hipotetizando que existe uma
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heterogeneidade fenotipica de CL na gengiva e que estudos sobre esse assunto sdo essenciais

para um melhor entendimento das células dendriticas.

2.2.5 Relacao imunoldgica com diversas doencas

A infeccdo do organismo pelo HIV caracteriza-se pela seletiva deplecdo de Linfocitos
T CD4, sugerindo um tropismo especifico e efeito citopatico desse virus para com essa sub
classe de células T. Em adigdo aos linfocitos T e monocitos-macrofagos, outras células como
as da familia dendriticas, células de Langerhans e foliculares, também tém sido relatado na
literatura como possiveis alvos de infec¢ao do HIV (CHOU et al., 2000).

Depois de fagocitado, o antigeno € processado e enviado para a periferia celular onde
sera apresentado para a célula T. As células dendriticas participam do mecanismo de doengas
auto-imunes e virais onde a AIDS aparece como uma das mais relevantes (CORONATO et
al., 1998; ZAMBRUNO et al., 1995).

Devido a sua localizacdo na epiderme e em todas membranas das mucosas oral,
vaginal e epitélio cervical, existe uma forte possibilidade que um antigeno que entre no corpo
venha a ter contato com uma C¢lula de Langerhans (CORONATO et al., 1998; ZAMBRUNO
et al., 1995).

Assim, Sporri et al (1994) e Belsito et al (1984) mostraram uma significante redugdo
do niimero de CD1a na mucosa oral de pacientes HIV-1 soropositivos em comparagdo com os
soronegativos. Esse achado induziu a suposi¢do de que as frequentes desordens na mucosa
oral desses pacientes infectados possam, em parte, estar relacionadas a reducdo do niimero e
fun¢do das Células de Langerhans.

O virus da AIDS, além de possuir essa capacidade de diminuir o nimero de Células de

Langerhans, possui a capacidade de usar essas células dendriticas para se transportar ¢ se
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transferir para as células T ativadas nos linfonodos, o que parece ser indispensavel para a
compreensdo da patogénese dessa infeccdo viral. (TURVILLE et al., 2002; CHOU et al.,
2000).

De acordo com Knight et al (1990) as células dendriticas expostas ao HIV “in vitro”
ou “in vivo” falhavam na apresentacdo de outros antigenos ou mitdogenos na estimulacao das
células T. Infeccao, deplecdo e disfungdo das células dendriticas em pacientes HIV soro
positivos existe mesmo em individuos assintomaticos e precede o aparecimento dos defeitos
nas células T. Dessa forma, os autores especulam que a perda funcional das células
apresentadoras de antigenos, células dendriticas, parece ser fundamental na falha de
recrutamento ¢ ativa¢ao dos Linfocitos T nas respostas imunes.

Hipotetizando que o recrutamento das células de Langerhans na mucosa nasal, durante
periodos de polinizacdo, época de maior ocorréncia de rinite alérgica, parece facilitar a
ativacdo de células T e producdo de citocinas e que através da aplicagdo topica de um
corticoide a regulagdo da resposta contribui para o controle dessa inflamacgao, Till et al (2001)
estudaram bidpsias nasais de 46 pacientes portadores de renite alérgica sensiveis ao podlen
antes da época de polinizacdo. Uma segunda biopsia foi feita durante a época de polen, em
pacientes que ja haviam sido tratados a 6 semanas, antes desse procedimento ciriirgico, com o
propionato de fluticasona ou um placebo. Significante aumento na contagem de CDla para
Células de Langerhans foi encontrado na submucosa e epitélio, diferentemente do CD68+ ¢
CD20+ durante o periodo de polinizagdo. A contagem de CD1la foi menor nos pacientes sob
corticoterapia.

Uma das doengas mais relacionada as Cé¢lulas de Langerhans ¢ a Histiocitose.
Caracteriza-se por ser uma doenga rara que acomete preferencialmente criangas e adultos
jovens, onde ha proliferacdo de Células de Langerhans com citoplasma eosinofilico. Lesoes

cronicas localizadas da Histiocitose de Células de Langerhans acometem pessoas de todas as
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idades, frequentemente, aparecendo como granuloma eosinofilico monostotico ou poliostotico
envolvendo ocasionalmente os tecidos moles, incluindo aqueles da boca (AL-DHAHIR,
ALASHARI, FISHER, 1999; ECKARDT, SCHULTZE, 2003; PRINGLE et al., 1992;
MILIAN et al., 2001; BARTNICK et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2003; SIESSEGGER et
al., 2002).

Estudos tém demonstrado a participacdo das células de Langerhans no tecido gengival
sadio, bem como em processos inflamatérios gengivais originados da placa bacteriana.
Reichhardt et al (1991), estudando a presenga de CL na gengiva inflamada através da técnica
imuno-histoqimica para proteina S-100, demonstraram um aumento dessas células de acordo
com o grau de inflamagao. Os autores postularam que os antigenos da placa bacteriana
penetram no epitélio, estimulando as CL a captarem esses “agressores”, apresentando-os aos
Linfocitos T e ativando a resposta imune mediada por células.

Um estudo imuno-histoquimico usando morfometria por andlise de imagem
automatizada para determinar achados morfologicos da CL através de CDla em gengiva
saudaveis e inflamadas de acordo com a localizagdo superior do epitélio € membrana basal foi
proposto por Sérguier et al (2000). Foram utilizados 11 controles saudaveis, 8 pacientes com
gengivite e 12 pacientes com periodontite cronica severa. Os resultados mostraram que na
membrana basal de todos os grupos experimentais, o perimetro, e superficie de células de
Langerhans marcadas positivamente ao CDla mostraram-se significativamente diminuidos
(P<0,005) quando comparado com aqueles na parte superior do epitélio do mesmo grupo. As
células marcadas positivamente ao CD1a mostraram-se significativamente mais arredondadas
(P<0,005), quando localizadas perto da membrana basal. No grupo com periodontite, o
perimetro, superficie e diametro equivalente do CL/CDla estavam significativamente
diminuidos (P<0,05) e o fator forma significativamente aumentado (P<0,05) quando

comparado com a regido superficial do epitélio do grupo controle. Sugerindo assim, que a
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forma irregular, mais dendritica da célula de Langerhans parece indicar atividade celular de
defesa, enquanto a forma mais arredondada e tamanho diminuido indiquem periodos de
quiescéncias celular.

Dereka et al (2004) avaliaram a expressdo do Fator XIlla+ e a proteina S-100 para
identificar uma populacdo de células dendriticas e as Células de Langerhans, presentes
respectivamente em derme e epitélio gengival, em bolsas periodontais antes e apds a terapia
ndo cirtrgica. Foram utilizados trés grupos. O primeiro representou o controle, formado por
pacientes com bolsas periodontais de 4-5mm e maior ou igual a 6mm sem tratamento
periodontal. O segundo grupo constituiu-se de pacientes submetidos a remocdo de placa e
célculo, com bidpsia realizada um més apos esse tratamento. O terceiro era composto de
pacientes submetidos a raspagem e alisamento radicular, também com bidpsia programada
para um més apos o tratamento, em bolsas periodontais maiores ou iguais a 6mm. O tecido
removido para a andlise imuno-histoquimica foi o da gengiva palatina. O Fator XlIlla+
mostrou-se reduzido quando comparado ao grupo controle e os grupos submetidos a remogao
de placa, calculo, instrugoes de higiene oral, alisamento e raspagem radicular, em dentes com
bolsas periodontais de 4-5mm de profundidade, mas ndo naqueles com profundidade maior ou
igual a 6mm. Ja a proteina S-100 mostrou-se diminuida apds tratamento periodontal em
bolsas com profundidade de sondagem maior ou igual a 6mm. Esses resultados refletem a
tendéncia na reducgdo dessas sub-populacdes de células dendriticas apos a terapia periodontal
ndo cirurgica.

Gunhan et al (1996) estudaram o numero de CL gengivais em pacientes possuidores
de diabetes mellitus tipo I em comparacdo com individuos sem alteracdes sist€émicas usando
métodos imuno-histoquimicos. Foram realizadas 20 bidpsias gengivais em pacientes com
diabetes e 10 bidpsias em pacientes sadios, durante extracdes de pré-molares com finalidade

ortodontica. Através da utilizagdo do anticorpo CDla, os autores observaram um aumento na
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imunomarcagao de tecidos biopsiados de pacientes com diabetes mellitus tipo I. Esse aumento
ndo estava relacionado com o tempo da diabetes, mas mostrou-se proporcional a densidade do
infiltrado inflamatério sub epitelial. Esses achados sugerem que as Células de Langerhans
estdo envolvidas no desenvolvimento da gengivite diabética.

Sabendo-se que os fotopolimerizadores sdo muito utilizados na clinica odontoldgica
para confeccdes de restauracdes dentarias, Hogarth e Newcomb (1983) estudaram o efeito das
radiagdes ultravioletas de onda longa (UVA) em células de Langerhans de tecidos gengivais.
Para isso, os autores utilizaram mucosa alveolar e labial de ratos albinos que foram
submetidos a uma simples aplicagdo de cinco minutos de radiagdo através de um sistema
Elipar ¢ Caulk, aparelhos de lampada halégena de tungsténio que produzem uma emissao
continua de comprimento de onda. Foi utilizada uma dose de 20J/cm?, com um comprimento
de onda de 340-390nm. Os autores utilizaram uma técnica de reacdo enzimatica pela ATPase
e encontraram consideraveis alteragdes morfologicas e quantidades reduzidas dessas células
nos grupos irradiados. Essas alteracdes parecem ser reversiveis ja que de 12 horas a uma
semana essa quantidade celular e forma tenderam a se normalizar.

Alteracdes em Células de Langerhans também foram identificadas quando da
utilizacdo de irradiacdo ultravioleta de ondas curtas (UVB). Sugihara, Okamoto, Horio (2005)
estudaram o efeito da irradiagdo UVB sobre a interagdo de células dendriticas/Células de
Langerhans com células T através da fascina. Essa irradiagdo reduziu a capacidade das células
dendriticas, derivadas da medula dssea, de se unirem as células T CD4+. A polarizagdo da
fascina e dos filamentos de actina proporciona o contato entre esses dois tipos celulares.
Assim, os autores sugerem que a supressdo da fascina pela irradiagdo UVB desregula a

estruturacdo do citoesqueleto e da apresentacdo antigénica em CD e CL.
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As Células de Langerhans também tém sido estudadas em neoplasias, sendo a
presencga dessa linhagem celular correlacionada com os melhores prognosticos encontrados
(PINTO JR et al., 1994).

Albuquerque Jr et al (2003), analisando imuno-histoquimicamente 32 casos de
carcinoma escamocelular de boca correlacionaram a expressao imuno-histoquimica das
proteinas c-erb-2, proto-oncogene marcador para proliferagdo celular e S-100, marcador para
Células de Langerhans com a graduacdo histologica e localizagdo anatomica do tumor. Os
autores encontraram uma maior expressdo da oncoproteina em tumores localizados na borda
lateral de lingua e uma relacdo quantitativa indireta das células de Langerhans com a
severidade dos carcinomas.

A presenca das células de Langerhans em adenocarcinomas e carcinomas
escamocelulares de pulmao foi pesquisada por Miyagi et al (2001) com o intuito de esclarecer
as implicagdes progndsticas em pacientes infectados pelo papilomavirus humano (HPV). As
células de Langerhans foram identificadas através da técnica imuno-histoquimica e para os
anticorpos S-100 e CDl1a, ja o papilomavirus foi identificado através da cadeia de reacdo da
polimerase (PCR) e hibridizagdo. A infec¢dao pelo HPV foi identificada em 19,4% dos casos
de adenocarcinomas e 49,2% de carcinomas escamocelulares estudados. Em todos casos de
infeccdo pelo papilomavirus um grande numero de células de Langerhans foi encontrado,
mais de 100 por campo. Diferente dos casos onde ndo houve infec¢do pelo HPV, os quais
apresentaram poucas CLs, 10 por campo. Os casos de adenocarcinomas e carcinomas
escamocelulares infectados pelo HPV tenderam a ter um melhor prognostico, levando os
autores a concluirem que o grande nimero de CLs presentes em tumores causados pelo HPV

contribui para um melhor progndstico em cancer de pulmao.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

-Avaliar a presenga e distribui¢do das células de Langerhans em lesoes inflamatorias cronicas
periapicais humanas tipo Granuloma Dentario e Cisto Radicular, através da técnica imuno-
histoquimica, visando obter subsidios para um melhor entendimento da patogénese dessas

lesdes.

3.2 Objetivos especificos

-ldentificar as Células de Langerhans em G anuloma Dentario e

Cisto Radicular, por nmeio de técnica inmuno-histoquimca, usando o

anticorpo anti-CDla;

- Graduar a densidade de Células de Langerhans, principalmente no componente epitelial do
Cisto Radicular, bem como identifica-las no tecido de granulacdo e na capsula fibrosa dos
GDs e CRs;

-Comparar semi-quantitativamente e qualitativamente as Células de Langerhans presentes nas
lesdes cronicas periapicais humanas tipo Granuloma Dentario e Cisto Radicular.

-Descrever morfologicamente os componentes histologicos do Granuloma Dentario e do Cisto
Radicular, correlacionando alguns achados como cristais de colesterol, macrofagos

espumosos e material exdgeno com a imunomarcagao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Todas as cirurgias dos Granulomas Dentdrios e Cistos Radiculares realizadas na
Faculdade de Odontologia da UFBA foram previamente consentidas pelos pacientes através
de um termo de consentimento livre e pré-esclarecido a disciplina de Cirurgia I1. Ja os casos,
emblocados, do SEPAC — Servico de Pesquisas ¢ Analises Clinicas LTDA, foram cedidos
apenas com referéncias numéricas do bloco, sexo, idade e regido acometida, por paciente.
Mesmo assim, ¢ sabendo que os blocos de parafina possuiam apenas uma identificagdo
numérica, a identidade, o sigilo e a confidencialidade referentes aos participantes, foram
integralmente preservados. O projeto foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade Climério de Oliveira da Universidade Federal da Bahia - CEP \ MCO \ UFBA,

sendo aprovado em Outubro desse ano (Apéndice).

4.2 Delineamento da pesquisa

O presente experimento consistiu de estudo de casos, através de uma andlise
morfologica em H&E e uma andlise imuno-histoquimica semiquantitativa. A pesquisa foi
feita através de exames de cortes histologicos em microscopio de luz composta por uma

amostra de conveniéncia.
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4.3 Selecao dos casos

No presente trabalho foram estudados 18 casos de Granuloma Dentario e 26 casos de
Cisto Radicular, selecionados dos arquivos do Servigo de Anatomia Patoldgica da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) e de um Laboratdrio Particular
de Histopatologia (SEPAC), registrados no periodo de 2001 a 2005. Todos os casos foram
avaliados e selecionados considerando-se os laudos andtomo patologicos, apds confirmagao

histopatologica.

4.4 Analise morfoldgica

Para essa analise foram realizados cortes de 4um de espessura do material fixado em
formol e emblocado em parafina. As laminas referentes a cada caso e coradas pela
hematoxilina e eosina (H&E) foram submetidas a novo exame histologico sob microscopia de
luz, onde procurou-se descrever os principais aspectos morfologicos representativos de cada
lesdo. O infiltrado inflamatodrio foi classificado em discreto, moderado ou intenso, adaptado
de Tsai et al (2004) e a espessura do epitélio (Atrofico [de 2 a 10 camadas de células] ou

hiperplasico [> que 10 camadas de células]), de acordo com Moreira et al (2000).

4.5 Técnica imuno-histoquimica

A imunomarcacdo das células de Langerhans foi realizada através do método
Envision, System HRP (mouse antibody), K 4001, 15ml da Dako, utilizando-se um anticorpo
monoclonal (NCL-CDla) cujo clone, marca, dilui¢do, solucdo recuperadora antigénica e

periodo de incubagdo estdo descritos no quadro 1.
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Quadro 1. Clone, especificidade, dilui¢do, tratamento de recuperagdo antigénica e tempo de

incubac¢do do anticorpo primario utilizado.

Clone Especificidade Diluicao Tratamento Incubacio
(NCL-CDl1a) CDla 1:30 EDTA, pH 8. 30 minutos
M-T102*

**NOVOCASTRA LABORATORIES

Para a técnica imuno-histoquimica foram realizados cortes de 3um de espessura a
partir do material emblocado em parafina. Os cortes foram, entdo, estendidos em laminas de
vidro previamente tratadas e preparadas com adesivo a base de Organosilano (3-
aminopropyltriethoxi-silano, Sigma A 3648, St Louis, MO, USA), ¢ desparafinados em dois
banhos de xilol por dez minutos cada. Em seguida, foram re-hidratados em alcool absoluto
duas vezes por cinco minutos cada. E por fim foram lavadas em agua destilada.

A recuperagdo antigénica, para o anticorpo CDl1a, foi feita com uma solu¢do de EDTA
pH 8. Apds lavagem em agua destilada, etapa final da desparafinizagdo, as 1aminas foram
acondicionadas em cubas de vidro preenchidas com EDTA, apods o aquecimento dessa solugdo
em banho maria até uma temperatura constante de 97°C. Cada lamina possuia dois cortes de
tecido, os cortes superiores foram destinados a aplicagdo dos anticorpos e os cortes inferiores
destinaram-se a utilizagdo do controle negativo dos anticorpos, Mouse Negative Control
V1617 da Dako (Ilustrag@o 1). As laminas ficaram nas solugdes recuperadoras antigé€nicas por
trinta minutos a 97°C.

Iustracdo 1. Disposicdo dos cortes teciduais em associagdo com anticorpo e controle

negativo.

- Anticorpo (CD1a)

Controle
Negativo

OF
O
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Ap6s o tratamento de recuperagdo antigénica, os cortes foram resfriados a temperatura
ambiente por vinte minutos, lavados duas vezes em agua destilada, secos com papel
absorvente e demarcados com DAKO-pen. As laminas foram dispostas em suporte e o
bloqueio da peroxidase enddgena tecidual foi realizado com o reagente Peroxidase Blocking
Reagent Ready-to-use, S2001 da DAKO em temperatura ambiente, por dez minutos.

Apoés essa etapa foi realizada nova lavagem, rinsagem com agua destilada com o
auxilio de uma almotolia, depois lavagem com PBS (Apéndice), duas vezes por cinco minutos
cada, sempre fora do spot. Em seguida as laminas foram secas com papel absorvente.

O anticorpo CDla foi preparado na diluicdo preconizada através de um diluente com
agente redutor de background da DAKO (Antibody Diluente With Background Reducing
Components). Os anticorpos € os controles negativos foram aplicados com auxilio de pipetas
de precisdo em cada corte com um volume de 150pul e incubados a temperatura ambiente por
trinta minutos. As etapas seguintes foram de lavagem com PBS, duas vezes por cinco minutos
cada e de secagem, com papel absorvente.

Em seguida foi aplicado o polimero com HRP do KIT Envision da DAKO, sobre os
spots por trinta minutos. Apos esse periodo as laminas foram novamente lavadas com agua
destilada, e secas com papel absorvente.

A revelacdo da reacdo foi feita com diaminobenzidina (DAB do Kit Envision da
DAKO), com auxilio de uma pipeta Pasteur e incubados por 5 minutos. Posteriormente, as
laminas foram lavadas com agua destilada com o intuito de parar a reagdo. As laminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Meyer por quinze segundos, lavadas com agua corrente,
e depois com agua destilada. Por fim, os cortes foram desidratados duas vezes em solugdes de
alcool absoluto, diafanizados em dois banhos de xilol e montados em Permount (Fisher

Scintific, Fair Lawn, NJ/USA).
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Para o controle positivo foi utilizado um tecido amigdaliano humano com conhecida

positividade para CD1a (Langerhans) em todas as reagdes imuno-histoquimicas realizadas.

4.6 Exame imuno-histoquimico

Foram considerados positivos aqueles casos onde as Células de Langerhans exibiram
imunomarcagao para o marcador CDla. A andlise dessas células marcadas positivamente foi
realizada por dois observadores experientes através de microscopia de luz com aumento de
400x em campos mais representativos de cada espécime, sob um foco fixo com clareza de
campo, ¢ classificada quanto a sua densidade (quantidade) e localizagao.

Depois da analise individual de cada examinador, as divergéncias de opinides foram
discutidas em conjunto. Chegando-se a um senso comum, os achados da imuno-histoquimica
foram encaminhados para testes estatisticos de concordancia.

Apds a marcagdo imuno-histoquimica foi realizada uma analise qualitativa e
semiquantitativa das células imuno reativas ao anticorpo empregado. Para o estudo em
questdo, levou-se em consideracdo os seguintes parametros: positividade da marcagdo
(positiva, negativa), localizagdo e densidade da marcacdo (Epitélio [camada basal,
intermediaria, superficial], capsula e tecido de granulagdo).

A densidade de imunomarcagdo foi estabelecida através da verificagdo do nimero de
células positivas para o anticorpo anti-CDla, em campos representativos de todos os
espécimes. Em seguida foram estabelecidos como referéncia os espécimes com maior € menor
quantidade de célula positiva para o CDla, os quais foram classificados com imunomarcagao
intensa e discreta respectivamente. Os demais espécimes foram classificados como

imunomarca¢do moderada. Adaptado de Albuquerque Jr (2003) (Quadro 2).
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Quadro 2. Escores para a densidade da imunomarcagao.

AUSENCIA DE MARCACAO

MARCACAO DISCRETA +

MARCACAO MODERADA ++

MARCACAO INTENSA +++

4.7 Analise estatistica

Utilizou-se como programa estatistico o SPSS 11.0.1. O nivel de significancia adotado
foi de 5%. Para verificar se existia concordancia entre os diagndsticos dos examinadores,
referentes a imunomarcacdo e densidade da marcacdo, foram utilizados os teste estatistico
Kappa, com as seguintes hipoteses:

- H,: Nao ha concordancia entre as avaliagdes dos examinadores.

- H: Ha concordancia entre as avaliagcdes dos examinadores.

Para verificar a existéncia de correlagdo entre algumas variaveis, foi utilizado o teste
Qui-quadrado e/ou teste de Fisher, quando invalidos utilizamos a razao de verossimilhanca
(Likelihood Ratio). Esses testes foram aplicados com as seguintes hipoteses:

- H,: Nao ha correlagdo linear entre as variaveis.

- H,: Ha correlagdo linear entre as variaveis.
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S RESULTADOS

5.1 Aspectos clinicos do Granuloma Dentario e Cisto Radicular

Das 44 lesdes periapicais estudadas no periodo de 2001 a 2005, 26 (59,1%) eram
Cistos Radiculares e 18 (40,9%) eram Granulomas Dentarios. Quanto ao sexo, 24 (55,8%)
representavam pacientes do sexo masculino e 19 (44,2%) o sexo feminino. Em apenas 1
(2,3%) caso de Granuloma Dentario nao foi identificada informacao sobre o sexo (Tabela 1).

Ao analisar esses aspectos, considerando o Granuloma Dentéario isoladamente,
encontramos uma maior prevaléncia do sexo feminino (52,9%), j4& o Cisto Radicular
prevaleceu no sexo masculino (61,5%) (Grafico 1). No entanto, ndo encontramos associagdo
estatisticamente significante entre o tipo de lesdo e o sexo (p-valor=0,350. Teste Qui-
quadrado) (Tabela 2).

Com relacdo a idade dos pacientes existiu uma variagdo entre 04 a 69 anos, tendo
como média 36 anos de idade. Entre os pacientes que apresentaram diagnostico
histopatologico de Granuloma Dentario, a média de idade identificada foi de 40,4 anos, para
os diagnosticados como Cisto Radicular a média encontrada foi de 33,1 anos de idade. Em 02
casos, um de Granuloma Dentario ¢ um de Cisto Radicular ndo foi identificada informagdo
sobre a idade.

Dentre as regides acometidas pelas lesoes periapicais estudadas, a mais atingida foi a
regido superior anterior (50%) seguida da regido posterior inferior direita (23,8%). A regido
posterior inferior esquerda e a regido posterior superior direita tiveram prevaléncias iguais
(9,5%). E a regido menos acometida foi a anterior inferior com 2,4%. Para 02 casos nao

existiu referéncia alguma sobre o dado em questio nas fichas clinicas analisadas (Tabela 1).
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5.2 Aspectos morfologicos do Granuloma Dentario e Cisto Radicular

De modo geral, os Granulomas Dentérios estavam representados por tecido conjuntivo
muitas vezes fibroso, vascularizado ¢ com um infiltrado inflamatorio difuso e intenso,
composto predominantemente por Linfocitos, Plasmdcitos e Macrofagos, e em alguns casos
Neutrofilos e Mastocitos (Fig. 1 e 2). Em 5,6% das lesdes periapicais estudadas pode-se
observar a presenca de edema intersticial e os focos hemorragicos em 22,2% (Fig. 1). Outros
achados como macrofagos espumosos, corpusculos de Russel e células gigantes
multinucleadas inespecificas foram observados em 22,2%, 27,8% e 11,1%, respectivamente
(Fig. 3,4 e 5). Lesdes abscedadas faziam-se também presentes.

Ja os Cistos Radiculares caracterizavam-se por formacdes cisticas com paredes muitas
vezes fibrosas, revestidas por epitélio pavimentoso estratificado, dispostos por vezes em
arcos, muitos dos quais interconectantes exibindo espongiose, exocitose, placas locais de
acantose ¢ em 38,5% dos casos corpos apoptoticos (Fig. 7, 8, 9, 10, 15, 16, 18, 28 ¢ 29). Na
capsula, visualizou-se placas com discreto a intenso infiltrado inflamatorio linfo-
plasmocitario com neutréfilos eventualmente. Em alguns casos identificamos os corpusculos
de Rhuston, cristais de colesterol, reacdo de células Gigantes tipo corpo estranho, corptsculo
de Russel, Macrofagos Espumosos e metaplasia escamosa com uma prevaléncia de 11,5%,
15,4%, 15,4%, 15,4%, 19,2% ¢ 38,5%, respectivamente (Fig. 26, 27, 32, 33, 34, 35 ¢ 22).
Localizamos ainda restos epiteliais odontogénicos em 23% dos espécimes (Fig. 19).

Todos os casos de Cisto Radicular encontravam-se revestidos por epitélio pavimentoso
estratificado, no entanto, identificamos o epitélio pseudo-estratificado ciliado em dois casos, o
epitélio pseudo-estratificado cilindro ciliado e o epitélio simples cuboidal em um caso (Fig.
13-14, 11 e 12). No epitélio dessas lesdes periapicais estudadas foram identificadas células

mucosas e c¢lulas vacuolizadas em uma proporc¢do de 15,4% e 19,2% respectivamente (Fig.
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22 a 25). Em dois casos de Cisto Radicular (7,7%) foi observada a presenca de proliferagoes
epiteliais semelhantes ao Tumor Odontogénico Escamoso (Fig. 20).

Em 22,2% dos casos de Granuloma Dentario ¢ 30,8% de Cistos Radiculares foi
encontrado um material exégeno compativel com material obturador endodontico, por vezes,
ao lado de focos de mineralizacao (Fig. 5, 30 e 31).

Com o intuito de esclarecer possiveis influéncias desse achados na patologia das
lesdes periapicais aqui pesquisadas, realizamos algumas correlagdes entre aspectos
morfologicos.

Considerando que 12 (27,3%) das lesdes periapicais estudadas apresentavam material
mineralizado, encontramos 66,7% dessas, relacionadas com um infiltrado inflamatorio
intenso. Comparando a presenga desse material mineralizado e espessura de epitélio,
constatamos que 5 (62,5%) das lesdes cisticas, possuidoras do material mineralizado,
apresentaram epitélio atrofico e 3 (37,5%) dos cistos que possuiam material mineralizado
tinham epitélio hiperplasico. Relacdo essa ndo significante estatisticamente (p-valor=0,683.
Teste Fisher).

Em relacdo aos cristais de colesterol e macrofagos espumosos, das 44 lesdes
estudadas, 32 ndo apresentaram nenhuma das duas estruturas. Sendo que de 9 (4,7%) lesdes
positivas para os macrofagos espumosos, apenas uma apresentou cristais de colesterol
também. Nao encontramos relagdo estatistica entre esses dois aspectos morfologicos (p-
valor=0,614. Teste de Fisher).

Comparando as células vacuolizadas com células mucosas, encontramos as células
mucosas, em todas as lesdes, com presenca de células vacuolizadas. E em apenas 2,5% dos
espécimes que ndo apresentaram c¢lulas vacuolizadas apresentaram células mucosas.
Encontramos uma associagdo forte entre esses dois tipos celulares, segundo o teste estatistico

de Fisher (p-valor=0,000).
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Analisando uma possivel relagdo entre os corptsculos de Rhuston e corpo apoptético
ndo observamos uma correlagao forte (Fisher — p-valor=0,125), no entanto, em 66,7% das
lesdes com presenga de corptsculo de Rhuston identificamos células em apoptose.

A distribuicdo dos achados morfolédgicos, por lesdo, pode ser visualizado na tabela 3.

5.3 Aspectos imuno-histoquimicos do Granuloma Dentario e Cisto Radicular

Todos os controles em tecido amigdaliano foram positivos para o anticorpo CD1a, fato
esse que revela a eficacia do anticorpo testado.

A expressdo imuno-histoquimica do CD1a foi considerada positiva quando as células
exibiam imunomarcagdo, identificadas por coloragdo acastanhada independente da
intensidade da coloracdo. As tabelas 4 e 5 mostram os resultados referentes a expressao
imuno-histoquimica do CD1a, por lesdo e densidade.

Nesta pesquisa, 20 (45,5%) das lesdes estudadas tiveram imunomarcagdo positiva.
Entre as lesdes com diagndstico de Granuloma Dentario, 11,1% tiveram marcacdo para o
CDla, ja entre as lesdes tipo Cisto Radicular este percentual foi de 69,2%. Estatisticamente
encontramos significancia entre a marcagao e o tipo de lesdo (p-valor=0,000. Teste de Fisher).

Dos 11,1% casos de Granuloma Dentario positivos ao CDla, todos exibiram
densidade discreta de imunomarcagdo. Ja para o Cisto Radicular, existiram densidades
variaveis de imunomarcacao (Fig. 6 ¢ 36 a 41) (Tabela 4 ¢ 5).

Tanto para a imunomarcacdo, positiva ou negativa, quanto para a densidade dessa
imunomarca¢do foi utilizado um teste de concordancia interexaminadores, teste Kappa.
Existiu uma alta concordancia entre os examinadores em relagdo a imunomarcagao
(Kappa=0,954 — p-valor=0,000), e uma boa concordancia quando avaliado a densidade da

imunomarcacao (Kappa=0,394 — p-valor=0,006) (Tabela 6 ¢ 7).
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Sabendo-se que 18 das lesdes cisticas tiveram marcagao positiva para o0 CD1a, metade
das lesOes possuia epitélio atrofico e a outra metade, epitélio hiperplasico. No entanto, néo
encontramos correlagdo estatisticamente significante entre densidade da imunomarcagio e
espessura de epitélio (Likelihood Ratio - p-valor=0,513) (Tabela 8).

A freqiiéncia do padrio de distribuicdo da imunomarcacdo nos Cistos Radiculares
pode ser visualizada no grafico 2. A Célula de Langerhans foi encontrada em todas as
camadas epiteliais, porém, predominou na camada intermediaria (29,6%), seguido da camada
basal (25,9%). No tecido de granulagdo e capsula, estas células também foram detectadas
(Fig. 50 a 55).

A forma dendritica das Células de Langerhans foi mais identificada na superficie e
regido intermediaria do epitélio, ja a forma arredondada, foi mais encontrada na regido basal.
No entanto, identificamos formas dendriticas em zona suprabasal e aspecto arredondado na
area intermediaria (Fig. 42 a 49).

Entre as 20 lesdes periapicais estudadas, positivas ao CDla, 50% apresentaram um
infiltrado inflamatério crénico intenso. Entretanto, estatisticamente, nao existiu correlacao
entre esse infiltrado inflamatorio e a densidade da imunomarcacao (Likelihood Ratio - p-

valor=0,473) (Tabela 9).

5.4 Relacao entre alguns achados morfoldégicos e achados imuno-histoquimicos

Das nove lesdes onde foram identificados os macroéfagos espumosos, quatro daquelas
tiveram marcagdo positiva para o CDla. Dessas marcagdes positivas, 50% tinham densidade
de imunomarcagdo discreta ¢ 50% intensa. Quando verificado a intensidade da inflamacao,
88,8% das lesdes positivas para os macrofagos espumosos tiveram graduagdo de moderada a

intensa (Tabela 10, 11 e 12).
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Das 9,1% lesdes cisticas em que foram encontrados os cristais de colesterol, 50%
apresentaram imunomarcagdo positiva para o CDla, com densidade de marcagdo intensa.
Entre os GDs e CRs, 24 (54,5%) apresentaram um infiltrado inflamatoério intenso e 13
(29,6%) um infiltrado inflamatorio moderado. Dos quatro Cistos Radiculares positivos para os
cristais de colesterol, 50% possuia um infiltrado inflamatério moderado e 50% um infiltrado
inflamatorio intenso.

O material exdgeno compativel com material obturador endodontico foi identificado
em 12 (27,3%) das lesdes estudadas, 7 (58,3%) dessas lesdes foram positivas para o CDla e
cinco casos (41,7%) negativos. Dos casos positivos para o CDla, 42,8% exibiram discreta

marcacao para tal anticorpo.



Tabela 1 — Distribuicdo dos valores relativos e absolutos dos achados clinicos das lesoes

periapicais estudadas. Salvador-Ba, 2005

Variavel | Descricao Freqiiéncia ( % )
Cisto Radicular 26 (59,1)
Lesao Granuloma Dentario 18 (40,9)
Sexo Masculino 24 (55,8)
Feminino 19 (44,2)
Posterior Superior Direita (PSD) 4 (9,5
Posterior Superior Esquerda (PSE) 2 (4,8)
Resido Anterior Superior (AS) 21 (50,0)
g Posterior Inferior Direita (PID) 10 (23,8)
Posterior Inferior Esquerda (PIE) 4(9,5)
Anterior Inferior 1(2,4)

Tabela 2 — Distribuicdo do sexo por lesdo periapical estudada. Salvador-Ba, 2005

Sexo Lesao
Cisto (% ) Granuloma (% ) Total (%)
Masculino 16 (61.5) 8 (47,1) 24 (55,8)
Feminino 10 (38,5) 9 (52,9) 19 (44.,2)
Total 26 (60,5) 17 (39,5) 43 (100,0)

p-valor = 0,350 (> 0,05 — Qui-quadrado)
p-valor = 0,267 (> 0,05 — Fisher)

68
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Tabela 3 — Distribui¢ao dos achados morfoldgicos por lesdo periapical estudada. Salvador-Ba,

2005

. Lesao

Achados morfologicos C(%) G(%) Total(%)
Epitélio Estratificado Pavimentoso 25 (100,0) - 25 (100,0)
Epitélio Pseudoestratificado Cilindro Ciliado 1 (100,0) - 1 (100,0)
Epitélio Pseudo-estratificado Ciliado 2 (100,0) - 2 (100,0)
Exocitose 16 (100,0) - 16 (100,0)
Espongiose 8 (100,0) - 8 (100,0)
Acantose 8 (100,0) - 8 (100,0)
Macréfagos Espumosos 5(55,6) 4444 9 (100,0)
Cristais de Colesterol 4 (100,0) - 4 (100,0)
Corpusculo de Rhuston 3 (100,0) - 3 (100,0)
Corpusculo de Russel 4 (80,0) 1 (20,0) 5(100,0)
Infiltrado Inflamatério Cronico 26 (59,1) 18(40,9) 44 (100,0)
Células Gigantes Multinucleadas 4(66,7)  2(33,3) 6 (100,0)
Restos Epiteliais Odontogénicos 6 (100,0) - 6 (100,0)
Mastocitos - 2(100,0)  2(100,0)
Neutrofilo 6 (66,7)  3(33,3) 9 (100,0)
Abscesso 3(37,5) 5(62,5) 8 (100,0)
Corpo Apoptotico 10 (100,0) - 10 (100,0)
Placas epiteliais semelh.a tumor odontog.escamoso 2 (100,0) - 2 (100,0)
Células Mucosas 5(100,0) - 5(100,0)
Metaplasia Escamosa 10 (100,0) - 10 (100,0)
Células Vacuolizadas 4 (100,0) - 4 (100,0)

Nota: - (estrutura ndo encontrada); G: Granuloma Dentario, C: Cisto Radicular
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Tabela 4. Dados referentes a expressdo imuno-histoquimica do CDla e densidade de

marcac¢do no Granuloma Dentario. Salvador-Ba, 2005

Caso

Biopsia Densidade

—
LS 0000 R W=
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17
18

1896-01
0064-02
0160-02
0086-03
0668-03
1435-03
1466-03
1475-03
1694-03
2401-03
0003-04
0033-04
0307-04
1003-04
1815-04
2377-04
2748-04
2837-04

Nota: - (0%de células positivas); + (Densidade discreta);
++ (Densidade moderada); +++ (Densidade intensa)
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Tabela 5. Dados referentes a expressdo imuno-histoquimica do CDla e densidade de

marcacdo no Cisto Radicular. Salvador-Ba, 2005

Caso  Biopsia Densidade

1 1751-01 -

2 1758-01 +

3 1860-01 +
4 1895-01 +++
5 0031-02 ++
6 0082-02 A+
7 0107-02 -

8 0131-02 -

9 0147-02 -
10 0031-03 -
11 0034-03 +-
12 0058-03 -
13 0150-03 +
14 0359-03 -
15 1802-03 +
16 2595-03 +++
17 0375-04 +++
18 0455-04 ++
19 0786-04 ++
20 1442-04 +
21 2318-04 +
22 2725-04 +
23 2756-04 Aot
24 2831-04 +++
25 2913-04 -
26 0060-05 +++

Nota: - (0%de células positivas); + (Densidade discreta);
++ (Densidade moderada); +++ (Densidade intensa)
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Tabela 6 — Teste de concordancia interexaminadores sobre a marcagdo imuno-histoquimica.

Salvador-Ba, 2005

~ Marcacao 2
Marcacio 1 — -
Positiva Negativa Total (%)
Positiva 20 (95,2) - 20 (45,5)
Negativa 1 (4,8) 23 (100,0) 24 (54,5)
Total 21 (47,7) 23 (52,3) 44 (100,0)

Kappa = 0,954 — p-valor = 0,000

Tabela 7 — Teste de concordancia interexaminadores sobre a densidade da imunomarcagao.

Salvador-Ba, 2005

Densidade 1

Densidade 2

Discreto (% ) Moderado (% ) Intenso (%) Total (% )

Discreto 8 (80,0) 1(12,5) - 9 (45,0)
Moderado 2(20,0) 2(25,0) - 4 (20,0)
Intenso - 5(62,5) 2 (100,0) 7 (35,0)

Total 10 (50,0) 8 (40,0) 2(10,0) 20 (100,0)

Kappa = 0,394 — p-valor = 0,006



Tabela 8 — Distribuicdo da imunomarcagdo por espessura de epitélio. Salvador-Ba, 2005

Densidade
Espessura  ["piccreto (%) Moderado (% ) Intenso (%) Total (%)
Atréfico 4(57,1) 1(25,0) 4(57,1) 9 (50,0)
Hiperplasico 3(42,9) 3(75,0) 3(42)9) 9 (50,0)
Total 7(38.9) 4(22,2) 7(38.9) 18 (100,0)

p-valor = 0,513 (> 0,05 — Likelihood Ratio)

Tabela 9 — Distribuicdo da imunomarcag¢ao por infiltrado inflamatorio. Salvador-Ba, 2005

Densidade
Infiltrado Discreto (% ) Moderado (% ) Intenso (% ) Total (%)
Discreto 3(33,3) - 1(14,3) 4 (20,0)
Moderado 2(22,2) 1(25,0) 3(42)9) 6 (30,0)
Intenso 4 (44.4) 3(75,0) 3(42,9) 10 (50,0)
Total 9 (45,0) 4(20,0) 7 (35,0) 20 (100,0)

p-valor = 0,473 (> 0,05 — Likelihood Ratio)

Tabela 10 — Relacdo entre os macrofagos espumosos e imunomarcacao. Salvador-Ba, 2005

Marecacio 1 Macrofagos espumosos
Nao (%) Sim ( % ) Total ( % )
Positiva 16 (45,7) 4 (44.4) 20 (45,5)
Negativa 19 (54,3) 5(55,6) 24 (54,5)
Total 35(79.5) 9 (20,5) 44 (100,0)

p-valor = 0,999 (> 0,05 — Fisher)
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Tabela 11 — Distribuicdo dos macrofagos espumosos por densidade da imunomarcagéo.

Salvador-Ba, 2005

Densidade 1 o %D;Iacl‘of;gizls (eizu)moso; e
Discreto 7(43.8) 2(50,0) 9 (45,0)
Moderado 4 (25,0) - 4 (20,0)
Intenso 5(312) 2(50,0) 7(35,0)

Total 16 (30,0) 4 (20,0) 20 (100,0)

p-valor = 0,349 (> 0,05 — Likelihood Ratio)

Tabela 12 — Distribui¢@o dos macrofagos espumosos por infiltrado inflamatorio. Salvador-Ba,

2005
Infitrado 1| e ol (%)
Discreto 6 (17.1) 1(11,2) 7(15,9)
Moderado 9(25,7) 4(44,4) 13 (29,6)
Intenso 20 (57,1) 4 (44.4) 24 (54,5)
Total 35 (79.5) 9(205) 44 (100,0)

p-valor = 0,558 (> 0,05 — Likelihood Ratio)
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Grafico 1 — Frequéncia do padrio de distribuicdo das lesdes periapicais por sexo. Salvador-

Ba, 2005
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Gréfico 2- Frequéncia do padrio de distribuicdo de células CDla positivas em Cistos

Radiculares. Salvador-Ba, 2005
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1-Camada basal do epitélio
2-Camada intermediaria do epitélio
3-Camada superficial do epitélio
4-Tecido de granulacao

5-Capsula cistica
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Figura 1 a 5 — Granuloma Dentario. Fig. 1, moderado infiltrado inflamatorio linfo-histiocitario
em meio a edema intersticial (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 2, placa de infiltrado
linfoplasmocitario (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 3, Corpusculo de Russel representado
por esférulas hialinas (Setas) (H&E, aproximadamente 400x). Fig. 4, numerosos macrofagos,
alguns dos quais xantomatosos (Seta) (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 5, reacdo de
células gigantes tipo corpo estranho, ao lado de grumos enegrecidos de material de natureza

exogena (H&E, aproximadamente 200x).
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Fig. 6 — Granuloma Dentario. Célula de Langerhans, presente em meio aos plasmocitos,

imunomarcada discretamente pelo CDla, (EnVision, Dako, aproximadamente 400x).



80



81

Figuras 7 a 14 — Cisto Radicular. Fig. 7 e 8, revestimento epitelial sob a forma de arcos,
muitas vezes interconectantes (H&E, aproximadamente 40x). Fig. 9, revestimento epitelial
pavimentoso estratificado exibindo placas de acantose (Seta) (H&E, aproximadamente 200x).
Fig.10, cépsula fibrosa com raras células inflamatorias, revestida por poucas camadas
celulares (H&E, aproximadamente 40x). Fig. 11, epitélio pseudoestratificado cilindrico
ciliado (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 12, Células cuboidais em camada simples (H&E,
aproximadamente 400x). Fig. 13, revestimento epitelial exibindo células mucosas, na camada
intermediaria (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 14, epitélio pseudo estratificado ciliado

com células superficiais metaplasicas (H&E, aproximadamente 200x)
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Figuras 15 a 21 — Cisto Radicular. Fig. 15, tecido epitelial pavimentoso estratificado exibindo
exocitose leucocitaria (H&E, aproximadamente 100x). Fig. 16, revestimento epitelial
exibindo espongiose neutrofilica (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 17, parede de tecido
conjuntivo frouxo revestido por epitélio atréfico (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 18,
tecido conjuntivo frouxo vascularizado sede de moderado infiltrado inflamatério mononuclear
(H&E, aproximadamente 200x). Fig. 19, remanescentes epiteliais odontogénicos sob a forma
de cordoes (Setas largas) e ninhos (Setas estreitas) (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 20,
proliferagdo epitelial semelhante ao tumor Odontogénico Escamoso (H&E, aproximadamente
100x). Fig. 21, Ilhotas epiteliais exibindo focos de mineralizagdo (H&E, aproximadamente

200x).
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Figuras 22 a 29 — Cisto Radicular. Fig. 22, revestimento epitelial exibindo também células
mucosas e cé¢lulas superficiais metaplasicas (H&E, aproximadamente 100x). Fig. 23, detalhe
da figura anterior (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 24, células mucosas ao lado de células
vacuolizadas (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 25, detalhe da figura anterior (H&E,
aproximadamente 400x). Fig. 26, tecido epitelial pavimentoso estratificado exibindo
corpusculos hialinos de Rhuston (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 27, detalhe da figura
anterior, evidenciando-se estruturas hialinas lamelares (H&E, aproximadamente 400x). Fig.
28, placa de células epiteliais exibindo células em apoptose (Setas) (H&E, aproximadamente
200x). Fig. 29, detalhe da figura anterior, mostrando célula de citoplasma amplo, eosinofilico

e com nucleo picnético (H&E, aproximadamente 400x).
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Figuras 30 a 35 — Cisto Radicular. Fig. 30, revestimento epitelial exibindo material exdgeno
junto a focos de mineralizagdo (H&E, aproximadamente 100x). Fig. 31, detalhe da figura
anterior (H&E, aproximadamente 100x). Fig. 32, fenda de cristais de colesterol adjacente a
focos de mineralizagdo (H&E, aproximadamente 40x). Fig. 33, detalhe da figura anterior,
evidenciando-se aglomerado de macrofagos junto a fendas de colesterol e focos de
mineralizacdo (Setas) (H&E, aproximadamente 200x). Fig. 34, detalhe da figura 32,
evidenciando-se reagdo gigante celular tipo corpo estranho junto a fendas de colesterol (H&E,
aproximadamente 200x). Fig. 35, placa composta por numerosos macréfagos espumosos

(H&E, aproximadamente 200x).
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Figuras 36 a 41 — Cisto Radicular. Fig. 36, discreta marcagdo da Célula de Langerhans no
tecido de granulagdo (EnVision, Dako, aproximadamente 100x). Fig. 37, discreta marcacdo da
Célula de Langerhans, em formato arredondado em meio a células epiteliais (EnVision, Dako,
aproximadamente 400x). Fig. 38, imunomarcacdo moderada das Células de Langerhans,
presentes na camada intermediaria com poucos prolongamentos dendriticos (EnVision, Dako,
aproximadamente 200x). Fig. 39, 40 e 41, imunomarcacao intensa das Células de Langerhans,

presentes em diferentes camadas epiteliais (EnVision, Dako, aproximadamente 100x).
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Figuras 42 a 49 — Cisto Radicular. Fig. 42, Célula de Langerhans na camada superficial do
epitélio com formato dendritico (EnVision, Dako, aproximadamente 100x). Fig. 43, Célula de
Langerhans na camada intermedidria de revestimento epitelial hiperplasiado, em formato
dendritico e arredondado (EnVision, Dako, aproximadamente 100x). Fig. 44, Células de
Langerhans revestindo o lamen cistico com forma dendritica (EnVision, Dako,
aproximadamente 100x). Fig, 45, detalhe da figura anterior, mostrando célula dendritica em
superficie epitelial metaplasica (EnVision, Dako, aproximadamente 200x). Fig. 46, Célula de
Langerhans sob forma arredondada na camada suprabasal do epitélio (EnVision, Dako,
aproximadamente 100x). Fig. 47, detalhe da figura anterior (EnVision, Dako,
aproximadamente 200x). Fig. 48, forma dendritica da C¢lula de Langerhans presente em
revestimento epitelial atrofico (EnVision, Dako, aproximadamente 100x). Fig. 49, detalhe da

figura anterior (EnVision, Dako, aproximadamente 200x).
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Figuras 50 a 55 — Cisto Radicular. Fig. 50 e 51, tecido epitelial mostrando célula de
Langerhans na camada intermediaria com longos prolongamentos citoplasmaticos (EnVision,
Dako, aproximadamente 400x). Fig. 52, aspecto dendritico da Célula de Langerhans na regido
superficial do epitélio (EnVision, Dako, aproximadamente 400x). Fig. 53, formato
arredondado da célula de Langerhans na camada superficial do epitélio (EnVision, Dako,
aproximadamente 200x). Fig. 54, Célula de Langerhans com formato arredondado presente no
tecido de granulacdo (EnVision, Dako, aproximadamente 200x). Fig. 55, capsula cistica
mostrando Célula de Langerhans com prolongamento citoplasmaticos curtos (EnVision,

Dako, aproximadamente 200x).
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento do Granuloma Dentéario e do Cisto Radicular inicia-se apés a
mortificacdo da polpa dentaria devido a estimulos fisicos, quimicos e/ou bacterianos de baixa
intensidade, representado pelos traumas, substancias restauradoras e carie respectivamente,
sendo que as bactérias e seus produtos sdo relatados na literatura como os principais agentes
etiologicos de tais lesdes. Essa agressdo bioldgica induz uma reagdo imuno-inflamatoria
confinada, requisito fundamental para o desenvolvimento das lesdes cronicas periapicais
(MEGHIJI, 1996; METZGER et al., 2000; TAYLOR et al., 2002; VIER, FIGUEIREDO,
2002; RUIZ et al., 2003; MELO et al., 2003; CUTLER, JOTWANI, 2004; HONG et al.,
2004; PIATELLI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; MOLLER et al., 2004).

Em nosso estudo, constatamos que os Cistos Radiculares corresponderam a 59,1% dos
casos, enquanto os Granulomas Dentarios corresponderam a 40,9%. Esses dados sdo
semelhantes aos encontrados por Vier e Figueiredo (2002) e Souza et al (2003), mas diferem
daqueles relatados por Nair et al (1996), o que poderia ser atribuido a diferentes interpretacoes
microscopicas.

Os cistos predominantes em criangas sdo os de desenvolvimento. Essa prevaléncia ¢
atribuida ao fato de que durante o periodo pediatrico os ossos gnaticos estdo em acelerado
crescimento, o que aumenta a possibilidade de alteracdes no desenvolvimento das estruturas
dentarias (BORDNER, 2002). Em adi¢@o, a ndo observancia de radioluscéncias periapicais
em denti¢ao primaria, parece contribuir com essa afirmativa, ja que muitas vezes, de forma
negligente, as unidades deciduas sdo extraidas sem radiografias prévias. A auséncia de analise
histopatologica posterior a exodontia ¢ outra possivel causa relatada por Delbem (2003).
Mesmo assim, no presente estudo, detectamos um caso de Cisto Radicular em uma crianga de

quatro anos de idade.
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Em nossa pesquisa, 55,8% das lesdes periapicais estudadas pertenciam ao sexo
masculino e 44,2% ao sexo feminino, apesar de ndo termos encontrado uma associagdo
estatisticamente significante entre lesdo periapical e sexo. Esses achados corroboram com os
estudos de Souza et al (2003), Melo et al (2003), Prado e Salim (2004). Vale ressaltar que
apesar de termos em nossa amostra um maior numero de casos de Cisto Radicular, estes se
mostraram mais prevalentes no sexo masculino (61,5%) conforme também evidenciaram
Souza et al (2003), Prado e Salim (2004). Ao contrario, no Granuloma Dentario o sexo
feminino foi mais prevalente (52,9%), semelhante aos achados de Melo et al (2003), que
mostraram uma prevaléncia de 55,33% para este sexo.

Os Granulomas Dentérios sdo predominantemente encontrados entre 20 a 30 anos de
idade. Ja o Cisto Radicular, a faixa etaria abrange desde a terceira, quarta até a quinta década
de vida (MELO et al., 2003; PRADO, SALIM, 2004). No entanto, Souza et al (2003)
encontraram a presenga de GDs e CRs em pacientes com idades variando dos 21 aos 40 anos.
Nossos achados mostraram uma variagdo de idade para essas lesdes de 04 a 69 anos,
diferentemente dos estudos de Melo et al (2003), Souza et al (2003), Prado e Salim (2004).
Todavia, a idade média identificada foi de 36 anos de idade, tal média apresenta-se em
concordancia com essas pesquisas referenciadas acima.

Os GDs e CRs tendem a acometer mais a regido anterior de maxila (MELO et al.,
2003; SOUZA et al., 2003). Resultados semelhantes foram encontrados por nds, onde a regido
mais envolvida foi a anterior superior (50%), seguida da posterior inferior direita (23,8%).
Esses achados podem ser explicados devido a maior quantidade de osso esponjoso presente na
regido anterior de maxila, o que facilita a disseminac¢do de infec¢gdes, bem como pela maior
exposicdo direta a traumas fisicos. Em relacdo aos dentes posteriores inferiores, podemos

associar esses achados a maior dificuldade de higienizacdo e a anatomia dentaria constituida
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por sulcos e fissuras, que facilitam o maior acimulo de placa bacteriana, consequentemente,
um maior desenvolvimento da carie.

Sobre o tratamento dessas lesdes periapicais, ndo existe um consenso na literatura.
Para alguns, o tratamento endoddntico convencional ¢ suficiente, para outros a cirurgia é uma
possibilidade real (NAIR et al., 1996; NAIR, 1998; SIQUEIRA JR, 2001; HUUMONEN,
ORSTAVIK, 2002; COTTI et al., 2003; HISATOMI et al., 2003; MELO et al., 2003; RUIZ et
al., 2003; CALISKAN, 2004; CALISKAN, TURKEY, 2005).

A maior causa de falha do tratamento endodontico convencional pauta-se em causas
microbianas como a persisténcia da infeccdo periapical, por falha no preparo quimico-
mecanico, e¢/ou presenca de deltas apicais e canais laterais, bem como pela sobre-obturacao.
No entanto, fatores ndo microbianos como a presenca de cristais de colesterol e reagdes tipo
corpo estranho, quando da presenca de pedacos de gutaperchas, cones de papel, algodao e
alimentos na regido periapical, parecem interferir no reparo desse tecido (SIQUEIRA JR,
2001). Do mesmo modo, a persisténcia da lesdo periapical, além de estar relacionada com a
presenca dos cristais de colesterol, hipdtese discutida adiante, também pode estar envolvida
com a predominancia de um subtipo de Linfocito T sobre o outro (NAIR et al., 1998;
SIQUEIRA JR, 2001).

Para Walker et al (2000), a resposta celular Th-1 ¢ particularmente efetiva na agdo
microbicida pela produg¢do de IFN-a, em contraste com as duas mais importantes citocinas
(IL-4 e IL-10) produzidas pela resposta Th-2 que inibe tal destruicdo microbiana. Esses
autores, comparando Cistos Radiculares e Granulomas Dentarios, acharam menor nimero de
células Th-1 nos Cistos. McCutcheon et al (2004), levantam a hipdtese que a ndo regressao da
lesdo periapical, apos tratamento endodontico convencional, advém do fato de existir a
presenca dos subtipos de Linfocitos 0, ja que 36 das 37 (97%) lesdes periapicais por eles

estudadas, obtidas por apicectomia, continham esses tipos celulares.
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Conforme relatado por Siqueira Jr (2001), a presenga de materiais obturadores quando
somada a persisténcia de infec¢do parece contribuir para o aumento dos indices de recidiva,
ou auséncia de cura das lesdes periapicais cronicas. Afirmativa essa comprovada por Haglund
et al (2003) que investigando o efeito de quatro materiais utilizados em retro-obturagdo
(Agregado Trioxido Mineral [MTA], material restaurador intermedidrio [IRM], amalgama e
um composito de resina [Retroplast]) na producao das citocinas IL-1p e IL-6 por fibroblastos
e macrofagos de ratos, ndo observaram producdo de citocinas entre os grupos estudados.
Contudo, essas mesmas citocinas foram detectadas nos controles positivos, quando da
associagdo desses materiais com lipopolissacarideos.

Neste estudo, observamos a presenca do material exdgeno compativel com material
obturador endodontico muitas vezes junto a focos de mineralizagdo em 12 (27,3%) das lesdes
periapicais estudadas, sendo que no Granuloma Dentario e no Cisto Radicular foram
encontradas em 22,2% e 30,8% dos casos, respectivamente. Identificamos também, em 66,7%
das lesdes contendo esse material exdgeno, um infiltrado inflamatorio intenso, possivelmente
proveniente de uma reagdo inflamatoria inicial pelo contato de uma substancia com pH muitas
vezes alcalino em um tecido sensivel. E ao comparar a presenca do material exdgeno e a
espessura do epitélio, constatamos que entre 8 (30,8%) das lesdes cisticas, possuidoras do
material mineralizado, 5 (62,5%) caracterizavam-se pela presenca de um epitélio atrofico,
enquanto as outras 3 (37,5%) apresentavam um epitélio hiperplasico. Possivelmente, o
tratamento endodontico convencional, proporcionou uma diminui¢do das reagdes imuno-
inflamatorias nesses cistos, e consequentemente diminuiu o poder das citocinas e outras
provaveis substancias envolvidas na proliferagéo epitelial.

A resposta imuno-inflamatoria a agressdo bacteriana propicia a formagao de um tecido
confinado na regido de &pice dentario através do aumento do nimero de fibroblastos, fibrilas

colagenas, células endoteliais e vasos, em associacdo com um infiltrado inflamatorio cronico,
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caracterizando assim o Granuloma Dentario. Esse infiltrado inflamatério cronico é constituido
histologicamente por Linfocitos, Plasmocitos e Leucocitos polimorfonucleares associados a
uma cépsula de tecido conjuntivo fibroso (MELO et al., 2003), caracteristicas essas também
encontradas em nosso estudo. Além desses autores, outros como Susuki et al (2001) relataram
a possibilidade da existéncia de remanescentes epiteliais no interior dessa lesdo, fato nao
encontrado em nossa amostra.

Os fatores que determinam como a transformagao cistica ocorre em varios Granulomas
Dentarios e os mecanismos envolvidos nessa formagao ainda s3o controversos. O avango nos
conhecimentos atuais e descobertas de novos mediadores na interagdo entre diferentes
populagdes celulares estd ajudando a compreender fendmenos como reparagado, inflamagao e
metabolismo 0sseo. Esses mecanismos biologicos parecem estar relacionados a eventos
imunoldgicos, como aqueles envolvendo as lesdes periapicais cronicas (RUIZ, 2003;
WALKER et al., 2000).

Os Cistos Radiculares sdo formados nos periapices de dentes com mortificagdo pulpar,
a partir da proliferacdo dos restos epiteliais de Malassez em resposta ao processo de defesa
contra um antigeno bacteriano e/ou seus produtos provenientes da infeccdo dos canais
radiculares (MEGHIJI et al., 1996; NAIR, 1998).

O papel dos restos epiteliais de Malassez em um ligamento periodontal normal nao
esta claro. No entanto, supde-se que estes estejam associados a remodelacdo tecidual e
funcdes reparativas incluindo manutengdo do espago periodontal, prevencdo da anquilose,
producdo de fatores de reabsorcdo dssea bem como a cementogénese durante a terapia
ortodontica. E a partir desses restos epiteliais que se inicia o desenvolvimento cistico
(NICKOLAYCHUK et al., 2002; TEN CATE AR, 1972; GOTZ, 2003). Identificamos em

23,1% dos Cistos Radiculares a presencga de restos epiteliais odontogénicos.
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A patogénese do GD e do CR ocorre de forma progressiva e ¢ dependente dos
diferentes tipos de células inflamatorias. Estas células desempenham papéis especificos
importantes durante o desenvolvimento das lesdes. Em seus diversos estagios de evolugdo,
GD e CR podem sofrer agudizagdo, em geral associada a reinfecgdo da lesdo. Nessas
ocasides, apresentam caracteristicas de processo inflamatorio agudo, com abundante presenca
de polimorfonucleares neutrofilos e macroéfagos (TAKAHASHI et al., 1999; METZGER,
2000; PULHEZ, 2004). Em 20,4% dos casos aqui estudados, identificamos também a
presenca de neutrofilos.

Os neutréfilos e macrofagos sdo importantes na defesa primdria do processo
inflamatério, pois bloqueiam a disseminagdo da lesdo no periapice e participam do
recrutamento e maturacdo de osteoclastos, assim como na formagdo de tecido de granulagédo
(MARTON, KISS, 2000; METZGER, 2000; PULHEZ, 2004).

Parece que bactérias especificas induzem a producdo de citocinas especificas pelos
macrofagos, hipotese essa comprovada por Yoshioka, Grenier ¢ Meyrand (2005). Estes
autores demonstraram que o Peptostreptococcus micros, bactéria gram-positiva associada a
dentes com canais infectados, ¢ capaz de se ligar a lipopolisacarideos produzidos pelo
Actinobacilus actinomycetemcomitans, bactéria gram-negativa relacionada com severas
formas de periodontite. Essa ligacdo confere ao P. micros a capacidade de induzir e estimular
o TNF-a pelos macrofagos. Dessa forma, lesdes tipo endo-perio parecem potencializar o
desenvolvimento das lesdes periapicais.

Assim, o macrofago estd envolvido com a resposta inata da lesdo periapical,
fagocitando bactérias e evitando disseminacdo da infec¢do, bem como na resposta adquirida,
apresentando antigenos a linfocitos via MHC 1I, sintetizando citocinas como IL-1a, IL-1f e
TNFa, e produzindo metaloproteinases que degradardo a matriz extra celular. Além disso,

essa célula de defesa parece estar envolvida com os cristais de colesterol, estruturas estas
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referenciadas por alguns autores como possiveis fatores de persisténcia das lesdes periapicais
cronicas (YASHIMA, OGURA, ABIKO, 1990; NAIR, SJOGREN, SUNDQVIST, 1998;
METZGER, 2000; SJIOGREN et al., 2002; YAMAZAKI et al., 2004; MIDWOOD et al.,
2004; GALVEZ-GASTELUM, SANDOVAL-RODRIGUEZ, ARMENDARIZ-BORUNDA,
2004). Os cristais de colesterol foram encontrados em 15,3% dos Cistos Radiculares
estudados por nds, em alguns casos, associados com células gigantes multinucleadas.

Esses cristais de colesterol podem advir do proprio sistema vascular pela ingestao de
lipideos como podem ser provenientes da producdo de metabdlitos locais do tecido de
granulagdo da parede do Cisto Radicular e pela fagocitose das membranas celulares de células
mortas. A incidéncia de cristais de colesterol em lesdes periapicais varia de 18 a 44%.
Macréfagos podem fagocitar esses cristais de colesterol sendo entdo chamados de macrofagos
espumosos, essas células também foram encontradas em alguns Cistos Radiculares e
Granulomas Dentarios da nossa pesquisa (YASHIMA, OGURA, ABIKO, 1990; NAIR,
SJOGREN, SUNDQVIST, 1998; METZGER, 2000; SJOGREN et al., 2002; YAMAZAKI et
al., 2004).

Yamazaki et al (2004) encontraram um acumulo de membrana basal tipo
proteoglicano heparan sulfato na parede de Cistos Radiculares com tecido de granulagdo
imaturo. Esse proteoglicano possui cinco dominios em sua configuragdo sendo o segundo
formado por repetidas lipoproteinas de baixa densidade (LDL). A forma oxidada desse LDL
foi encontrada em quantidade em macrofagos, sendo cristalizada apds a ruptura celular
desses, induzindo a formagdo de uma reagdo de corpo estranho na parede do cisto. Reagéo
esta também encontrada nos casos por nos estudados.

Agregados extensivos de Macrofagos espumosos ou células volumosas ndo sdo
frequentemente encontrados em lesdes de origem endododntica, ¢ quando presentes em

quantidade, € sugestivo de um processo proliferativo ou reagdo dssea localizada. Lesoes
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periapicais com presenca abundante dessas células parecem ser mais agressivas e possuirem
maior numero de recidiva, mesmo depois de corretos tratamentos endodonticos
convencionais, sendo muitas vezes tratadas através de cirurgia paraendodontica
(RICHARDSON, MORGAN, 1982). Além disso, o poder de reabsor¢do dssea das lesdes
periapicais cronicas , por aumento local dos niveis de IL-1a , torna-se elevado tendo em vista
a largura dos cristais de colesterol, o que impediria a agdo fagocitaria dos macrofagos,
estimulando-os a aumentarem a transcri¢do desta interleucina (SJOGREN et al., 2002). Para
estes autores, o estimulo a producdo dessa citocina pelos macrofagos € consequéncia de uma
“frustrada” fagocitose. Os macrdofagos espumosos foram encontrados em 22,2% das lesdes
estudadas e os cristais de colesterol em 9,1%, nao sendo identificada correlacao estatistica
entre essas células e os cristais de colesterol. Presumimos que nas lesdes onde ndo foram
identificados os cristais de colesterol, os macrofagos espumosos teriam fagocitado
previamente, pequenos acimulos de lipideos antes da formacao de cristais maiores.

Na literatura, verifica-se que 100% dos Cistos Radiculares mostram a presenga de um
revestimento epitelial estratificado pavimentoso, ndo queratinizado, apresentando, em sua
maioria, caracteristicas como espongiose, exocitose e acantose, muitas vezes, apresentando-se
sob a forma de arcos interconectantes. Em concordancia com a literatura estudada (NAIR et
al., 1996; NEVILLE, 1998; VIER, FIGUEIREDO, 2002; COTTI et al., 2003; PHILIPSEN et
al., 2004), pode-se notar, ainda nos cistos, a presenga de uma capsula cistica de tecido
conjuntivo fibroso denso, vascularizada, permeada por um infiltrado inflamatério créonico com
predominancia de linfocitos, plasmocitos, e em alguns casos células gigantes multinucleadas e
neutrofilos.

Observamos a presenca de um epitélio pseudo-estratificado cilindro ciliado em um
caso estudado (3,8%), ¢ a presenga de um epitélio cubico simples também em um caso (3,8%)

de Cisto Radicular, ambos localizados na regido anterior de maxila. Em dois espécimes
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(7,7%), constatamos a presenca do epitélio pseudo-estratificado ciliado, com igual localizagao
na regido anterior de maxila. Epitélios ciliados sdo incomuns nesse tipo de cisto, porém Shear
e Dent em (1960) mostraram uma prevaléncia de 9,5% para a forma epitelial pseudo-
estratificada ciliada localizada predominantemente na regido anterior de maxila. Esse epitélio
cilindro ciliado foi relatado por Takeda et al (2005) com uma prevaléncia de 11,4% e descrito
em 3 casos dentre 256 lesdes periapicais pesquisadas por Nair et al (2002). Para estes autores,
a presenga de cilios no tecido epitelial deve-se a uma possivel metaplasia do epitélio
estratificado pavimentoso, consequéncia de tecidos respiratorios remanescentes durante a
embriogénese dos ossos maxilares ou mais possivelmente pelo estimulo inflamatorio sobre o
epitélio estratificado escamoso que se diferencia em um epitélio colunar ciliado devido a
presenga de fluidos no interior da cavidade cistica. No entanto, a causa e o significado
biologico desse fendmeno ainda permanecem desconhecidos.

As células ciliadas parecem estar sempre acompanhadas de células mucosas
(TAKEDA et al., 2005). Fato também observado em nossa pesquisa, ja que dos trés casos
com presenca de epitélio ciliado, dois também continham células mucosas. A prevaléncia de
células mucosas e células ciliadas foram maiores na maxila (80% e 100% respectivamente),
observagdo também descrita por aqueles autores. Outro achado morfologico encontrado no
epitélio de alguns Cistos Radiculares estudados por nés foram as células vacuolizadas, que
parecem ser um estagio da histogénese da metaplasia mucosa nesse tecido (SLABBERT,
1995).

Ao estudar 154 casos de cistos Radiculares e Cistos Residuais, através da técnica
histoquimica do acido perioddico de Schiff (PAS), Slabbert et al (1995) encontraram 15 casos
de metaplasia mucosa, que foram submetidos a pesquisa de células vacuolizadas. As células
mucosas foram encontradas isoladamente ou em grupos em todas as camadas do epitélio

estratificado pavimentoso, exceto na camada basal, porém, associadas as células vacuolizadas.
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Em concordancia com esses autores ¢ Takeda et al (2005), encontramos uma significativa
associagdo estatistica entre células vacuolizadas e células mucosas (p-valor=0,000. Teste de
Fisher).

Em dois casos de Cistos Radiculares estudados (7,7%) foram encontradas placas de
epitélio semelhante a Tumor Odontogénico Escamoso (Fig. 15), aspecto também observado
por Oliveira, Costa e Loyola (1995). Parece que o epitélio odontogénico possui um potencial
para a proliferacdo e diferenciagdo em células escamosas, bem como para a participagdo na
formagdo das estruturas dentarias. Ainda ndo se sabe qual evento esta envolvido na formagao
desse tecido epitelial semelhante ao Tumor Odontogénico Escamoso (TOE), entretanto, os
sinais e sintomas desse tumor sdo detectados em periodos avangados da doenca. Sendo assim,
os autores sugerem que lesdes cisticas constituidas por epitélio semelhante ao TOE sejam
proservadas por um tempo maior. Dessa forma, novas informacdes poderdo ajudar na melhor
compreensdo sobre a natureza e etiopatogénese desse achado.

Outros aspectos histologicos encontrados nessa pesquisa foram os Corpusculos de
Rushton ou corptsculos hialinos. Sao encontrados em cistos odontogénicos, principalmente,
Cistos Radiculares, primordialmente no epitélio cistico, podendo ter um formato linear,
arredondado, lamelar, amorfo ou de aparéncia granular. Achados dessas estruturas em exames
histopatologicos de rotina dependem do plano de sec¢do do material, possuindo uma
incidéncia variavel de 2,6% a 10,3% dos casos estudados (MOLYNEUX, 1957; EL-
LABBAN, 1979; COHEN, 1976; PESCE, FERLONI, 2002). Em nosso estudo, os
Corpusculos de Rushton apareceram apenas em Cistos radiculares com uma prevaléncia de
11,5 % (3 casos) sob a forma de estruturas lamelares, ndo exibindo calcificagdo.

A origem desses corpusculos hialinos ainda ndo estd bem esclarecida. No entanto,
algumas teorias, pautadas em estudos histoquimicos sdo consideradas. Acha-se que o epitélio

pode aprisionar vasos que sofreram trombose e essas tromboses originam os corpos hialinos.
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Outra idéia ¢ a de que os debris celulares ou cristais de colesterol presentes na lesdo
estimulem as células epiteliais a secretarem substancias amorfas que mais tarde sofrerdo
calcificacdo e se transformardo em Corpusculos de Rushton (MOLYNEUX, 1957; COHEN,
1976). Pesce e Ferloni (2002) e Loro, Vintermyr ¢ Johannessen (2005), consideram ainda que
exista a possibilidade dessas estruturas serem formadas através de uma apoptose do epitélio,
acompanhada por uma calcificacdo distrofica intracelular.

Em nosso estudo, identificamos células apoptdticas em 38,5% das lesdes cisticas
estudadas, sendo mais comumente encontradas naqueles casos (70%) que exibiam epitélio
hiperplasico. Segundo Suzuki et al (2005) a presenga de marcadores imuno-histoquimicos
como p53, Bax, Caspase-3, Fas ¢ Fas-L mostram que tanto a atividade proliferativa quanto a
apoptose sdo maiores em Cistos Radiculares que exibem epitélio espesso. Loyola et al (2005)
também identificaram apoptose celular em Cistos Radiculares, no entanto, em contraste com
os nossos dados, a apoptose foi mais prevalente em casos de cistos com epitélio atrofico,
imunomarcada com a proteina bcl-2. Em adig@o, estes autores ndo observaram corpusculos
hialinos nos exemplares estudados. Dos dez Cistos Radiculares, pesquisados por nos,
positivos para células em apoptose, os corpusculos de Rhuston faziam-se presentes em apenas
um caso.

Em 5,6% dos Granulomas Dentarios e 15,4% dos Cistos Radiculares dessa pesquisa
foram identificadas outras estruturas hialinas chamadas de Corpusculos de Russel. Para
Robins e Cotran (2005), essas estruturas correspondem a um aumento na sintese de proteinas
secretoras, que ocorrem em determinados plasmocitos, apresentando-se como inclusdes
eosinofilicas arredondadas dentro de um reticulo endoplasmatico distendido.

Como visto, o sistema de canais infectados permite uma sensibilizacdo do hospedeiro,
desencadeando no primeiro momento uma resposta inflamatéria inespecifica e posteriormente

e\ou concomitante uma rea¢do imunologica especifica celular e humoral mediada por
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linfocitos. E na resposta humoral que os linfocitos B parecem influenciar no processo de
defesa contra o desenvolvimento dos Granulomas Dentérios e Cistos Radiculares através da
produ¢do de imunoglobulinas pelos plasmoécitos (ROCHA, ROSA, MITSUMAGA, 1993).

A presenca do anticorpo IgG para o Bacterioides intermedius ¢ Bacterioides
gingivalis, bactérias anaerobias restritas presentes na fase mais adiantada da infecgdo
endodontica, somada ao fato de que esta imunoglobulina funciona como agente opsonizante
para macrofagos, sugerem a ocorréncia de uma reacdo imunolégica em nivel periapical
(ROCHA, ROSA, MITSUMAGA, 1993; METZGER, 2000).

Propondo-se também a verificar a participagdo da resposta imune humoral na
patogénese dos GDs e CRs, Takahashi et al (1997), por hibridizacdo in situ, ¢ Marton et al
(1990), por imuno-histoquimica, identificaram a presenca das imunoglobulinas IgA e IgE,
respectivamente, em 87,5% e 66,7% dos espécimes. Dessa maneira, ¢ possivel que tanto a
imunoglobulina IgA e IgE, quanto, principalmente, a IgG possam ser armazenadas e/ou
produzidas nos Corptisculos de Russel.

O recrutamento dessas imunoglobulinas e de outras células, como consequéncia do
processo inflamatorio instalado, potencializa o crescimento do Granuloma Dentario e Cisto
Radicular, ja que as citocinas, fatores de crescimento e constituintes da matriz extracelular,
produzidas por algumas células como macrofagos, células apresentadoras de antigeno,
linfocitos, plaquetas dentre outras, induzem a reabsor¢do dssea ¢ o crescimento celular local
(MARTON, NEMES, HARMATI, 1990; JUNIOR, DANTAS, 1996; MARTON, KISS, 2000;
MARTON et al., 2000; LIN et al., 2002; OILIVEIRA et al., 2002; GOTZ et al., 2003;
KANYAMA et al., 2003; HONG et al., 2004; MACCUTCHEON et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2004; PIATTELLI et al., 2004). E nesse contexto fisiopatologico que as células
dendriticas profissionais, assumem maior importancia, sendo responsaveis pela captura,

processamento e apresentagdo dos antigenos aos linfocitos, maiores constituintes celulares da
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defesa adquirida, caracteristica dessas lesdes cronicas (BABI, 1998; CUTLER, JOTWAN,
2004).

E sabido também que outros tipos celulares, como os macréfagos, podem fagocitar
antigenos e expressar moléculas de MHC, possibilitando, dessa maneira, o reconhecimento
prévio desses “invasores” pelos linfécitos T ativados, no entanto, apenas as células dendriticas
possuem o atributo de promover a expansdo desses linfocitos (WATTS, AMIGORENA,
2000).

A origem exata de algumas células apresentadoras de antigeno ainda ¢ incerta, embora
elas se desenvolvam a partir das células tronco-hematopoiética (LOWELL, 2000). No
entanto, as Células de Langerhans sdo constituintes da familia de células dendriticas,
apresentadoras de antigeno, originadas na medula 6ssea e por possiveis precursores linfoides
(WOOD et al., 1985; PINKUS, 1997; LOMBARDI, HAUSER, BUDTZ-JORGENSEN et al.,
1993; SHORTMAN, 2000).

As Células de Langerhans possuem como caracteristica patognomonica, os chamados
granulos de Birbeck, esses granulos, vistos em microscopia eletrénica de varredura, parecem
estar relacionados a captura e apresentacdo de antigenos. Os granulos de Birbeck sao
constituidos por estruturas tubulares rigidas, em forma de raquete de ténis, sendo constituida
interiormente por um material fracamente eletrodenso (BABI, 1998; RUIZ, 2003; LINS et al.,
2003; ROMANI, 2003).

A identificacdo dessa célula, nos tecidos, ¢ apenas possivel através de técnicas
histoquimicas, imuno-histoquimicas ou por microscopia eletrénica. A proteina S-100,
proteina 4cida ligada ao calcio, vem sendo bastante utilizada em estudos imuno-
histoquimicos, no entanto, esse marcador ndo € especifico para células de Langerhans,
apresentando especificidade para melandcitos, células de Schwan, condrocitos e células

mioepiteliais de glandulas salivares ¢ mamarias (AKHLAGHI DOUROV, 1995; SANTOS,
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2000; LINS et al., 2003; TAKAHASHI et al., 2003; ALBUQUERQUE JR, 2003). Dessa
forma, atualmente, um marcador de escolha para esse tipo celular ¢ a molécula de superficie
de glicoproteina CD1a (NOVOCASTRA, 1998; PIATTELLI et al., 2002; PENA-CRUZ et al.,
2003).

Muitos trabalhos tentam explicar a utilizagdo da proteina S-100 como marcador para
as Células de Langerhans, referenciando e correlacionando a localizagdo, bem como a
morfologia peculiar dessas células, no tecido epitelial estudado (REICHHARDT et al., 1991;
AKHLAGHI, DOUROV, 1995; SANT'ANA FILHO, ROVANI, 2000; ALBUQUERQUE
JR, 2003; RUIZ, 2003; DEREKA et al., 2004; FILHO et al., 2004). Porém, no presente
estudo, encontramos formas arredondadas das CLs em camadas suprabasais do epitélio
cistico, localiza¢do ndo usual dessas c€lulas. Essas modificagcdes fenotipicas serdo explicadas
adiante. E possivel que as diferengas entre as imunomarca¢des encontradas nas Células de
Langerhans da nossa pesquisa, ¢ as encontradas na literatura, acima referenciadas, possam
estar vinculadas a nao especificidade de marcador.

Outros marcadores de superficie podem ser utilizados para detectar as Células de
Langerhans, tais como HLA-DR, molécula de apresentacdo de antigeno, e o CD29, que ¢ um
sistema de ancoragem de adesdo celular, bem como o CD54 para ICAM-1. No entanto, as
Células de Langerhans expressam altos niveis de CDla, langerina e E-caderina; marcadores
especificos para tais células que ndo sdo encontradas em outros tipos de células dendriticas
(LOMBARDI, HAUSER, BUDTZ-JORGENSEN, 1993; WATTS, AMIGORENA, 2000;
SERGUIER et al., 2003).

Estudos como os de Sugihara, Okamoto e Horio (2005) relatam a utiliza¢ao da Fascina
como marcador para Células de Langerhans. Entre os leucécitos, apenas as células dendriticas
demonstram expressdo da fascina, inclusive na participacdo do desenvolvimento dos dendritos

das CLs, estudos em ratos (PINKUS et al., 1997; ROSS et al., 1998; ROSS et al., 2000;
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FILHO et al., 2004). Como esse marcador ndo ¢ especifico para a Célula de Langerhans, mas
também ¢ utilizado para células interdigitantes, foliculares e “veiled cells”, é cabivel que
estudos que utilizem tal substancia, com o intuito de revelar CL, possam apresentar um
resultado falso positivo. Esta suposi¢do foi levantada por noés, ja que em um estudo piloto,
realizado previamente ao desenvolvimento desta pesquisa, identificamos uma imunomarcagao
positiva para a fascina nos 18 casos de Granulomas Dentarios e nos 26 casos de Cistos
Radiculares, com densidades de marcagdes diferentes. Resultados diferentes foram
encontrados, quando da utilizagdo do anticorpo anti CD]1a.

Responsaveis pela captura e apresentacdo de antigeno aos linfocitos T, as Células de
Langerhans, como visto na revisao de literatura, parecem participar da patogénese de algumas
doencas como a infec¢ao pelo HIV, rinite alérgica, histiocitose, doencas periodontais, queilite
actinica, liquen plano, psoriase e neoplasias (REYNOLDS et al., 1995; GUNHAN et al.,
1996; KOBAYASHI et al., 1998; M. C CHARTON-BAIN et al., 1999; CHOU et al., 2000;
SANTOS, 2000; TILL et al.,, 2001; TAKAHASHI et al., 2003; MARTINS et al., 2004;
SANTOS et al.,, 2005; GORDON et al., 2005). Atualmente, pesquisas estdo sendo
desenvolvidas com o intuito de obter vacinas de células dendriticas, incluindo Células de
Langerhans, para combater lesoes malignas ja instaladas, tipo melanoma e carcinomas de rim
(DALL'OGLIO, SROUGI, BARBUTO, 2003; BARBUTO et al., 2004; NEVES et al., 2005).

Ao rever a literatura pertinente, ainda sdo poucos os estudos sobre Células de
Langerhans em lesodes periapicais cronicas (PRINGLE et al., 1992; SUZUKI et al., 2001;
PIATTELLI et al., 2002; RUIZ, 2003). Dessa forma, foi estabelecida a presente pesquisa.

As Células de Langerhans foram detectadas em 69,2% dos Cistos Radiculares
estudados e em 11,1% dos Granulomas Dentarios, mostrando uma relacdo estatisticamente
significante entre imunomarcagdo ¢ o tipo de lesdo estudada (p-valor=0,000. Fisher). A

significante presenga das Células de Langerhans nos Cistos Radiculares foi semelhante aos
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achados de Akhlaghi e Dourov, (1995), Suzuki et al (2001), Piattelli et al (2002), Ruiz,
(2003), e Cutler e Jotwan (2004), no entanto, a imunomarcagdo ndo foi significante quando
estudamos os Granulomas Dentarios. Esse resultado, difere do observado por Suzuki et al
(2001). Todos os casos de Granuloma Dentario exibiram imunomarcagdo discreta, ja os casos
de Cistos Radiculares apresentaram densidades variaveis de imunomarcacdo. Resultado ja
esperado, pois o Granuloma Dentéario ndo possui um revestimento epitelial como o Cisto
Radicular. Uma provavel explicagdo para a imuno-marcagdo encontrada no Granuloma
Dentario pauta-se na possivel saida das Células de Langerhans dos vasos linfaticos ou
sanguineos relacionados a trajetos entre epitélio e linfonodos, ou em uma possivel origem
linféide das CLs, relacionada aos linfocitos B, células predominantes nos GD, sobre estimulo
de citocinas.

De acordo com Piettelli et al (2002) ndo detectamos a presenca dessa célula dendritica
em todos os casos de Cistos Radiculares, diferentemente de Susuki et al (2001) e Ruiz (2003)
que encontraram uma imunomarcacdo para essas células de 100% e 95% respectivamente
nesse tipo de lesdo. Essa reducdo na quantidade de células marcadas pelo CDla pode estar
vinculada a presenca do reparo celular, caracterizado pela fase de quiescéncia ou regressdo do
crescimento cistico, possivelmente proporcionado pelo tratamento endodontico convencional
(SUZUKI et al., 2001; RUIZ, 2003). Também concordamos com tal hipdtese, ja que dos casos
onde foram encontrados o material exdgeno, 42,8% das lesoes exibiram densidade discreta ao
CD1a nos campos representativos estudados.

Outra hipotese, para a reducdo das Cé¢lulas de Langerhans, em alguns Cistos
Radiculares foi proposta por Babi (1998) e Lins et al (2003). Eles acreditam que a reducdo das
CLs aconteca devido a um processo de apoptose celular apds a apresentagdo de antigeno as
células T CD4+. Além disso, a propria variagdo de técnica e métodos, bem como a

sensibilidade da imuno-histoquimica pode ser um fator de interferéncia (LOMBARDI,
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HAUSER, BUDTZ-JORGENSEN, 1993). Séguier et al (2000) sugerem ainda que essa
diminuicdo numérica das Células de Langerhans também possa estar vinculada a migragado
destas células para os linfonodos regionais ap6s a sua ativacao pelo contato com os patogenos
externos.

Apesar de encontramos uma possivel relagdo indireta entre substancias terapéuticas
especificas, como materiais obturadores endodonticos, e o decréscimo das Células de
Langerhans, relagdo essa também identificada por Ruiz (2003), ainda nido sabemos se
farmacos podem interferir nesse decréscimo ou acréscimo de forma direta nas lesdes de boca.

Ja em lesdes de pele, parece que farmacos podem interferir na contagem dessa
populagdo celular. O Imiquimod [1-(2-metilpropil)-1H-imidazol[4,5¢]quinolina-4-amina] ¢
um modificador da resposta imune, que tem efeitos anti-tumorais e antivirais comprovados
em modelos animais, usado como tratamento topico de feridas genitais e perianais externas.
Biologicamente, essa substancia parece induzir algumas citocinas como interferon alfa (IFN-
o), fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 alfa (IL-a), IL-6 e IL-8. Essa substéancia,
quando utilizada, diminui a densidade de CD1a na pele tratada. Existe um decréscimo das
células de Langerhans 48 horas depois do tratamento com iquimod e uma alteragdo
morfologica nas CL restantes. Estas células aparentam-se mais largas, com mais processos
dendriticos que outras ndo submetidas ao tratamento pela substancia em questdo,
provavelmente para compensar a diminuicdo numérica dessas células no local de defesa. A
diminui¢ao local das Células de Langerhans parece estar relacionada ao poder que o iquimod
tem sobre a migracdo dessas para os lifonodos regionais (SUSUKI et al., 2000).

As Células de Langerhans encontram-se no epitélio estratificado pavimentoso da
epiderme ¢ em mucosas de tecidos como boca, esdfago e orofaringe, existindo assim grande

possibilidade de contato com qualquer antigeno que atravesse essas barreiras naturais do



112

organismo (ZAMBURGQO et al., 1995; CORONATO et al., 1998; HOLIKOVA et al., 2001;
DALE, 2003).

Segundo Cutler e Jotwan (2004), no epitélio estratificado pavimentoso, as CLs
encontram-se distribuidas na camada basal e suprabasal podendo concentrar-se em regides
distintas dentro desse epitélio. Encontramos as C¢lulas de Langerhans em maior quantidade
no revestimento epitelial quando em comparacdo com as zonas subepiteliais, e
semelhantemente aos estudos de Suzuki et al (2001), Piattelli et al (2002) e Ruiz (2003),
constatamos uma maior presenca dessas CLs na regido intermediaria e basal do epitélio
(Grafico 2).

Dependendo da sua localizagdo no epitélio, essas células assumem formas
predominantes. Assim, as Células de Langerhans podem se apresentar de duas maneiras: uma
constituida por muitos prolongamentos dendriticos, com citoplasma eletrolicido, numerosos
granulos de Birbeck e geralmente encontradas na camada subrabasal do epitélio; e outra com
poucos dendritos, caracterizada por um citoplasma mais eletro-denso, poucos granulos de
Birbeck e usualmente localizadas na camada basal (LOMBARDI, HAUSER, BUDTZ-
JORGENSEN, 1993).

Essa morfologia das Células de Langerhans, como visto anteriormente, varia de acordo
com seu grau de maturacdo. A forma madura caracteriza-se por possuir um aspecto irregular,
estrelado e com prolongamentos citoplasmaticos longos e delgados, encontrados geralmente
nas camadas suprabasais do epitélio. Ja& a forma imatura apresenta-se mais regular com
formato arredondado, pouca quantidade ou auséncia de prolongamentos dendriticos com
localiza¢do preferencial na camada basal do epitélio (LOMBARDI, HAUSER, BUDTZ-
JORGENSEN, 1993; SERGUIER et al., 2000; ROMANI et al., 2003; LINS et al., 2003).
Semelhante aos achados de Akhlaghi ¢ Dourov (1995) e de Ruiz (2003), essas células

dendriticas ndo foram localizadas apenas na camada basal, mas espalhadas por todo o epitélio.
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Além disso, também observamos a presenca de Cé¢lulas de Langerhans com um formato
arredondado na camada intermediaria e superficial do epitélio. Este achado pode ser explicado
por Sérguier et al (2000) que hipotetizaram uma diminui¢do da expressdo de algumas
moléculas de superficie, ou seja, uma modificagdo estrutural dessas células, no momento da
apresentacao de antigenos aos Linfocitos T, permitindo um menor estimulo imunologico e
uma maior especializagdo na apresentacao antigénica.

Apesar de encontrarmos uma maior densidade de Células de Langerhans em lesdes
com infiltrado inflamatério intenso (50%) e em lesdes com infiltrado moderado (30%),
conforme os estudos de Pringle et al (1992), Suzuki et al (2001), Albuquerque Jr (2003) ¢
Ruiz (2003), os testes estatisticos ndo evidenciaram correlagdo significativa entre esse
infiltrado inflamatério ¢ a densidade da imunomarcagdo. Essa falta de associacdo estatistica
também foi encontrada por Piattelli et al (2002).

Albuquerque Jr (2003), justifica a correlacdo positiva entre quantidade de células de
Langerhans e infiltrado inflamatério ao fato de existir uma alta atividade antigénica nos
infiltrados inflamatorios intensos, consequentemente necessitando de uma maior quantidade
de Célula de Langerhans para apresenta-los aos linfocitos. No entanto, acreditamos que a
intensidade inflamatoria ndo so6 esta ligada a um aumento da quantidade de antigeno na les3o,
mas também a uma resposta exacerbada dos mecanismos de defesa de um individuo.

Alguns autores correlacionam a espessura do epitélio com a intensidade inflamatdria
da lesao (MOREIRA et al., 2000; SUSUKI et al., 2001). Segundo estes autores o estimulo
inflamatorio proporcionado, principalmente pelos fatores de crescimento e citocinas, estimula
a proliferagdo epitelial. Suzuki et al (2001) encontraram uma correlacdo direta
estatisticamente significante entre a densidade de marcagdo para o CDla e o potencial
proliferativo epitelial em Cistos Radiculares, Cistos Residuais e Granuloma epitelizado.

Identificamos essa relagdo entre imunomarcagao positiva e epitélio hiperplasico em 50% dos
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casos de Cistos Radiculares do nosso estudo, apesar de ndo ser estatisticamente significante.
Tal resultado pode ser explicado pela possivel involugdo das lesdes estudadas, caso o
tratamento endodontico convencional tenha sido realizado, corroborando mais uma vez com o
estudo de Ruiz (2003).

Como relatado anteriormente, alguns achados morfolégicos dos Granulomas Dentarios
e Cistos Radiculares, como cristais de colesterol e macréfagos espumosos podem influenciar
na patogénese de tais lesdes, bem como as Células de Langerhans. Por isso, tentamos aventar
possiveis relacdes entre essas células dendriticas e alguns aspectos morfologicos encontrados
em coloracdes rotineiras de H&E.

Sabendo que os macrofagos espumosos foram mais encontrados em lesdes com
infiltrado inflamatério moderado a intenso, € que existe uma possivel relagdo direta entre
Células de Langerhans e inflamag@o, resolvemos pesquisar a relacdo dessas células com os
macrofagos espumosos. Das nove lesdes onde foram identificados os macréfagos espumosos,
4 (44,4%) tiveram marcagdo positiva para o CDla, com 50% de densidade discreta de
marcacdo ¢ 50% de densidade intensa. Nao encontramos correlagdo estatistica entre essas
duas células, no entanto, acreditamos que devido a pequena amostra de casos contendo
macrofagos espumosos, outros estudos devem ser desenvolvidos para elucidar tais
questionamentos.

Das lesdes positivas para os cristais de colesterol, 50% dos casos apresentaram
marcacao positiva para o CD1a, com densidade intensa de marcagao. Dessas lesoes, 50% dos
casos possuiam um infiltrado inflamatério moderado e os outros 50% um infiltrado
inflamatorio intenso.

Por fim, mediante os resultados inferidos nesse estudo, acredita-se que as Células de
Langerhans tenham influéncia na patogénese das lesdes periapicais estudadas, principalmente

nos Cistos Radiculares. Em adigdo, outros estudos envolvendo novos receptores celulares
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como aqueles identificados como Toll-like, responsaveis pelo controle e ativacdo das células
dendriticas (BARTON, MEDZHITOV, 2002; KOOP, MEDZHITOV, 2003), possam ser
estabelecidos na tentativa de se conhecer o comportamento das lesdes periapicais cronicas

frente a outros reguladores diretos da resposta imune.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

-Houve uma associagdo estatisticamente significante entre a marcacgdo positiva do CDla e o
tipo de lesdo. Esse anticorpo foi detectado em 11,1% dos Granulomas Dentarios e em 69,2%
dos Cistos Radiculares;

-No Granuloma Dentério, as imunomarcagdes para o anticorpo CDla foram encontradas no
tecido de granulacao;

-No Cisto Radicular, a imunomarcag¢ao para o anticorpo CDla foi detectada em todas as
camadas epiteliais, bem como no tecido de granulacdo e capsula. No epitélio, predominou
nas camadas intermediaria (29,6%) e basal (25,9%);

-Todas as imunomarca¢cdes no Granuloma Dentario tiveram densidade discreta,
diferentemente das imunomarcagdes dos Cistos Radiculares, onde predominaram as
densidades discreta e intensa;

-Nao foi encontrada correlag@o estatistica entre densidade de imunomarcacgdo e espessura de

epitélio;

-Nao foi identificada correlagdo estatistica entre densidade de imunomarcagdo e intensidade

inflamatoria;

-Existiu uma associagdo estatistica entre células vacuolizadas e células mucosas;

-Nao foi encontrada correlagdo estatistica entre cristais de colesterol € macroéfagos espumosos;

-Nao foi identificada correlacdo estatistica entre Corpusculo de Rhuston e células em

apoptose;

-Nao foi encontrada correlacdo estatistica entre macroéfagos espumosos, cristais de colesterol e

material exdgeno, por vezes mineralizado, para com a imunomarcagdo do CDl1a;
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-As Células de Langerhans parecem estar reduzidas em lesdes provavelmente tratadas

endodonticamente.
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APENDICE A — Formula da solu¢do de PBS

PBS

- Cloreto de Sodio (NaCl) - 8g;

- Fosfato de Sédio Bibarico (Na; HPos 7H,0) - 2,17g;
- Fosfato de Potassio (KH; Pos) — 0,2g;

- Cloreto de Potassio (KCI) — 0,2g;

- H,O destilada Becker 1000ml.

*Todas as substancias dissolvidas em agua destilada. pH ajustado em 7,4. Acondicionar a

4°C.
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APENDICE B - Questionario utilizado para a aquisi¢ao dos dados da pesquisa

NO

Lesao:
Cisto Radicular ( )
Granuloma Dentario ( )

1- Dados Clinicos

-Idade:
-Sexo.
M( )
F()

-Regiio.

Posterior superior direita (PSD)
Posterior superior esquerda (PSE)
Anterior superior (AS)

Posterior inferior direita (PID)
Posterior inferior esquerda (PIE)
Anterior inferior (Al)

2- Achados morfoldgicos H/E

-Descricao dos achados

-Material mineralizado inespecifico compativel com tratamento endodontico.

Sim ()
Nao ()

3- Achados da imuno-histoquimica

CDla

- Marcacao
Positiva ()
Negativa ()

- Densidade
Discreto ()
Moderado ( )
Intenso ()

Nao se aplica ()



- Padrao de distribuicdo da marcacao
Epitélio ( )
Camada basal ( )
Camada intermedidaria ( )
Camada superficial ( )
Tecido de granulagdo ( )
Cépsula ()
Nao se aplica ()

- Espessura do epitélio
Atrofico ()
Hiperplasico ()

Nao se aplica ()

- Infiltrado inflamatorio
Discreto ()

Moderado ( )

Intenso ()
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APENDICE C - Figuras referentes ao anticorpo CDla, forno utilizado para a recuperagio
antigénica, e acondicionamento do anticorpo

HOVOCASTRA
koL-CD1a-20
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APENDICE D — Aprovagdo do Comité de Etica



