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MARTINS, C. A. Detecg¢ao imunoistoquimica de fatores relacionados a proliferagao celular e ao
mecanismo da apoptose em cistos radiculares e dentigeros. 2009. 53f. Dissertacdo (Mestrado
em Endodontia) - Programa de Pds-graduagdo em Odontologia, Universidade Federal de Santa

Catarina, Floriandpolis.

RESUMO

Esse estudo propbs investigar os aspectos relacionados a proliferagdo celular e ao
mecanismo da apoptose no epitélio de revestimento de cistos radiculares (CRs) e dentigeros (CDs).
Seccbes seriadas de 17 cistos radiculares e nove cistos dentigeros foram preparadas para detecgao
imunoistoquimica, pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB), dos antigenos Caspase-3
(pro-apoptético), Bcl-2 (anti-apoptético) e do marcador de proliferagdo celular Ki-67. A analise e
quantificacao das reag¢des foram obtidas com auxilio do programa NIH Imaged. O marcador Caspase-
3 foi detectado principalmente nas camadas suprabasal e superficial de CRs e CDs, enquanto a
expressao de Ki-67 foi predominante na camada basal dessas les6es. Ambos marcadores tiveram
expressdo mais significativa em epitélios hiperplasicos, relacionados a um intenso infiltrado
inflamatdrio na capsula conjuntiva. A expressado de Bcl-2 foi observada exclusivamente na camada
basal do epitélio, com diminuicdo em areas associadas a infiltrado inflamatério na capsula. Nos CDs a
expressdo de Bcl-2 foi significantemente maior quando comparada aos CRs. Esses resultados
sugerem que a atividade proliferativa dos cistos é balanceada pela apoptose, agindo como um
mecanismo regulador na manutengéo da espessura do revestimento epitelial. Demonstrou-se, ainda,
que o processo inflamatério inibe a expressao de Bcl-2, sendo esse resultado mais evidente em CRs.
Os cistos dentigero e radicular apresentam mecanismos distintos de formagdo, mas possuem
comportamento biologico semelhante do revestimento epitelial diante da presenca de intenso

infiltrado inflamatdrio na capsula de tecido conjuntivo fibroso.

Palavras-chave: apoptose, imunoistoquimica, cisto radicular, cisto dentigero, proliferagao celular.



MARTINS, C. A. Immunohistochemical detection of related factors to cellular proliferation and
apoptosis mechanism in radicular and dentigerous cysts. 2009. 53f. Dissertagéo (Mestrado em
Endodontia) - Programa de Pés-graduagdo em Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina,

Florianépolis.

ABSTRACT

This study proposed to investigate the aspects related to cell proliferation and the mechanism
of apoptosis in epithelial linings of radicular cysts (RCs) and dentigerous cysts (DCs). Serial sections
of 17 RCs and nine DCs were prepared for immunohistochemical detection, by the method
streptavidin-biotin-peroxidase (LSAB), of antigens Caspase-3 (pro-apoptotic), Bcl-2 (anti-apoptotic)
and of the cell proliferation marker Ki-67. The analysis and quantification of the reactions were
obtained using the program NIH Imaged. The marker Caspase-3 was detected mainly in the
suprabasal and superficial layers of RCs and DCs, while the expression of Ki-67 was predominantly in
the basal layer of these lesions. Both markers had higher expression in hyperplasic epithelium, related
to an intense inflammatory infiltrate in conjunctive capsule. The expression of Bcl-2 was observed
exclusively in the basal layer of the epithelium, with a reduction in areas associated with inflammatory
infiltration in the capsule. The expression of Bcl-2 in DCs was significantly higher when compared to
the RCs. These results suggest that the proliferative activity of the cysts is balanced by apoptosis,
acting as a regulatory mechanism in maintaining the thickness of the lining epithelium. It was shown
also that the inflammatory process inhibits the expression of Bcl-2, this result was more evident in
RCs. The dentigerous and radicular cysts have different mechanisms of formation, but have similar
biological behavior of the epithelial lining facing the presence of intense inflammatory infiltrate in the

capsule of fibrous connective tissue.

Keywords: apoptosis, immunohistochemistry, radicular cyst, dentigerous cyst, cellular proliferation.
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INTRODUGAO GERAL

1 Consideracgdes gerais sobre os cistos odontogénicos

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as inflamagbes periapicais sao
classificadas em cinco categorias: periodontite apical aguda, periodontite apical crénica ou granuloma
apical, abscesso periapical sem fistula, abscesso periapical com fistula e cisto radicular (1). A
patogénese das periodontites apicais estd geralmente relacionada a necrose pulpar e disseminagao
dos microorganismos e seus produtos para os tecidos periapicais (2), sendo que os cistos radiculares
podem representar de 6% a 55% dessas lesdes (3, 4). Estudos recentes, baseados em critérios
histopatolégicos rigorosos e seccgbes teciduais seriadas meticulosas, tém mostrado que essa taxa
pode ser inferior a 20% (5).

A grande maioria dos cistos maxilares se origina a partir do epitélio odontogénico, sendo
entao denominados de cistos odontogénicos. Os cistos sao caracterizados por uma capsula de tecido
conjuntivo fibroso, revestida por epitélio, delimitando uma cavidade central (Apéndice C1). Essas
lesbes sdo frequentemente encontradas na clinica odontolégica e de acordo com a etiologia sédo
classificadas em cistos de desenvolvimento e inflamatdrios (6, 7). O cisto dentigero € um exemplo de
cisto de desenvolvimento, pois sua patogénese esta relacionada ao acumulo de fluido entre a coroa
dental e o epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, e secundariamente a proliferagcao epitelial
estimulada por um processo inflamatério (8, 9). Histologicamente, os cistos dentigeros sao
caracterizados por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso, frouxamente organizado, revestida por
um epitélio com poucas camadas, normalmente uma a trés, que por vezes lembra o epitélio reduzido
do 6rgao do esmalte. Quando associado a inflamagéo na cépsula, o epitélio se apresenta hiperplasico
e geralmente pavimentoso (10). Por outro lado, os cistos radiculares sdo lesdes de origem
inflamatdria, desenvolvidas a partir da necrose pulpar. Histologicamente sdo formados por uma
capsula de tecido conjuntivo fibroso denso, revestida por epitélio pavimentoso estratificado, o qual se
apresenta hiperplasiado por acantose, especialmente em areas relacionadas a maior infiltrado
inflamatério na capsula de tecido conjuntivo (10, 11).

Ha duas classes distintas de cistos radiculares, o cisto verdadeiro que possui uma cavidade
completamente fechada e circundada por epitélio, e o cisto pocket, descrito originalmente como cisto
baia, no qual o epitélio reveste uma cavidade com comunicagéo direta com o canal radicular (6, 7,
12). Até pouco tempo, o relato da incidéncia dos cistos verdadeiros entre as lesdes cisticas era
inferior a 10% 9, no entanto, recentemente tem sido demonstrado que mais da metade das lesbes
cisticas sao cistos apicais verdadeiros (5).

Muitos estudos propdem teorias para a formacao dessas lesdes. Aproximadamente de 30% a
52% das periodontites apicais contém proliferacéo epitelial (6). Durante a inflamagao periapical, os
restos epiteliais de Malassez sdo estimulados a proliferar por mediadores inflamatdérios, citocinas e
fatores de crescimento, servindo como fonte epitelial para o desenvolvimento dos cistos radiculares
(5, 11). Acredita-se, em parte, que os restos celulares epiteliais de Malassez sejam consequéncia da
apoptose incompleta da bainha epitelial de Hertwig durante a rizogénese, permanecendo quiescentes

no ligamento periodontal até o recebimento de um estimulo proliferativo (13).
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A génese do cisto verdadeiro ocorre em trés estagios. Na primeira fase, os restos epiteliais de
Malassez proliferam pela influéncia de fatores de crescimento liberados pelas células inflamatérias
residentes na lesao crénica. Na segunda fase ha a formagao de uma cavidade revestida por epitélio,
que contempla duas teorias amplamente discutidas. A teoria da deficiéncia nutricional demonstra que
as células epiteliais centrais sofrem necrose e degeneragéo por se encontrarem distantes da fonte
nutricional, atraindo neutréfilos para dentro da area necrética. Assim, microcavidades coalescem para
formar uma cavidade cistica revestida por epitélio pavimentoso estratificado, contendo restos
celulares, infiltrado de leucécitos e exsudato tecidual no seu interior (4, 6, 14, 15). Ja a teoria do
abscesso postula que o epitélio em proliferagdo circunda um abscesso formado por necrose e lise
tecidual, devido a natureza inata do epitélio de recobrir superficies de tecido conjuntivo exposto (16).
Na ultima fase ocorre o crescimento do cisto, cujo mecanismo ainda ndo estda completamente
esclarecido.

A presenca de neutréfilos no lumen do cisto atrai mediadores inflamatérios, como as
prostaglandinas (PG), enquanto linfécitos-T localizados na capsula produzem citocinas pro-
inflamatdrias. As prostaglandinas e as citocinas pro-inflamatérias ativam osteoclastos, resultando na
reabsor¢cédo da matriz dssea (5). A presenga de moléculas efetoras como metaloproteinases (MMPs 1,
2 e 9) promove o estimulo para a reabsorgdo d6ssea e consequentemente a manutengdo do
crescimento da leséo (17).

O cisto pocket provavelmente se forma pelo acumulo de neutréfilos ao redor do forame apical
em resposta a presenca bacteriana no ter¢o apical do canal radicular. Os micro-abscessos formados
sdo entado revestidos pelo epitélio proliferado, formando um cordao epitelial em contato com o apice
radicular. A presenca de microorganismos e seus produtos no canal radicular atraem mais leucdcitos
polimorfonucleares por quimiotaxia para dentro da cavidade cistica, que se expande em associagao a
reabsorcao ossea periférica (5, 6, 16).

A presenga de uma lesdo cistica periapical, acumulo de cristais de colesterol e
microorganismos sao citados como fatores que comprometem o resultado do tratamento endodéntico
(18). Lesdes periapicais extensas podem nao reparar, e a cirurgia periapical ou até mesmo a extragao
do dente envolvido podem ser necessarias para permitir o reparo da lesédo. A intervengéo cirurgica é
recomendada apenas se, ao final de um tempo de dois anos de controle clinico-radiografico, os
resultados demonstrarem insucesso do tratamento conservador, seja pela presengca de sinais
radiograficos como aumento da lesdo, ou ainda pela presenca de sintomatologia e sinais clinicos (18).
Dentre as terapias cirurgicas para tratamento de lesbes cisticas extensas, a marsupializagdo é a
menos invasiva, apesar de apresentar algumas desvantagens como o uso de drenos por longo
periodo de tempo e a dificuldade de higiene da cavidade cirurgica (19).

Mesmo diante da insisténcia de muitos profissionais pela escolha da terapia cirurgica, muitos
estudos tém relatado taxas significativas de reparo de lesbes compativeis radiograficamente com
cistos radiculares apos o tratamento endodéntico, com indices de cura que variam de 80% a 95% (3,
11,12, 19 - 21).
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2 Consideragoes sobre apoptose

O termo apoptose foi utilizado primeiramente por Kerr, Wyllie e Currie em 1972, para
descrever um mecanismo morfologicamente distinto de morte celular, ativado normalmente durante o
desenvolvimento dos tecidos e na regulacao da homeostasia para manter populagdes celulares (22).
Esse processo de morte celular programada é fundamental durante o desenvolvimento oral, na
progressdo de doengas orais, no desenvolvimento de lesdes perirradiculares, nas reabsorgoes
fisiologica e patolégica, na resposta inflamatéria, em certos efeitos farmacolégicos e no processo de
reparo (13, 23, 24). Estudos tém demonstrado que esse mecanismo também é responsavel pela
regressdo da bainha epitelial de Hertwig, caracterizada pela fusdo do epitélio interno e externo do
orgao do esmalte e responsavel pelo estimulo aos odontoblastos durante a rizogénese. No entanto,
devido alguma sinalizagdo molecular ainda nao esclarecida, a morte celular dessas células é
incompleta, resultando nos restos celulares epiteliais de Malassez, que se comportam como células
indiferenciadas e permanecem quiescentes no espago do ligamento periodontal (4, 11).

A apoptose pode ser induzida por processos fisioldgicos (desenvolvimento normal de tecidos
e 6rgaos) e patolégicos (destruicdo de linfécitos T, radiagéo, presencga de toxinas, resposta imune de
células mediadoras, reparo cicatricial). Esse tipo de morte celular € desencadeado quando a célula
nao recebe fatores de sobrevivéncia (como fatores troficos) ou quando recebe sinais de morte, como
TNF (fator de necrose tumoral) ou Fas (sintetase de acido graxo) (9, 22, 25).

O processo de apoptose envolve varias alteragbes morfoldgicas: o tamanho da célula
diminui, as organelas ficam mais agrupadas e o citoplasma mais denso; a cromatina se condensa na
periferia da membrana nuclear, e o nucleo pode se romper em dois ou mais fragmentos; ha formagao
de bolhas citoplasmaticas que se fragmentam originando os corpos apoptéticos ligados a membrana.
Os corpos apoptéticos consistem em compostos de citoplasma e organelas bem compactados, com
ou sem a presenga de fragmentos nucleares e envolvidos por uma membrana celular intacta, e por
essa razao sao rapidamente degradados pelos lisossomos e fagocitados geralmente por macréfagos
(22 - 24). Através da microscopia Optica é possivel detectar a condensagédo nuclear e os corpos
apoptoticos em células coradas com cromdgenos como hematoxilina e eosina (HE) ou azul de metil e
eosina (23, 26).

A diminuicdo do tamanho da célula € uma das caracteristicas mais relevantes das alteragbes
morfolégicas. A agua é o responsavel primario pelo volume celular, que é controlado por alteragdes
em particulas osmoticamente ativas, como os ions sédio (Na*), potassio (K*) e cloro (CI). A deficiéncia
do funcionamento da bomba de soédio e potassio através de eventos moleculares ainda ndo bem
esclarecidos, resulta na retragéo celular e participa do controle dos eventos de sinalizagdo do inicio
da apoptose (23, 24).

O DNA nas células apoptéticas apresenta uma decomposigéo caracteristica de 50 a 300
quilobases. Posteriormente, endonucleases dependentes de célcio (Ca®') e (Mg?') promovem a
clivagem internucleossomal do DNA em oligonucleossomos, em multiplos de 180 a 200 pares de
bases. Porém, a degradagdo do DNA também ¢é indicativa de necrose. O que difere esses dois

mecanismos de morte celular é a expressdo de fosfatidilserina nas camadas mais externas da
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membrana plasmatica de células apoptoéticas, devido a alteragdo da posicdo dos fosfolipidios da
membrana interna para externa. Tais alteragbes permitem o reconhecimento precoce das células
apoptoticas pelos macréfagos, resultando na fagocitose sem haver a liberagdo de componentes
celulares que induzem a inflamacgao (25).

As células apoptéticas apresentam muitas modificagdes bioquimicas, como por exemplo, a
hidrélise de proteinas relacionadas a ativagdo de varios membros de uma familia de citoproteases
denominadas de caspases (protease acido aspartico cisteinil) (22).

As caspases estdo presentes nas células normais como pré-enzimas inativas e sao
proteoliticamente processadas através da clivagem do acido aspartico, seja por outras proteases ou
ainda por um processo autbnomo (27). Essas caspases quando ativas clivam muitas proteinas
celulares vitais, tais como as lamininas, destruindo a estrutura nuclear e o citoesqueleto; além de
ativar as DNases responsaveis pela degradagdo do DNA nuclear (23, 26 - 29). A apoptose € induzida
por uma cascata de eventos moleculares que podem ser iniciados por estimulos externos ou internos,
convergindo na ativagdo das caspases (22, 25, 30).

A via extrinseca € iniciada pela ativagdo de receptores de morte da superficie celular que
transmitem sinais apoptéticos para o interior da célula apds sua conexdo com ligantes extracelulares
especificos. Os receptores de morte mais conhecidos sdo os receptores TNFR1 e uma proteina
denominada Fas (CD95), membros da familia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF).
Esses receptores sao essenciais para a ativagdo das caspases iniciadoras 8 e 10, que por sua vez
ativam as caspases efetoras 3, 6 e 7, resultando na apoptose (26, 30, 31).

Ja a via intrinseca resulta do aumento da permeabilidade mitocondrial e da liberagdo de
moléculas pré-apoptéticas no citoplasma através de sinais positivos e negativos. Sinais negativos
envolvem a auséncia de certos fatores de crescimento, horménios e citocinas, enquanto sinais
positivos incluem radiacdo, toxinas, hipdxia, hipertermia, infecgéo viral e radicais livres. Todos esses
fatores causam mudangas no interior da membrana mitocondrial resultando no aumento de sua
permeabilidade e a liberagcédo de proteinas pré-apoptéticas como o citocromo c. Essa proteina se liga
ao fator de ativagdo 1 da apoptose (Apaf-1) e a précaspase-9, formando o “apoptossomo”
responsavel pela ativagdo da caspase-9, que por sua vez ativa as précaspases efetoras resultando
na execugao da morte celular (23, 30).

A permeabilidade da membrana mitocondrial para o citocromo ¢ é determinada pela
proporcao relativa de mediadores pro-apoptoticos e anti-apoptéticos. Uma das principais proteinas
anti-apoptoéticas é a Bcl-2, que normalmente reside na membrana mitocondrial e no citoplasma,
agindo como um supressor da morte sem conferir vantagens proliferativas (29, 32). Essa proteina
impede a liberagdo do citocromo c, possivelmente pela formacao de heterodimeros com moléculas
pro-apoptéticas (22). Quando as células sdo privadas de sinais de sobrevivéncia ou expostas ao
estresse, elas perdem Bcl-2 da membrana mitocondrial, sendo substituida por membros pro-
apoptdticos da familia, como BAX (proteina X associada a Bcl-2) (25, 29). Quando proteinas como
BAX séao translocadas da intermembrana mitocondrial, h4 um aumento na viabilidade do citocromo ¢
para formar o apoptossomo (26). A via intrinseca também resulta na estimulacdo da morte celular

pela liberagdo de SMAC/DIABLO (ativador da caspase pela via mitocondrial/ ligagao direta do fator de
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inibicdo da apoptose com a proteina com baixo fator de inibicdo) e Omi/HTRA-2 ( requisito de alta
temperatura), apoptégenos que neutralizam a agao de fatores de inibicao da apoptose ( IAPs) (22, 26,
30).

As proteinas BAX e Bcl-2 sdao membros da familia Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2),
identificada como um oncogénico em linfomas de células B e que possui aproximadamente 30
proteinas conhecidas envolvidas na ativagcado ou inibicdo da apoptose. As proteinas anti-apoptoéticas
consistem em Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-M, Bfl-1, Brsag-1, Mcl-1, A1, E1b19k, Lmw5-HI e Bhrf-1, enquanto
que as pré-apoptoéticas sdo Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bik, Hrk, Bim e Bok (25, 30, 33).

A duragao de todo ciclo apoptético ocorre rapidamente, em questdo de duas a trés horas.
Através da histologia convencional nem sempre é facil distinguir a apoptose da necrose, além disso,
elas podem ocorrer simultaneamente dependendo de fatores como intensidade e duragdo dos
estimulos, a extensdo da queda de energia (ATP) e a viabilidade das caspases (22). Por esse motivo,
0 método imunoistoquimico vem sendo amplamente utilizado com o objetivo de melhor caracterizar
as células apoptoticas pela detecgéo de proteinas especificas dessa via de morte celular (34).

A apoptose tem sido considerada um processo irreversivel, com a ativagao das caspases
resultando na morte celular e a condensagao genética sinalizando a remogao da célula morta pelos
macrofagos. Entretanto, autores tém mostrado que a célula pode sobreviver diante de sinais
apoptéticos fracos, ou ainda por uma mutagéo genética apds a compactagao celular aumentando a
frequéncia da sobrevivéncia dessa célula. Entretanto, essa mutacdo também pode permitir a
sobrevivéncia e diferenciacado de algumas células que, por outro lado, seriam destinadas a morrer via
apoptose (22).

A ativagdo das caspases representa o papel central dos fatores bioquimicos e morfolégicos
para desencadear a apoptose. Os mecanismos moleculares de ativagdo e acao dessas proteinas nao
estdo completamente desvendados, mantendo a necessidade da continuidade das pesquisas. Essa
via de morte celular programada € um componente fisiolégico e patoldgico, portanto, quanto maior o
seu esclarecimento, mais seguras e precisas serao as estratégias e intervengodes terapéuticas.

O processo inflamatério em cistos odontogénicos esta diretamente relacionado a ativagao da
apoptose. A presenga da inflamagéo atrai para a area agredida, além de células inflamatdrias como
neutréfilos e leucdcitos, mediadores inflamatérios como prostaglandinas (PG) e interleucinas (IL-6)
que estimulam a proliferagao celular epitelial, e citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose
tumoral (TNF). Essa proliferagédo celular por sua vez estimula a apoptose, que ocorre na tentativa de
controlar a populagéo celular em proliferagao. (4, 31). Sabe-se que a apoptose participa ndo s6 da
renovagao celular do revestimento epitelial de cistos odontogénicos inflamatérios auxiliando na
manutencdo dessas lesbGes, mas também do processo de reparo apdés a remogdo dos fatores

patdégenos (22, 25).

3 Consideragoes sobre proliferagao celular

O tamanho e a atividade funcional dos tecidos ou 6rgdos dependem do balango entre a

proliferacdo e morte celular (35). O ciclo celular ¢é dividido tradicionalmente em interfase e mitose. A
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interfase é um periodo de intensa atividade relacionada com a proliferagao celular e divide-se em Gy,
S, G, e Gy. O inicio do ciclo celular corresponde a fase G4, caracterizada por um aumento da sintese
protéica e do tamanho celular, seguida da fase S, correspondente a sintese e duplicagdo do contetudo
de DNA. A fase G, fornece um intervalo de seguranga, de maneira que a célula possa assegurar uma
completa replicacdo do DNA, antes de iniciar a mitose, enquanto G, representa um estagio fisiolégico
no qual a célula pode retornar ao ciclo proliferativo, continuar viva sem divisdo ou morrer por
apoptose (36, 37).

A contagem de figuras mitéticas € o método mais tradicional para a obtengéo do indice de
proliferacéo celular, o principal problema desse método ¢é a dificuldade de reconhecimento das figuras
mitdticas com a consequiente baixa reprodutibilidade entre diferentes observadores (37). Outro
método muito utilizado para detectar e quantificar células em proliferagdo € o uso de marcadores
imunoistoquimicos, como o antigeno Ki-67.

O antigeno ki-67 € uma proteina n&o-histona com peso molecular por volta de 345 a 395 kDa,
codificado por um unico gene no cromossomo 10, fazendo parte da matriz nuclear durante a interfase
e ligando-se aos cromossomos durante a mitose (36 - 38). Histonas sdo proteinas citoplasmaticas de
vida curta que sdo superreguladas apenas durante a fase S do ciclo celular. Ja Ki-67 é produzido no
nucleo das células durante as fases G4, S, G, e M do ciclo celular, sendo ausente na fase de
descanso Gy. Por esta razdo, esse antigeno é considerado um dos marcadores mais confiaveis de
proliferagdo celular (39). Sua expressao aumenta com a progressao do ciclo celular e alcanga altos

niveis durante as fases G, e M (36, 40).

4 Consideragoes sobre métodos de quantificagdo da técnica imunoistoquimica e o programa
NIH ImageJ 1.36b (National Institutes of Health, Maryland, EUA)

O aumento da utilizagdo da imunoistoquimica (IHC) em pesquisas clinicas e de base permitiu
o desenvolvimento de técnicas para aquisicdo de informacbdes quantitativas dos niveis
imunoistoquimicos. O cromégeno diaminobenzidina (DAB), seguido da contracoloragdo por
hematoxilina, € usado frequentemente para deteccao das reagbes positivas, fornecendo uma
coloragédo castanha em um fundo tecidual azul. Visualmente, um observador pode diferenciar entre
duas cores quando a coloragdo da marcacao é forte. Entretanto, baixos niveis da coloragdo do
anticorpo podem dificultar a separagao das areas de fundo (34). Essa dificuldade permite variagbes
nos resultados dos padrbdes de imunocoloragao obtidos pelo método manual. Métodos de analise de
imagens que reduzem a dependéncia do observador podem diminuir o tempo de andlise e as
variagdes dos resultados.

Desenvolvido por Wayne Rasband do setor de servigos de pesquisas do Instituto Nacional de
Saude, Bethesda (Maryland, EUA), o software NIH Imaged pode exibir, editar, analisar, processar,
salvar e imprimir imagens em diversos formatos, incluindo TIFF, GIF, JPEG, BMP, DICOM e FITS
(41, 42).

Esse programa vem sendo amplamente utilizado em analise de imagens para quantificar as

reagdes imunoistoquimicas. A técnica é baseada na conversao das imagens em um formato que
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permite a separagao maxima dos pixels da coloragdo por DAB do fundo tecidual, permitindo a
quantificagdo dos parametros positivos através, por exemplo, da porcentagem de células coradas,
intensidade e densidade 6ptica integrada, além da contagem simples das reacdes positivas (34).

Métodos automatizados sdo sensiveis as técnicas de laboratério, requerendo a padronizagao
rigorosa dos protocolos técnicos, desde a fixagdo do material, diluigdes dos reagentes, tempo de
coloragéo etc., até a selecdo de imagens de controle apropriada e determinagéo critica dos
parédmetros que definem a positividade das reacdes (34, 43).

Antes de utilizar o programa é necessario o pré-tratamento das imagens através da
determinagdo do melhor contraste que facilite a deteccdo das marcagdes positivas e a criagdo de um
Macro. O Macro é o esquema padrao determinado pelo operador para definir as marcagdes positivas
que o programa devera reconhecer em cada imagem analisada. A partir de uma imagem controle
(caso controle positivo) cria-se uma limiarizagao (thresholding), uma selecédo de forma e intensidade
das marcagbes que devem ser reconhecidas como positivas e que € salva em formato de texto
denominado Macro (42, 43).

A utilizagdo de protocolos técnicos estandardizados para andlise de imagens, como o
software ImagedJ, garante a reprodutibilidade das condi¢des de medida e certifica o que esta sendo
realizado. Deve-se levar em consideracdo que as medigBes obtidas pelo método de contagem
manual sdo muito suscetiveis a erros e a falta de precisédo, pois se baseiam em critérios subjetivos

para as interpretagdes (43).
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5 Objetivos

Objetivo Geral
Contribuir para a caracterizagao de aspectos da proliferacédo celular e do mecanismo da apoptose no

epitélio de revestimento de cistos radiculares e dentigeros.

Objetivos Especificos

Calcular a frequéncia da expressao das proteinas Bcl-2, caspase-3 e Ki-67 nos cistos radiculares e
dentigeros;

Analisar o local da expressdo das proteinas Bcl-2, caspase-3 e Ki-67 nas diferentes camadas
epiteliais: basal, suprabasal e superficial nos cistos radiculares e dentigeros;

Avaliar a associacdo da expressao das proteinas Bcl-2, caspase-3 e ki-67 nos epitélios atréficos e
hiperplasicos;

Estudar as diferengas encontradas nas expressdes das proteinas Bcl-2, caspase-3 e Ki-67 nos cistos
radiculares e dentigeros;

Correlacionar os achados desse estudo com os ja existentes na literatura.
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RESUMO

Esse estudo prop6s investigar aspectos relacionados a proliferagao e morte celular no epitélio
de cistos radiculares (CRs) e dentigeros (CDs). Secgbes seriadas de 17 CRs e nove CDs foram
preparadas para detecgdo imunoistoquimica, pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase, dos
antigenos Caspase-3, Bcl-2 e do marcador de proliferagao celular Ki-67. A Caspase-3 foi detectada
principalmente nas camadas suprabasal e superficial do epitélio de CRs e CDs, enquanto que Ki-67
foi detectado predominantemente na camada basal. Ambos marcadores tiveram expressao
significativa em epitélios hiperplasicos, relacionados a intensa inflamagdo na capsula. A
imunopositividade para Bcl-2 foi exclusiva a camada basal e foi significantemente maior em epitélio
atréfico de CDs quando comparada aos CRs. Esses resultados sugerem que a proliferagao epitelial é
balanceada pela apoptose, € que a presenga da inflamagéao inibe a expressado de Bcl-2. Os cistos
dentigero e radicular apresentam mecanismos distintos de formagdo, mas possuem comportamento

biolégico semelhante diante da presenga de intenso infiltrado inflamatério.

Palavras-chave: apoptose, cisto dentigero, cisto radicular, imunoistoquimica, proliferacao celular.
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INTRODUGAO

As periodontites apicais se originam pela colonizagdo progressiva de
microorganismos e seus produtos nos tecidos periapicais, provenientes da infec¢do e necrose pulpar
em decorréncia da carie dentaria (1, 2). Os cistos radiculares sao os mais comuns dos cistos
maxilares e representam de 6% a 55% das periodontites apicais (3). A sua formagéo € associada a
ativacao e proliferagdo dos restos epiteliais de Malassez por estimulos inflamatérios (2, 4). Outro cisto
muito frequente é o cisto dentigero, formado pelo acumulo de fluido entre a coroa de um dente
incluso e o epitélio reduzido do érgéo do esmalte (5, 6). Uma vez formados, os cistos podem crescer
por diferentes mecanismos, incluindo acumulo de fluido e proliferagdo epitelial regulada por
mecanismos moleculares (1).

Muitos profissionais optam pela remocéo cirurgica de lesbes radiograficas compativeis com
cistos radiculares (7). Contudo, estudos tém apresentado indices de sucesso entre 85%-95% de
lesbes radiograficamente compativeis com cistos radiculares que repararam apdés o tratamento
endoddntico do dente envolvido (1, 8, 9). Biologicamente ha muitas hipéteses para explicar os
mecanismos de reparo apés a terapia endoddntica. As células epiteliais do revestimento dos cistos
podem parar de proliferar, devido a redugcdo de mediadores inflamatérios, fatores de crescimento e
citocinas inflamatérias (10). Além disso, a auséncia de fatores de crescimento e/ ou a presencga de
sinais de morte induzem a apoptose, que participa do controle da sobrevida celular. A falta de fatores
ambientais favoraveis no tecido, e a presenga da apoptose inviabilizam a proliferagdo celular, e
consequentemente o crescimento da lesao (11, 12).

A apoptose € um programa intracelular altamente regulado, no qual as células destinadas a
morrer ativam enzimas que degradam seu DNA nuclear e proteinas responsaveis pela arquitetura
celular. Nesse processo, a membrana celular permanece intacta e os corpos apoptoticos, contendo
organelas densas e compactadas, com ou sem a presenca de material genético, sdo rapidamente
removidos por macréfagos ou por fagécitos ndo-profissionais. Dessa maneira, a apoptose difere da
necrose, sendo descrita como um processo de limpeza por prevenir a liberagdo do conteudo celular
téxico que desencadearia o processo inflamatério (13 - 16). As células apoptoéticas apresentam muitas
modificagdes bioquimicas, que sdo as bases das alteragdes estruturais. Um aspecto caracteristico é a
hidrélise de proteinas envolvidas na ativacdo de membros de uma familia de citoproteases,
denominadas de caspases (14, 17, 18). As caspases se dividem funcionalmente em caspases
iniciadoras e efetoras, classificadas de acordo com a ordem de ativacdo dessas enzimas durante a
apoptose. A caspase-3 é exemplo das efetoras e sua expressdo € considerada essencial para a
ativagao do processo (17 - 19).

O inicio da apoptose ocorre principalmente através de duas vias, a extrinseca ou via de
receptor de morte e a intrinseca ou mitocondrial, que convergem para ativar as caspases (18, 20). A
via extrinseca ¢é iniciada pela ativagcao de receptores de morte celular como TNFR1 e a proteina Fas,
membros da familia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF) (13, 21). J& a via intrinseca é
resultado do aumento da permeabilidade mitocondrial e da liberagdo de moléculas pré-apoptéticas no

citoplasma, como o citocromo c. Fatores de crescimento e outros sinais de sobrevivéncia estimulam a
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producdo de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2). Essa familia é
constituida por um grupo de mais de 20 proteinas, cuja fungéo é regular a apoptose (19, 21). A Bcl-2
€ uma das principais proteinas antiapoptoticas, normalmente localizada na membrana mitocondrial e
no citoplasma favorecendo a sobrevida celular (16). Quando ativada impede a liberagédo do citocromo
¢ prolongando a sobrevida celular sem conferir vantagens proliferativas (14, 22).

Na literatura indexada ndo ha conhecimento de estudos comparando os mecanismos
biolégicos da formacao, crescimento e regressao dos cistos radiculares e cistos dentigeros, nos quais
a proliferagao celular e a apoptose estdo diretamente envolvidas. Os trabalhos existentes afirmam
que a apoptose participa do controle da populagdo das células epiteliais, mas tem sido pouco
estudada a relagado desse mecanismo com as distintas camadas celulares do epitélio de revestimento
dos cistos e o estado funcional dos mesmos. Além disso, os relatos de altos indices de reparo de
lesbes compativeis com cistos radiculares através da terapia endoddntica abordam as caracteristicas
clinico-radiograficas, mas sem considerar os aspectos bioldgicos que sdo ainda mais complexos e
relevantes.

O objetivo desse estudo foi contribuir para a caracterizacdo de fatores relacionados a
proliferagcdo e morte celular no epitélio de revestimento de cistos radiculares e dentigeros em distintos
estados funcionais, por meio da detec¢do imunoistoquimica das proteinas relacionadas a apoptose,

Bcl-2 e caspase-3, e do marcador de proliferagao celular Ki-67.
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MATERIAIS E METODOS

1 Selegdo dos casos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da UFSC,
sob protocolo 017/09 FR 241392.

Foram pré-selecionados 20 casos de cistos radiculares e 20 de cistos dentigeros
provenientes dos arquivos do Laboratério de Patologia Bucal (LPB) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), referentes aos exames histopatoldgicos rotineiros realizados entre o periodo de
2006-2009, em pacientes com idade minima de 18 anos. Todos os casos ja haviam sido fixados em
formol e incluidos em parafina, e apresentavam no minimo uma seccdo montada em lamina
histolégica corada em hematoxilina e eosina (HE). Apos serem informados sobre a pesquisa os
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Como critérios de inclusdo consideraram-se, além da assinatura do termo de consentimento
pelo paciente, o bom estado de conservagao dos blocos e a presenga de epitélio de revestimento na
analise microscopica das laminas coradas em HE (aumento de 10X), em pelo menos 3/4 da lesdo. Ao

final, obteve-se uma amostra de 17 cistos radiculares e nove cistos dentigeros.

2 Reagao imunoistoquimica

Para todos os anticorpos utilizados nesse estudo, os espécimes foram submetidos a técnica
imunoistoquimica pelo método enzimatico estreptavidina-biotina (LSAB). Os procedimentos técnicos
foram realizados no Servico de Anatomia Patoldgica (SAP) do Hospital Universitario (HU) da UFSC,
seguindo o protocolo padronizado pelo mesmo.

Cortes teciduais seriados de 3um de espessura, montados sobre laminas preparadas com
solugdo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene; Sigma-Aldrich, S&do Paulo, SP, Brasil) a 5% em
acetona, foram desparafinizados em xilol e hidratados com passagens sucessivas em solugdes
decrescentes de etanol.

Previamente a incubacao com os soros primarios, as laminas foram incubadas em solugao de
peroxido de hidrogénio a 3,0% por 20 minutos para bloqueio da atividade enddgena da peroxidase.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em agua destilada e imersas em solugdo tampéao citrato
0,01M em pH 6,0 (MERK, Sao Paulo/SP, Brasil) por 45 minutos em banho-maria a temperatura de
95-98°C com o objetivo de reativar os sitios antigénicos. Apds lavagem em agua destilada, as laminas
foram imersas em solugéo salina tampéao fosfato (PBS) 10mM, pH 7,2-7,4 (SIGMA CHEMICAL CO,
St. Louis, MO, USA).

Foram utilizados anticorpos de rato anti-humano para detecgédo dos antigenos Bcl-2, Ki-67 e
caspase-3 (Tabela 1), utilizando-se um corte tecidual para cada reagdo. A incubagao primaria foi
obtida adicionando a solugéo de anticorpos, diluida segundo as orientagdes do fabricante, sobre os
cortes teciduais e as laminas foram mantidas em camara umida entre 2-8°C por 12 horas. Apds esse

periodo foi realizada dupla lavagem dos cortes em tamp&o PBS por 5 minutos cada, a temperatura
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ambiente, seguida da incubagcdo com anticorpo secundario anti-IgG biotinilado conjugado com um
polimero de peroxidase (EN VISION PLUS, Dako Cytomation, Dinamarca) pronto para uso, durante
uma hora em camara Uumida a temperatura ambiente. Passado o periodo de incubagéo, as amostras
foram lavadas por duas vezes em PBS por 5 minutos cada a temperatura ambiente.

Para detecgdo da reagéo imunoistoquimica, as amostras foram cobertas por 3-5 minutos com
solugdo cromdgena contendo 0,03% de 3,3’-diaminobenzindina (DAB) previamente diluida em
tampdo imidazol pH 7,2 e peroxido de hidrogénio a 0,3% (Dako, Glostrup, Dinamarca). A
contracoloracéao foi obtida pela imersao das laminas em hematoxilina de Harris.

Por fim, foram realizados os processos de desidratacdo em etanol, diafanizagdo em xilol e
montagem definitiva com ENTELLAN® (MERCK, Darmstadt, Germany). O controle negativo para
cada caso foi obtido pela abolicdo do anticorpo primario nas reagdes e para controle positivo foi
utilizado um caso de linfonodo. O resultado positivo foi observado pela presenca de coloragado

castanha no local da marcacgao pelos anticorpos.

3 Andlise imunoistoquimica

As laminas foram examinadas em microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) com camera digital (Cannon A620) acoplada, em uma magnitude final de 400X. A
imunopositividade para Ki-67, caracterizada pela coloragao castanha do nucleo, foi obtida pela média
da porcentagem de células coradas por campo analisado. Para cada caso foram contadas pelo
menos 1000 células epiteliais em até 10 campos microscépicos consecutivos. Para Bcl-2 e Caspase-
3, caracterizados pela marcagéo citoplasmatica, foi obtida a média da porcentagem de area marcada
(pixels positivos) em relagdo a éarea total do epitélio em cada campo (pixels totais). Todas as
contagens foram obtidas com auxilio do software NIH Imaged 1.36b (National Institutes of Health,
Maryland, EUA) (23 - 26).

A andlise qualitativa dos marcadores foi realizada a fim de caracterizar o local de marcagao
de cada anticorpo em relagdo as camadas constituintes do epitélio de revestimento: basal, suprabasal
e superficial. Seguindo os critérios de Kichi et al. (2005), considerou-se camada basal (subentende-
se camadas basal e parabasal) aquela de uma a trés camadas de células cuboidais ou colunares
adjacentes ao tecido conjuntivo fibroso ou membrana basal; camada suprabasal identificada por
células relativamente grandes, circulares ou poligonais, entre a camada basal e superficial; e camada
superficial contendo células basicamente achatadas adjacente a cavidade cistica (22).

Além disso, analisou-se a relacdo entre o estado funcional do epitélio e os achados
imunoistoquimicos dos anticorpos testados. Considerou-se atréfico aquele epitélio pavimentoso
estratificado fino e regular, com até 10 camadas de células, com leve a moderado infiltrado
inflamatério na capsula de tecido conjuntivo; e epitélio hiperplasico aquele irregular, com epitélio
ondulante de espessura variada, e com severo infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo fibroso
adjacente (12, 27).
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4 Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelo software EstatsDirect (EstatsDirect Ltd, Chechire, Reino
Unido).

As diferengas das frequéncias de Caspase-3, Ki-67 e Bcl-2 entre os CRs e CDs foram
analisadas utilizando o teste t de Student, confirmado pelo teste de Mann-Whitney para resultados
nao significativos. A relacdo entre o estado funcional do epitélio e a expressdo dos marcadores
testados foi analisada pelo teste Qui-quadrado (y?).

Os resultados foram expressos como média da porcentagem de células coradas/ area corada
* o0s desvios padrao da média (DPM). Considerou-se valor de P < 0,05 para dados com significancia

estatistica.
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RESULTADOS

Histopatologia geral

O revestimento epitelial de CRs e CDs revelou varios graus de espessura. Todas as lesbes
mostraram intensidade variada de infiltrado inflamatdrio na cépsula de tecido conjuntivo fibroso e, em
algumas lesdes, foram observadas células inflamatérias infiltradas nos componentes epiteliais (Figura
1). Os CRs apresentaram maior infiltrado inflamatério que os CDs.

Na maioria dos campos analisados dos CRs foram observadas camadas bem definidas do
epitélio pavimentoso estratificado, sendo que o nimero de células da camada superficial foi menor
em relagdo ao das camadas suprabasal e basal. A camada basal consistiu-se basicamente de
células colunares, enquanto a camada intermediaria foi formada por células poligonais relativamente
grandes. Nos CDs, pbde-se observar menor numero de células na camada superficial, € maior
dificuldade para discriminar células da camada basal e suprabasal, devido a fina espessura do

epitélio.

Achados imunoistoquimicos no epitélio de revestimento de cistos radiculares (CRs) e cistos
dentigeros (CDs) (Tabela 2)

Bcl-2

A expressao de Bcl-2 foi predominante na camada basal de todas as lesdes e foi menor ou
ausente na presencga de infiltrado inflamatério intenso. A média da porcentagem de area corada para
Bcl-2 foi de 0,30% em CRs (Figuras 2A e 2D) e de 1,96% em CDs (Figuras 3A e 3D). A expresséao de
Bcl-2 no epitélio de CDs, apesar de pequena, foi significantemente maior quando comparada ao
epitélio de CRs (teste f de Student; P = 0.04).

Caspase-3

A expressdo de Caspase-3 foi detectada em todas as camadas do epitélio, sendo mais
frequente nas camadas suprabasal e superficial do epitélio de CRs (Figuras 2B e 2E) e de CDs
(Figuras 3B e 3E). Em alguns dos campos analisados ndo houve marcagdo na camada basal. Nao
houve diferenca estatisticamente significante na positividade para Caspase-3 entre CRs (28,97%) e
CDs (29,81%) (t = 0,23; P = 0,82). Apesar disso, foi possivel observar maior expressédo desse fator

em alguns campos analisados de CRs com intenso infiltrado inflamatdrio na capsula conjuntiva.

Ki-67

Foram detectadas células imunopositivas para Ki-67 predominantemente na camada basal do
epitélio de CRs (Figuras 2C e 2F) e CDs (Figuras 3C e 3F) , e essa expressao foi maior na presencga
de intenso infiltrado inflamatério . A média da propor¢ao de células coradas foi de 8,64% em CRs e
8,34% em CDs. N&o houve diferenga estatisticamente significante na positividade para ki-67 entre
CRs e CDs (teste t de Student; P = 0,91).



30

Relagao entre o estado funcional do epitélio e os achados imunoistoquimicos em CRs e CDs

Em CRs (Figura 2), Caspase-3 e Ki-67 tiveram expressao significantemente maior no epitélio
atréfico quando comparado ao hiperplasico, enquanto que a expressao de Bcl-2, mesmo pequena, foi
significantemente maior no epitélio atréfico que naquele hiperplasico (teste Qui-quadrado; P = 0,02).
Em CDs néo houve relagao significativa entre o estado funcional do epitélio (Figura 3) e a expressao
dos fatores Caspase-3, Ki-67 e Bcl-2 (teste Qui-quadrado, P = 0,67) (Tabela 3). Também foi
observada relagéo positiva entre a presenca de intenso infiltrado inflamatério na capsula conjuntiva e
o epitélio hiperplasico, assim como a auséncia ou discreto infiltrado inflamatério associado ao epitélio

atrdfico .
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstra a ocorréncia da apoptose e da proliferagdo celular no epitélio
de cistos radiculares (CRs) e de cistos dentigeros (CDs), fenébmenos que foram observados em todas
as lesdes estudadas. Nao ha trabalhos na literatura indexada demonstrando a frequéncia de
apoptose e proliferagédo celular, pela comparagado imunoistoquimica, no comportamento biolégico de
cistos odontogénicos inflamatorios (CRs) e de desenvolvimento (CDs).

Sabe-se que o comportamento das lesdes inflamatérias depende do balango entre
proliferacdo e morte celular (28). O antigeno nuclear Ki-67 é considerado um marcador confiavel de
proliferacdo celular por estar presente em todas as fases ativas do ciclo celular (G4, S, G, e M) e
ausente em Gy (29, 30). Nesse estudo, Ki-67 foi detectado na camada basal de CRs e sua expressao
foi significantemente maior no epitélio hiperplasico em relagdo ao atréfico semelhante aos resultados
encontrados por Suzuki et al (31). As células epiteliais, mesmo em condi¢des normais, possuem a
caracteristica inata de multiplicagéo e renovacao celular (28). Os dados obtidos no presente trabalho
sugerem que o aumento da atividade proliferativa em CRs é influenciado pela presenca da
inflamagdo em diferentes intensidades na capsula de tecido conjuntivo, considerando que cistos
revestidos por epitélio hiperplasico sdo mais inflamados que aqueles revestidos por epitélio atréfico
(27, 28, 32).

Apesar do crescimento de CDs ocorrer por acumulo de fluido, a proliferacdo celular do
revestimento epitelial atua secundariamente na expansao da lesdo (5). Em nosso estudo, Ki-67 foi
detectado na camada basal de CDs e sua expresséao foi similar a detectada em CRs. Acredita-se que
a taxa relativamente alta de proliferagdo celular na camada basal de CDs seja um mecanismo
compensado pela apoptose, que ocorre nas demais camadas epiteliais, para manutencdo da
espessura do revestimento epitelial dessas lesdes (5, 22).

A apoptose depende da atividade das caspases, e a expressado de caspase-3 ou CPP32 tem
sido considerada essencial para a ativagdo da morte celular programada (13, 14, 16). Ha poucos
trabalhos relatando a expressdo de caspase-3 nas camadas do epitélio de revestimento de CRs.
Dentre todas as caspases humanas identificadas até hoje, caspase-3 é provavelmente, até o
momento, a mais indicada para fazer a correlagdo com a apoptose, por possibilitar a sua detecgao
nos estagios mais precoces (18, 33).

Embora o presente estudo tenha detectado positividade para caspase-3 em todas as
camadas do epitélio de CRs, principalmente nas camadas suprabasal e superficial, outros estudos
tém observado a expressdo dessa protease apenas na camada superficial (31). Essa divergéncia
parece ser uma conseqiéncia da dificuldade metodoldgica para detec¢cdo da apoptose. O preparo
correto dos espécimes, o uso de métodos confiaveis para quantificagdo dos resultados, bem como a
aplicagao de técnica imunoistoquimica de acordo com as orientagdes do fabricante permitem maior
fidelidade dos dados para comparagdo com outros estudos. A positividade em todas as camadas
epiteliais, com maior frequéncia nas camadas suprabasal e superficial, corroboram os resultados
obtidos por Krajewska et al. (1997), os quais demonstraram a expressao generalizada de caspase-3,

sugerindo o importante papel dessa protease na regulacédo da vida e morte celular em uma variedade
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de tipos celulares, incluindo células epiteliais (33). Em nosso trabalho a marcacao foi quantificada
pela detecgado da coloragao castanha no citoplasma das células epiteliais. Estudos de revisédo indicam
que a utilizagdo da caspase-3 em métodos imunoistoquimicos permite detectar precocemente a
apoptose, através da utilizacdo de anticorpos monoclonais com marcacao citoplasmatica (18).

Sabe-se que a apoptose ocorre como mecanismo normal da renovagao celular, inclusive no
epitélio de revestimento dos cistos (32). Em CDs, nossos resultados demonstraram que a expressao
de caspase-3 foi similar aquela encontrada em CRs, sugerindo que a apoptose participa da
manutencdo da espessura do revestimento epitelial dessas lesdes juntamente com a proliferagao
celular ja discutida previamente. Had também evidéncias de que o aumento da inflamagéo reflete no
aumento da apoptose das células epiteliais em periodontites apicais (34). Essas informacgdes
confirmam nossos achados que também demonstraram que a apoptose foi mais evidente no epitélio
hiperplasico de CRs, provavelmente como um mecanismo para regular a proliferagdo epitelial da
camada basal estimulada pela maior concentracdo de infiltrado inflamatério na cépsula de tecido
conjuntivo adjacente. Em estudo prévio, Loyola et al. (2005) utilizou 10 CRs com epitélio atréfico e 10
CRs com epitélio hiperplasico para investigar a ocorréncia da apoptose através da expressao
imunoistoquimica de Bcl-2 e obteve resultados divergentes dos apresentados no presente estudo. Os
autores encontraram que a apoptose foi mais frequente em lesdes com epitélio atréfico em relagédo
aquelas com epitélio hiperplasico, mas os resultados ndo foram significativos. A justificativa provavel
para esses achados foi 0 numero limitado de amostras, que pdde ter resultado em um erro estatistico,
inclusive na correlagao positiva encontrada entre apoptose e Bcl-2 (12).

Recentemente, tem sido mostrado que a proteina anti-apoptética Bcl-2 pode evitar o
processamento e a ativagao de caspase-3, estabilizando a conexao bioquimica entre as proteinas da
familia Bcl-2 e a familia das proteases (33). Bcl-2 age como um supressor da morte celular, mas sem
conferir propriedade proliferativa ao tecido, constituindo uma das vias mais comuns da tumorigénese
(29). A supresséao da apoptose reflete na sobrevida celular e aumenta o risco das células adquirirem
outras mudangas, como anormalidades cromossOmicas e infecgbes virais, resultando em
transformagdo maligna ou progressado tumoral (35). A superexpressao dessa proteina tem sido
relatada em muitos tumores humanos, inclusive no tumor odontogénico ceratocistico, classificado
como uma lesdo cistica tumoral devido seu comportamento bioldgico agressivo, caracterizado pela
intensa proliferagao celular e manutengao da sobrevida celular (5, 22).

Em nosso estudo, a deteccdo de Bcl-2, apesar de fraca e exclusiva a camada basal, foi
significantemente maior em CDs quando comparada aos CRs. Acredita-se que a expressao dessa
proteina seja afetada pelo processo inflamatério presente primariamente em CRs, resultando
inclusive na sua relagdo mais significativa com epitélios atréficos. Em CDs, Kichi et al. (2005)
encontrou dados semelhantes, propondo que Bcl-2 pode funcionar como um fator patégeno nessas
lesbes, afetando ndo s6 as reagbes apoptoéticas da camada basal, mas também os componentes
epiteliais da proliferacao celular (22).

A relacao entre a proliferacao epitelial e a presenga de inflamacao nos cistos radiculares é
bem estabelecida (2, 28, 32). Considerando que a privacdo de fatores de crescimento, como as

citocinas dos processos inflamatorios, estimula as células a entrar em apoptose, é esperado que a
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utilizagdo de um protocolo antimicrobiano criterioso durante o tratamento endoddntico implique no
desequilibrio entre a proliferagéo e a morte celular do revestimento epitelial dos cistos odontogénicos
inflamatérios, resultando possivelmente no reparo dos tecidos periapicais.

Em conclusdo, este estudo confirma que a apoptose ocorre naturalmente em todas as
camadas epiteliais como um mecanismo de renovagao juntamente com a proliferagao celular. Nossos
achados demonstram a relagao direta entre apoptose e proliferagao celular no controle da espessura
do revestimento epitelial de origem odontogénica, e consequentemente, na manutencao de cistos
radiculares e dentigeros. Embora nao tenha havido diferenga significativa entre as lesdes estudadas,
a apoptose e a proliferagdo celular ocorreram mais intensamente no epitélio hiperplasico de cistos
radiculares e dentigeros, relacionados a presencga de intenso infiltrado inflamatério na capsula. Além
dessa relagdo, pdde-se observar que a proteina Bcl-2 foi significativamente mais frequente na
camada basal de cistos dentigeros, principalmente em areas atroficas, justificando a inibicdo de sua

expressao diante da presenca de infiltrado inflamatério mais severo na capsula de cistos radiculares.
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e acapsula de tecido conjuntivo fibrosa
(HE, 100x); C) Maior aumento de B, trando o epitélio de tim ento pavi toso estratificado (HE, 400x); D) Cisto radicular, demonstrando epitélia
hiperplasiado por acantose, associado a intenso infiltrado inflamatério na capsula (HE, 400x); E) Cisto dentigero (HE, 100x); F) Maior aumento de E mos-
trando epitélio de revestimento aplasico (HE, 400x); G) Epitélio de revestimento de cisto dentigero, semelhante ao epitélio reduzido do érgdo do esmalte
(HE, 400x); H) Cisto dentigero, demonstrando epitélio hiperplasiado por acantose, associado a intenso infiltrado inflamatorio na capsula (HE, 400%).

Figura 1 A} Cisto radicular (HE, 50x); B) Maior aumento de A, mostrando a esp a do re ti to

—j, Ty iy f o o | SN g
Figura 2 Cisto Radicular (LSAB. 400x): A) Expresséo citoplasm dtica de Bcl-2 nas células da camada basal de epitélio atréfico; B) Expressao citoplasma-
tica de Caspase-3 nas células das das basal, suprab e superficial de epitélio atréfico; C) Expressao nuclear de Ki-67 nas células basais de epi-

télio atrofico; D) Expresséo citoplasmatica de Bcl-2 nas células da camada basal de epitélio hipemplasico; E) Expressao citoplasmatica de Caspase-3 nas
células das camadas basal, suprabasal e superficial de epitélio hipemplasico; F) Expresséo nuclear de Ki-67 nas células basais de epitélio hiperplasico.

Figura 3 Cisto Dentiger

plasmatica de Caspase-3 em epitélio atréfico; C) Expressao nuclear de Ki-67 nas células basais de epitélio atréfico; D) Expresséo citoplasmatica de
Bcl-2 nas células da camada basal de epitélio hiperplasico; E) Expressao citoplasmatica de Caspase-3 nas células das camadas basal, suprabasal
e superficial de epitélio hiperplasico; F) Expressao nuclear de Ki-67 nas células basais de epitélio hiperplasico.
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Tabela 1 Anticorpos primarios utilizados nos estudos imunoistoquimicos.

Anticorpo Primario Clonalidade Diluicdo Fonte

Caspase-3 (CPP32) Monoclonal 1: 200 Novocastra, Benton Lane, Inglaterra
Ki-67 (Clone MIB-1) Monoclonal 1: 300 Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca
Proteina Bcl-2 (Clone 124)  Policlonal 1: 200 Novocastra, Benton Lane, Inglaterra

Tabela 2 Achados imunoistoquimicos dos fatores estudados no epitélio de revestimento de cistos

radiculares (CRs) e cistos dentigeros (CDs)

Caspase-3 Ki-67 Bcl-2
CRs (n =17) 28,97 +7,54 8,64 +6,43 0,30 + 0,63
CDs (n=9) 29,81 £ 10,99 8,34 + 6,44 1,96 + 3,07*
P P =0,8205 P =0,9100 P =0,0404

Teste t de Student
Significancia estatistica: * P < 0,05
Valores expressos como média + desvio-padrao (%)

Tabela 3: Relagdo da atividade funcional do epitélio de CRs e CDs e os achados

imunoistoquimicos através do nimero de campos analisados.

CRs CDs

Caspase-3 Ki-67 Bcl-2 Caspase-3 Ki-67 Bcl-2
Atréfico 134 97 151* 82 70 85
Hiperplasico 36* 26* 19 8 5 5
Total de campos 170 123 170 90 75 90

Teste y?
Significancia estatistica: * P < 0,05
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Immunohistochemical detection of related factors to cellular proliferation and apoptosis

mechanism in radicular and dentigerous cysts.
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Abstract

This study proposed to investigate aspects of proliferation and cell death in the epithelium of radicular
(RCs) and dentigerous (DCs) cysts. Serial sections of 17 RCs and nine DCs were prepared for
immunohistochemical detection of antigens Caspase-3, Bcl-2 and cellular proliferation marker Ki-67 by
streptavidin-biotin-peroxidase assay. Caspase-3 was detected mainly in the suprabasal and superficial
epithelial cells of RCs and DCs, while Ki-67 was detected predominantly in the basal layer. Both
markers had significant expression in hyperplasic epithelium, related to the intense inflammation in the
capsule. The imunoreactivity for Bcl-2 was exclusive to basal layer and was significantly higher in
aplasic epithelium of DCs than RCs. These results suggest that epithelial proliferation is balanced by
apoptosis, and that the presence of inflammation inhibits the expression of Bcl-2. The dentigerous and
radicular cysts have different mechanisms of formation, but have similar biological behavior before the

presence of intense inflammatory infiltrate.

Keywords: apoptosis, cell proliferation, dentigerous cyst, immunohistochemistry, radicular cyst.
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Introduction

The apical periodontitis is caused by the progressive colonization of microorganisms and their
products in periapical tissues from infection and necrosis of the pulp, often due to dental caries (1, 2).
The root cysts are most common of the maxillary cysts and represent 6% to 55% of apical periodontitis
(3). Its formation is associated with activation and proliferation of epithelial rests of Malassez by
inflammatory stimulus (2, 4). Another very common cyst is the dentigerous cyst, formed by the
accumulation of fluid between the crown of an included tooth and the reduced epithelium of the
enamel organ (5, 6). Once formed, the cysts can grow by different mechanisms, including
accumulation of fluid and epithelial proliferation regulated by molecular mechanisms (1, 4).

Many professionals prefer the surgical removal of lesions radiographically compatible with
radicular cysts (7). However, studies have shown success rates between 85% - 95% of lesions
radiographically compatible with radicular cysts noticed after endodontic treatment of involved teeth (1,
8, 9). Biologically there are many hypotheses to explain the mechanisms of repair after endodontic
therapy. The epithelial cells of the lining of the cysts may stop proliferating because of reduction of
inflammatory mediators, growth factors and cytokines (10). Moreover, the absence of growth factors
and / or the presence of the death signals induce apoptosis, which participates in the control of cell
survival. The lack of favorable environmental factors in the tissue and the presence of apoptosis
prevent cell proliferation, and consequently the growth of the lesion (11, 12).

Apoptosis is a highly regulated intracellular program, in which cells destined to die activate
enzymes that degrade the nuclear DNA and proteins responsible for cell architecture. In this process,
the cell membrane remains intact and apoptotic bodies containing organelles dense and compressed,
with or without the presence of genetic material, are rapidly removed by macrophages or by non-
professional phagocytes. Thus, the apoptosis, differently from necrosis, is described as a cleaning
process by preventing the release of toxic cell contents which trigger the inflammatory process (13 -
16). The cells have many apoptotic biochemical changes, which are the basis of structural changes. A
characteristic aspect is the hydrolysis of proteins involved in activation of caspases (14, 17, 18). The
caspases are functionally divided into initiators and effector caspases, classified according to the order
of activation of these enzymes during apoptosis. The caspase-3 is an example of the effector and its
expression is critical for the activation of the process (17 - 19).

The initiation of apoptosis occurs mainly through two way, the extrinsic pathway or death
receptor and intrinsic or mitochondrial, that converge to activate the caspases (18, 20). The extrinsic
pathway is initiated by activation of death receptors on «cell as TNFR1 and
Fas protein, members of the family of receptors tumor necrosis factor (TNF) (13, 21). Already the
intrinsic pathway is the result of increased mitochondrial permeability and release of pro-apoptotic
molecules in the cytoplasm, such as cytochrome c. Growth factors and other signals
survival stimulate production of the antiapoptotic protein Bcl-2 family (B-cell lymphoma protein 2). This
family consists of a group of more than 20 proteins, whose function is to regulate apoptosis (19, 21).

The Bcl-2 is a major antiapoptotic protein, normally located in the mitochondrial membrane and in the
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cytoplasm and promoting cell survival (16). When activated prevents the release of cytochrome
¢ prolonging the survival cell without conferring proliferative advantage (14, 22).

In literature there is no knowledge of indexed studies comparing the biological mechanisms of
the formation, growth and regression of radicular and dentigerous cysts, in which cell proliferation and
apoptosis are directly involved. The claim of the existing work is that apoptosis participates in the
population control of epithelial cells, but remains unclear the relationship of this mechanism with the
different cell layers of the epithelium lining the cysts and their functional status. Furthermore, reports of
high rates of repair of lesions compatible with radicular cysts by endodontic therapy address the
clinical and radiographic features, but without considering the biological aspects that are more
complex and relevant. The aim of this study was to contribute to characterization of related factors to
proliferation and cell death in epithelial linings of radicular and dentigerous cysts in different functional
states, by means of immunohistochemical detection of related proteins to apoptosis, Bcl-2 and

caspase-3, and the cell proliferation marker Ki-67.
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Materials and Methods

Selection of cases and tissue preparation

This study was approved by the Ethics Committee in Human Research of the UFSC, protocol
017/09 FR 241392.

Were pre-selected 20 cases of radicular cysts and 20 of dentigerous cysts from bank tissue
blocks prepared by the Laboratory of Oral Pathology (LPB), Federal University of Santa Catarina
(UFSC), on routine histopathologic examination performed between the periods of 2006 - 2009, in
patients older than 18 years. All specimens were fixed in 10% buffered formalin and embedded in
paraffin wax, and had at least one blade mounted on histologic section stained by haematoxylin and
eosin (HE). As criteria for inclusion was considered the good condition of conservation of blocks and
the presence of epithelial lining of the microscopic analysis of slides stained by HE (increase of 10X)
of at least 3 / 4 of the lesion. In the end, it was obtained a sample of 17 radicular cysts and nine

dentigerous cysts.

Immunohistochemistry

For all antibodies used in this study, the specimens were submitted to immunohistochemistry
technique by the streptavidin-biotin immuno-peroxidase method (LSAB). The technical procedures
were performed in the Service of Pathological Anatomy (SAP) of University Hospital (HU) of UFSC,
following the standardized protocol for the same. Serial tissue sections from 3um thick, mounted on
slides prepared with ATPS solution of (3-aminopropyltriethoxysilene, Sigma-Aldrich, Sado Paulo, Brazil)
at 5% in acetone, were deparaffinized in xylene and hydrated in decreasing series of ethanol.

Prior to incubation with primary serum, sections were immersed in 3% hydrogen peroxide to
eliminated endogenous peroxidase activity. Subsequently, the slides were washed in distilled water
and boiled in 0.01 M citrate buffer (pH 6.0) (Merk, Sao Paulo / SP, Brazil) for 45 minutes for retrieval
antigenic. After washing in distilled water, sections were immersed in phosphate buffer saline (PBS)
10mM, pH 7,2-7,4 (Sigma Chemical CO, St. Louis, MO, USA). We used antibodies from mouse anti-
human antigens for detection of Bcl-2, Ki-67 and caspase-3 (Table 1), using a slice for each tissue
reaction. The incubation was obtained by adding the primary antibody solution, diluted according to
manufacturer's guidelines on the tissue sections and slides were kept in a moist chamber between 2-
8°C overnight. After, was done two washing in PBS for 5 minutes each at room temperature, followed
by incubation with secondary antibody biotinylated anti-IgG conjugated with a polymer of peroxidase
(EN VISION PLUS, Dako Cytomation, Denmark) ready for use , for one hour in a moist chamber at
room temperature. After the incubation period, samples were washed twice in PBS for 5 minutes each
at room temperature.

The detection of the immunohistochemical reaction was achieved by immersing the samples
for 3-5 minutes in chromogen solution containing 0.03% of 3,3 "-diaminobenzindina (DAB) previously
diluted in imidazole buffer pH 7.2 and hydrogen peroxide to 0.3 % (Dako, Glostrup, Denmarck). The
counterstained was obtained by immersing the slides in Harris’s haematoxylin. Finally, the sections

were dehydrated in crescent series of ethanol, cleared in xylene, and mounted in Entellan ® (Merck,
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Darmstadt, Germany). The negative control for each case was obtained by omission of the primary
antibody reactions and for positive control was used a case of lymphnode. The positive result was

observed by the presence of brown staining marking the site of the antibodies.

Analysis immunohistochemistry

The slides were examined with a light microscope (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) with digital camera (Cannon A620) added in a final magnitude of 400X. The imunoreactivity
for Ki-67, characterized by the brown coloration of nucleus, was defined as the mean ratio of positive
cells among 1000 epithelial cells in up to 10 randomly consecutive microscopic fields. For Bcl-2 and
Caspase-3, characterized by cytoplasmic marker, was obtained the average percentage of the marked
area (positive pixels) in relation to the total area of epithelium in each field (total pixels). All counts
were obtained using NIH ImageJ 1.36b software (National Institutes of Health, Maryland, USA) (23 -
26).

The qualitative analysis of the markers was performed to characterize the site of labeling of
each antibody on the constituent layers of epithelium: basal, suprabasal and superficial. Following the
criteria of Kichi et al. (2005), it was basal layer (it is understood parabasal and basal layers) of one to
three layers of cuboids or columnar cells adjacent to the fibrous connective tissue or basement
membrane; suprabasal layer identified by cells relatively large, circular or polygonal, between the
basal layer and superficial, and surface layer containing cells basically flat adjacent to the cystic cavity
(22). In addition, was examined the relationship between the functional status of the epithelium and
immunohistochemical findings of the antibodies tested. It was considered atrophic that stratified
squamous epithelium and thin, regular, with up to 10 layers of cells, usually with mild to moderate
inflammatory infiltrate in the capsule of connective tissue, and hyperplastic epithelium that irregular,
undulating, of variable thickness and with severe inflammatory infiltrate in the adjacent fibrous

connective tissue (12, 27).

Analysis statistics

The data were analyzed by software EstatsDirect (EstatsDirect Ltd, Chechire, UK). The
differences in percentages of positive cases for Caspase-3, Ki-67 and Bcl-2, between the RCs and
DCs, was determined by Student f test, confirmed by Mann-Whitney test for non-significant results,
while the relationship between the functional status of the epithelium and the expression of the tested
markers was analyzed by Chi-square (x?). The results were expressed as mean percentage of stained
cells / stained area + standard deviation of the mean (SDM). P values less than 0.05 was considered

to indicate statistical significance.
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Results

Histopathology general

The epithelial lining of RCs and DCs showed various degrees of thickness. All lesions showed varying
intensity of inflammatory infiltrate in the capsule of fibrous connective tissue and in some lesions,
inflammatory cells were infiltrated in epithelial components (Figure 1). The RCs showed greater
inflammatory infiltrate than DCs. In RCs, the most fields examined showed layers well defined of
stratified pavement epithelium, and the number of cells in the surface layer was lower on the basal and
suprabasal layers. The basal layer was mainly consisted of columnar cells, while the intermediate
layer was formed by relatively large polygonal cells. In DCs, it was observed lower number of cells in
the surface layer, and more difficult to discriminate cells of the basal layer and suprabasal due to thin

thickness of the epithelium.

Immunohistochemical findings in the epithelium lining of radicular cysts (RCs) and dentigerous cysts
(DCs) (Table 2)

Bcl-2

The immunoreactivity for Bcl-2 was predominant in the basal layer of all lesions analyzed and was
lower or absent in the presence of intense inflammatory infiltrate. The average percentage of area
stained for Bcl-2 was 0.30% in RCs (Figures 2A and 2D) and 1.96% in DCs (Figures 3A and 3D). The
expression of Bcl-2 in the epithelium of DCs, although small, was significantly higher when compared
to the epithelium of RCs (Student t test, P = 0.04).

Caspase-3

The expression of Caspase-3 was detected in all layers of the epithelium, but was more frequent in the
suprabasal and superficial layers of the epithelium of RCs (Figures 2B and 2E) and DCs (Figures 3B
and 3E). In some fields examined were not observed marking in the basal layer. There was no
statistical significantly difference in positivity to Caspase-3 between RCs (28.97%) and DCs (29.81%)
(t = 0.23, P = 0.82). Nevertheless, it was possible to observe increased expression of this factor in

some fields of RCs with intense inflammatory infiltrate in conjunctiva capsule.

Ki-67

Immunoreactivity for Ki-67 was detected predominantly in nucleus of epithelial cells of the basal layer
of RCs (Figures 2C and 2F) and DCs (Figures 3C and 3F), and its expression was higher in the
presence of intense inflammatory infiltrate. The average proportion of stained cells was 8.64% in RCs
and 8.34% in DCs. There was not statistically significant differences in positivity for Ki-67 between
RCs and DCs (Student t test, P = 0.91).
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Relationship between the functional status of the epithelium and immunohistochemical findings in the
RCs and DCs

In RCs (Figure 2), Caspase-3 and Ki-67 expression were significantly higher in atrophic epithelium
than hyperplastic, whereas the expression of Bcl-2, even small, was significantly higher in atrophic
than hyperplastic epithelium (Chi -square, P = 0.02). In DCs there was not significant relationship
between the functional status of the epithelium (Figure 3) and the expression of factors Bcl-2,
Caspase-3 and Ki-67 (Chi-square test, P = 0.67). There was positive relationship between the
presence of intense inflammatory infiltrate in the conjunctiva capsule and the hyperplastic epithelium,

and absent or mild inflammatory infiltrate associated with epithelial atrophic (Figure 1).
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Discussion

This study demonstrated the occurrence of apoptosis and cell proliferation in the epithelium of
radicular cysts (RCs) and dentigerous cysts (DCs), phenomena that were observed in all lesions
studied. There is no work in the indexed literature showing the frequency of apoptosis and cell
proliferation, by immunohistochemical comparison, related with the biological behavior in inflammatory
(RCs) and development (DCs) odontogenic cysts.

It is known that the behavior of inflammatory lesions depends of the balance between cell
proliferation and death (28). The nuclear antigen Ki-67 is considered a reliable marker of cell
proliferation, which is present in all active phases of the cell cycle (G1, S, G2 and M) and absent in GO
(29, 30). In this study, Ki-67 was detected in the basal layer of RCs and its expression was
significantly higher in hyperplasic epithelium in relation to aplasic, similar to results found by Suzuki et
al (31). The data obtained in this study suggest that the increased proliferative activity in RCs is
influenced by the presence of inflammation in different intensities in the capsule of connective tissue,
whereas cysts lined by hyperplasic epithelium are more inflamed than those covered by aplasic
epithelium (27, 28, 32).

Despite the growth of DCs occurs by accumulation of fluid between the crown of unerupted or
impacted teeth and remaining of reduced enamel epithelium, the cell proliferation of the epithelial
lining acts secondarily in the expansion of the lesion (5). In our study, Ki-67 was detected in the basal
layer of DCs and their expression was similar to that found in RCs. It is believed that the relatively high
rate of cell proliferation in the basal layer of DCs is a mechanism compensated by apoptosis, which
occurs in other epithelial layers, to maintain the thickness of the epithelial lining of these lesions (5,
22).

The apoptosis depends of caspase’s activity and the expression of caspase-3 or CPP32 has
been considered essential for the activation of programmed cell death (14, 16). There are few studies
reporting the expression of caspase-3 in the epithelial layers of the RCs. Among all human caspases
identified to date, caspase-3 is probably so far, the best way to make the correlation with apoptosis, by
enabling its detection in early stages (18, 33).

Although this study has found positivity for caspase-3 in all layers of the epithelium of RCs,
mainly in the suprabasal and superficial layers, other studies have observed its expression only in the
surface layer (31). This difference seems to be a consequence of methodological difficulties to detect
apoptosis. The correct preparation of the specimens, the use of reliable methods for quantification of
results and the application of immunohistochemistry technique in accordance with the guidelines of the
manufacturer provide greater fidelity of the data for comparison with other studies. The positivity in all
epithelial layers, with greater frequency in the suprabasal and superficial layers, corroborate the
results obtained by Krajewska et al. (1997), which demonstrated the widespread expression of
caspase-3, suggesting the important role of this protease in the regulation of life and cell death in a
variety of cell types, including epithelial cells (33). In our work the marking was measured by detecting

the color brown in the cytoplasm of epithelial cells. Review of studies indicate that the use of caspase-
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3 in immunohistochemical methods provide to detect the early apoptosis, through the use of
monoclonal antibodies with cytoplasmic marker (18).

It is known that apoptosis occurs as a normal mechanism of cell renewal, including the
epithelium lining of the cysts (32). In DCs, our results showed that the expression of caspase-3 was
similar to that found in RCs, suggesting that apoptosis participates in the maintenance of the thickness
of the epithelial lining of these lesions along with the cell proliferation, which was discussed previously.
There is also evidence that increased inflammation reflected in increased apoptosis of epithelial cells
in apical periodontitis (34). This information confirms our findings that also showed apoptosis was
more evident in the epithelium of hyperplasic RCs, probably as a mechanism to regulate the epithelial
proliferation of basal layer stimulated by the increased concentration of inflammatory infiltrate in the
adjacent connective tissue capsule. In a previous study, Loyola et al. (2005) used 10 RCs with
atrophic epithelium and 10 RCs with hyperplastic epithelium to investigate the occurrence of apoptosis
by immunohistochemical expression of Bcl-2 and obtained results different from those presented in
this study. The authors found that apoptosis was more frequent in lesions with atrophic epithelium in
relation to those with hyperplastic epithelium, but the results were not significant. The likely
explanation for these findings was the limited number of samples, which could have resulted in a
statistical error, including the positive correlation found between apoptosis and Bcl-2 (12).

Recently, it has been shown that the anti-apoptotic protein Bcl-2 may prevent processing and
activation of caspase-3, stabilizing the biochemical connection between the Bcl-2 family and the family
of proteases (33). Bcl-2 acts as a suppressor of cell death, but without giving the property proliferative
tissue, is one of the most common means of tumorigenesis (29). The suppression of apoptosis
reflected in cell survival and increases the risks of the cells acquire other changes such as
chromosomal abnormalities and viral infections, resulting in malignant transformation or tumor
progression (35). The overexpression of this protein has been reported in many human cancers,
including in keratocystic odontogenic tumor, classified as a tumor because its aggressive biological
behavior, characterized by intense cell proliferation and maintenance of cell survival (5, 22).

In our study, the detection of Bcl-2, despite the weak and only in the basal layer, was
significantly higher in DCs than RCs. It is believed that the expression of this protein is affected by this
inflammatory process primarily in RCs, resulting in their relationship even more significant with aplasic
epithelium. In DCs, Kichi et al. (2005) found similar data, suggesting that Bcl-2 can function as a factor
pathogen in these injuries, affecting not only the apoptotic reactions of basal layer, but also the
epithelial components of cell proliferation (22).

The relationship between epithelial proliferation and the presence of inflammation in radicular
cysts is well established (8, 28, 32). Whereas deprivation of growth factors, as cytokines from
inflammatory processes, stimulates cells to enter apoptosis, it is expected that the use of a rigorous
antimicrobial protocol for endodontic treatment influences at the balance between proliferation and cell
death of the epithelial lining of inflammatory odontogenic cyst, possibly resulting in the repair of
periapical tissues.

In conclusion, this study confirmed that apoptosis occurs naturally in all epithelial layers as a

mechanism for renewal along with cell proliferation. Our findings demonstrated the direct relationship
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between apoptosis and cell proliferation in the control of the thickness of the epithelial lining of
odontogenic origin, and therefore in maintenance of radicular and dentigerous cysts. Although there
was no significant difference between the lesions studied, the apoptosis and cell proliferation occurred
more intensely in hyperplasic epithelium of radicular and dentigerous cysts, related to the presence of
intense inflammatory infiltrate in the capsule. In addition to this relationship, it was observed that the
protein Bcl-2 was significantly more frequent in the basal layer of dentigerous cysts, especially in
atrophic areas, justifying the inhibition of expression before the presence of more severe inflammatory

infiltrate in the capsule of radicular cysts.
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Figura 1 A) Radicular cyst (HE, 50X); B) Higher magnification of A, showing thickness of the epithelial lining and the fibrous connective tissue of capsule
(HE, 100X); C) Higher magnification of B showing the stratified squamous epithelium (HE, 400X); D) Radicular cyst, showing hyperplasic epithelium by
acanthosis, associated with intense inflammatory infiltrate in the capsule (HE, 400X); E) Dentigerous cyst (HE, 100X); F) Higher magnification of E sho-
wing atrophic epithelial lining (HE, 400X); G) Epithelial lining of dentigerous cyst, similar to reduced enamel epithelium (HE, 400X), H) Dentigerous cys!
showing hyperplasic epithelium by acanthosis, associated with intense inflamm atory infiltrate in the capsule (HE, 400X).

Figura 2 Immunohistochemical reactivity in lining epithelium of radicular cysts (RCs) (x400). Expression of Bcl-2 in the cytoplasm of basal cells in atrophic
(A) and hyperplasic (D) epithelium. Expression of Caspase-3 in the cytoplasm of basal, suprabasal and superficial cells in atrophic (B) and hyperplasic
(E) epithelium. Expression of Ki-67 in the nuclei of basal cells in atrophic (C) and hyperplasic (F) epithelium. .

atrophic (A) and hyperplasic (D) epithelium. Expression of Caspase-3 in the cytoplasm of basal, suprabasal and superficial cells in atrophic (B) and
hyperplasic (E) epithelium. Expression of Ki-67 in the nuclei of basal cells in atrophic (C) and hyperplasic (F) epithelium.
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Table 1 Primary antibodies used for immunohistochemical studies

Antigen Clonality Dilution Source
Caspase-3 (CPP32) Monoclonal  1: 200 Novocastra, Benton Lane, United Kigdom
Ki-67 (Clone MIB-1) Monoclonal  1: 300 Dako Cytomation, Glostrup, Denmark

Bcl-2 protein (Clone 124) Polyclonal 1: 200 Novocastra, Benton Lane, United Kigdonm

Table 2 Immunohistochemical findings of cell activities and related factors in lining epithelium of

radicular (RCs) and dentigerous (DCs) cysts.

Caspase-3 Ki-67 Bcl-2
RCs (n =17) 28,97 +7,54 8,64 +6,43 0,30 + 0,63
DCs (n=9) 29,81 £ 10,99 8,34 + 6,44 1,96 + 3,07*
P P =0,8205 P=0,9100 P =0,0404

Student ¢ test.
Statistical significance: * P < 0,05.
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APENDICE

APENDICE A — Metodologia Expandida

1. Preparo dos cortes histolégicos e reativagao antigénica

Os cortes teciduais de 3um de espessura foram montados sobre laminas preparadas em
solucdo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene; Sigma-Aldrich, S&do Paulo, SP, Brasil) a 5% em
acetona PA, sendo mantidos em estufa a uma temperatura de 50°C durante uma hora para fixagao
dos cortes nas laminas. Para desparafinizacdo, as laminas foram imersas em trés banhos de xilol por
cinco minutos cada e em seguida os cortes foram hidratados com passagens sucessivas em etanol
de concentracbes decrescentes (absoluto, 90%, 80% e 70%), finalizando com rapida lavagem em
agua destilada.

Para evitar o desenvolvimento de reagdes inespecificas falso-positivas, a atividade endégena
da peroxidase foi bloqueada através da imersdo em solugédo de perdxido de hidrogénio a 3,0% e
metanol absoluto (V/V), em uma passagem de 20 minutos, seguida de duas passagens em agua
destilada.

Devido a fixagdo em formol e inclusdo em parafina, os sitios de ligagdo antigeno-anticorpo
(epitopos) podem ser mascarados, sendo necessaria a recuperagdo antigénica previamente a
incubagéo do anticorpo primario. Assim, as laminas foram imersas em solu¢gdo composta por 180mL
de acido citrico 0,1M (MERK, S&o Paulo/SP, Brazil) e 820mL de citrato de sddio 0,1M (MERK, Sao
Paulo/SP, Brazil) em pH 6,0, diluida em 1:10 em agua destilada, em banho-maria entre 95-98°C por
35 minutos. Apds esse periodo, ainda como parte do processo de reativagao através do calor, as
laminas foram retiradas do banho-maria e mantidas durante 20 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz, seguida de rapida passagem em agua destilada, e imersdo em tampao salina fosfato
(PBS: NaCl 137mM, KCI 2mM e tampao fosfato 10mM, pH 7,2-7,4) (SIGMA CO., St. Louis, MO,
USA).

2. Detecgao imunoistoquimica

Foram utilizados anticorpos primarios para deteccdo dos antigenos Bcl-2, Ki-67 e caspase-3
(Tabela 1), utilizando-se um corte tecidual para cada reagédo. Os anticorpos foram preparados na
diluicdo especifica recomendada pelo fabricante em uma solugdo comercial reagente bloqueadora de
reagdo inespecifica (Liquido Dilvidol de Anticorpos, Da Vinci Green Diluent, Biocare Medical, Rio de
Janeiro/RJ, Brazil). A incubagao primaria foi obtida adicionando 200ul da solugéo de anticorpo diluido
sobre os cortes teciduais e as laminas foram mantidas em cadmara umida entre 2-8°C por 12 horas.
Apébs esse periodo realizou-se dupla lavagem dos cortes em tampao PBS por 5 minutos cada, a
temperatura ambiente, seguida da incubag&o com anticorpo secundario anti-IgG biotinilado conjugado

com um polimero de peroxidase (EN VISION PLUS, Dako Cytomation) pronto para uso, durante uma
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hora em camara umida a temperatura ambiente. Passado o periodo de incubacao, as amostras foram
lavadas por duas vezes em PBS por 5 minutos cada a temperatura ambiente.

Para detecgdo da reacdo, as amostras foram cobertas com solugdo cromégena composta por
100mL de PBS, 60mg de DAB (diaminobenzidina: 3,3",4,4 -tetraaminobiphenyltetrahydrochloride),
2mL de DMSO para solubilizar a DAB, e 60ul de peréxido de hidrogénio, por no maximo 5 minutos,
observando macroscopicamente o desenvolvimento da coloragdo. A contracoloragao foi obtida pela
imersao em solugdo aquosa de hematoxilina de Harris por um minuto, seguida da lavagem em agua
corrente até o desaparecimento da coloragdo azulada na agua. Para auxiliar na remoc¢ao do corante
em excesso, os cortes foram imersos rapidamente em solugdo aquosa de hidréxido de aménia a 1%
(dgua amoniacal) com subsequente lavagem em agua corrente.

Por fim, realizaram-se os processos de desidratagdo com passagens sucessivas em solugdes
crescentes de etanol (70%,80%,90% e absoluto), diafanizagdo com trés banhos sucessivos de xilol e
montagem em meio permanente (ENTELLAN®). O controle negativo para cada caso foi obtido pela

abolicao do anticorpo primario nas reagdes e para controle positivo foi utilizado um linfonodo.

3 Andlise das reag¢6es imunoistoquimicas

Todos os cortes foram examinados com microscéopio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany), previamente ajustado em relacdo a intensidade de luz e abertura do
diafragma, tornando-se padrao para todas as analises. Utilizando a objetiva de 40X selecionou-se 10
campos consecutivos representativos do epitélio de revestimento dos cistos que foram fotografados,
através de uma camera digital (Cannon A620) acoplada ao microscépio, e digitalizados para o
computador.

O contraste de todas as imagens foi padronizado com intensidade de 0,5% para haver a
melhor identificagcdo das células positivas, caracterizadas pela coloragdo castanha do nucleo para o
marcador Ki-67 e do citoplasma para Bcl-2 e caspase-3.

A analise quantitativa das reag¢des imunoistoquimicas foi obtida através do software de
analise e processamento de imagens NIH Imaged 1.36b (National Institutes of Health, Maryland, EUA)
(41 —-43).

Para Ki-67 o programa auxiliou na contagem de 1000 células epiteliais para cada lesdo em
até 10 campos, e posteriormente forneceu o valor em porcentagem da relagdo entre o numero de
células coradas e as células epiteliais totais.

Para Bcl-2 e Caspase-3, em virtude da marcacao citoplasmatica, optou-se pelo calculo da
area corada relativa a area total do epitélio em cada campo analisado. Para tanto, através do
programa foram testados limiares ou thresholds, padrées de marcagdo em escala de pixels, com
diferentes densidades para selecionar o melhor contraste entre as células imunopositivas e a
coloracdo de fundo. A partir do melhor limiar foi definido um modelo de imunopositividade,
denominado de Macro. Utilizando o Macro especifico para cada campo, o software forneceu a

porcentagem de area corada (pixels positivos) em relagéo a area total (pixels totais) do epitélio.
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APENDICE B - Fotomicrografias em diferentes aumentos dos cortes histolégicos de cistos

radiculares e cistos dentigeros corados em HE e pela técnica imunoistoquimica.
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APENDICE C - Figuras

C1 Constituicao histologica basica dos cistos odontogénicos (HE, 20x).
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Campus Universitario — Trindade — Florianépolis/SC — CEP 88040-370
Fone: (48) 3721-9549 — Cel: (48)84071931 — email: carolnine@yahoo.com.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado participante,

Todas as informagdes contidas neste termo foram fornecidas pela mestranda Caroline
Alberici Martins, aluna de P6s-graduacao de Odontologia, area Endodontia,

O objetivo deste documento é informar sobre o trabalho a ser realizado pela aluna Caroline,
a fim de obter uma autorizagao por escrito para a sua participagao espontanea na pesquisa.

O titulo do trabalho é “Detec¢ao imunoistoquimica de fatores relacionados a proliferagao
celular e 0 mecanismo da apoptose em cistos radiculares, residuais e dentigeros”. O(a) Sr.(a)
apresentou, no passado, um cisto, relacionado com um dente, o qual foi realizada a cirurgia para a
retirada do mesmo. Esse material, apds a cirurgia, foi enviado para o laboratério de Patologia Bucal
para que fosse dado o diagndstico definitivo. Apds o diagnoéstico, esse material ficou guardado na
UFSC. Este trabalho pretende observar novamente esse material para investigar as alteragcbées que
existem nele, a fim de entender e conhecer melhor essa doenca e, quem sabe, tentar ajudar os
préximos pacientes que tenham a mesma doenga no futuro.

Assinando este termo o(a) Sr.(a) concorda em participar do trabalho permitindo o acesso ao
material pertencente ao senhor que se encontra na UFSC.

Em nenhum momento o nome do(a) Sr.(a) sera vinculado a qualquer parte do trabalho.

Este procedimento ndo lhe causara qualquer prejuizo e apds a coleta dos dados sua
participacdo n&do sera mais necessaria. Contudo o(a) Sr.(a) tem a garantia que recebera respostas ou
esclarecimentos a todas as suas perguntas sobre os assuntos relacionados ao trabalho, por meio do
contato com o pesquisador de segunda a sexta-feira, no Laboratério de Endodontia, do CCS/UFSC,
ou nos telefones (48) 3721 9549 ou (48) 84071931 (telefone celular). A pesquisadora assume o
compromisso de proporcionar informagdes atualizadas obtidas durante o estudo.

O(a) Sr.(a) tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento, deixando de
participar do estudo, sem qualquer represalia ou prejuizo, através dos possiveis contatos escritos
acima, ou ainda pelo e-mail carolnine@yahoo.com.br .

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

T PR
portador(a) do RG:.......cccociiiiiiiiiiiiieee € CPF
concordo em participar do trabalho: "Detecg¢ao imunoistoquimica de fatores relacionados a
proliferacdo celular e o mecanismo da apoptose em cistos radiculares, residuais e dentigeros”,
bem como autorizo a utilizacdo dos dados coletados, desde que seja mantido o sigilo de minha
identificacdo, conforme normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos desta
Universidade. A minha participacao é voluntaria podendo ser cancelada a qualquer momento.

Florianépolis,...... de . de 200...

Assinatura do participante
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UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

PG Pro Reitoria de Pesquisa e Extensao
Comlte de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEPSH

Campus Prof. Jodo David Ferreira Lima - CEP 88040-900
Trindade - Floriandpolis - Santa Catarina - Brasil | www.cep.ufsc.br / +55 (48) 3721-9206

PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N° 017/2009

I - Identificacéo:

- Titulo do Projeto: Detec¢do imunoistoquimica de fatores relacionados a prolifeagdo celular e 0 mecanismo de
apoptose em cistos radiculares, residuais e dentigeros

- Pesquisador Responsavel: Profa.Dra. Elena Riet Correa Rivero

- Pesquisador Principal: Caroline Alberice Martins

- Data Coleta dados: Inicio: Margo/2009 Término previsto: Dezembro/2009

- Local onde a pesquisa sera conduzida: Servigo de Anatomia Patolégica do Hospital Universitario da UFSC

1I - Objetivos:

O objetivo deste trabalho € investigar os mecanismos de proliferagdo celular e apoptose no eptélio de
revestimento de cistos radiculares e cistos residuais por meio de detecgdo imunoistoquimica de proteinas bcl-2,
bax, caspase 3 e do marcador de proliferagdo celular Ki-67. Os resultados serdo comparados com um cisto
dentigero, um cisto odontogénico de desenvolvimento.

IIT — Comentario.

Trata-se de projeto devidamente documentado. O tema é relevante. O trabalho ¢ importante, porquanto ¢ escassa
a literatura que trata dos mecanismos biologicos responsaveis pelo desenvolvimento, crescimento e involugéo dos
cistos radiculares. Ha um bem elaborado plano para a obtengdo de consentimento livre e esclarecido. Os
principios bioéticos foram atendidos.

V —Parecer CEP:
(x) Aprovado

PARECER:
Tendo em vista o exposto, somos de parecer favoravel a aprovacio do referido projeto.

Informamos que o parecer dos relatores foi aprovado ¢m reuniio deste Comité na data de 16 de fevereiro
de 2009.

Pr W gt ﬁVI"ortela de Souza
%or do CEPSH

Fonte: CONEP/ANVS - Resolugdes 196/ 96 e 251/ 97 do CNS.
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