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Avaliacéao do indice apoptotico em epitélio atrofico e
hiperpldasico dos cistos periapicais

Apoptotic index in periapical cysts with atrophic and hyperplastic epithelium

Luis Felipe Lukschal '| Rosana Maria Leal "

RESUMO

Obijetivos: este estudo identifica a ocorréncia de apoptose em cistos periapicais com epitélio atréfico e
hiperpldsico, faz um estudo morfolégico quantificando os indices apoptéticos e verifica diferencas quanti-
tativas entre eles. Metodologia: foram selecionadas 15 amostras de cisto periapical com a maior parte do
revestimento epitelial representado pelo epitélio atréfico e 15 amostras de cisto periapical com a maior
parte do revestimento epitelial representado pelo epitélio hiperpldsico, todas provenientes do Laboratério de
Anatomia Patolégica da Faculdade de Odontologia, da Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais.
Os blocos foram cortados em seccoes de 4um de espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE),
para realizacéo do diagndstico histopatolégico e com Metil-Green-Pironina (MGP), para a avaliacéo da
ocorréncia de células apoptéticas. Para a confirmacéo da apoptose, utilizou-se o método do TUNEL. Re-
sultados: a andlise estatistica entre o IA dos epitélios atrdfico e hiperplésico dos cistos periapicais mostrou
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre esses dois tipos de epitélio (p>0,05).

Descritores: Fisiologia celular; Morte celular; Apoptose; Doencas estomatogndticas; Doencas maxi-

lomandibulares; Cistos maxilomandibulares; Cistos odontogénicos; Cisto radicular.

ABSTRACT

Obijectives: This study describes the occurrence of apoptosis in periapical cysts with atrophic and hyper-
plastic epithelium, making a morphologic study quantifying the apoptotic indices and verifying the quan-
titative differences between them. Methodology: 15 samples of periapical cyst with most of the epithelial
lining represented by the atrophic type and 15 samples with most of the epithelium lining represented by
the hyperplastic type were selected, all originating in the Anatomical Pathology Laboratory of the Dental
School, Pontificia Universidade Catélica of Minas Gerais. The blocks were cut into 4um-thick sections and
stained with hematoxilina and eosine (HE) for performing the histopathologic diagnosis and with methyl
(MGP) for evaluation of the occurrence of apoptotic cells. For the confirmation of apoptosis the tunnel
method was used. Results: The statistical analysis comparing the atrophic and hyperplastic epithelium of
the periapical cysts showed that there were no statistically significant differences between these two types

of epthelium (p>0.05).
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Descriptors: Cell physiology, Cell death, Apoptosis, Stomatognathic diseases, Jaw diseases, Jaw cysts,

Odontogenic cysts, radicular cyst.

INTRODUCAO

A manutencéo da homeostasia tecidual nos or-
ganismos multicelulares é assegurada por diferentes
mecanismos bioldgicos regulatérios, entre eles, a
apoptose. O termo apoptose, descrito pela primeira
vez por KERR, WYLLIE & CURRIE 1, em 1972, é de
origem grega (apo=separacdo, ptosis=queda)
e significa a queda de folhas das drvores ou das
pétalas de uma flor em analogia, para representar
a morte celular fisiolégica que implica renovacéo.
2,3,4,5

A apoptose é uma forma de morte celular, que
se distingue da necrose por dois aspectos bdsicos:
primeiro, porque é um processo ativo, durante o
qual os componentes celulares se reorganizam e
se agrupam, formando, posteriormente, fragmentos
celulares envoltos por membrana (corpos apoptéti-
cos), os quais ndo sofrem autélise, mas séo fagoci-
tados por células vizinhas; o outro aspecto bdésico
é que a apoptose acomete células individualmente
ou em pequenos grupos celulares. 23

O mecanismo de apoptose é encontrada nos
processos fisiolégicos, como os que ocorrem du-
rante a morfogénese dos érgdos, tanto na vida
embriondria como apés o nascimento. Como
processo patolégico, a apoptose é observada em
lesdes induzidas por agressdo imunitaria celular,
por radiacées ionizantes ou por drogas citotdxicas
e por neoplasias malignas.® 78

Os cistos periapicais representam quase a
metade de todos os cistos relatados na literatura.
Acomete mais pessoas do género masculino, entre
a terceira e sexta década de vida, embora seja
relativamente incomum na primeira década, ainda
que cdrie e dentes sem vitalidade sejam frequentes

nesse grupo etdrio.? '° A maioria dos cistos periapi-
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cais localiza-se na maxila, regido anterior, seguido
da regiGo maxilar posterior, regiGo posterior da
mandibula e regiGo anterior inferior.!

Na literatura, os cistos periapicais sdo muito
bem reconhecidos e descritos, inclusive com re-
lagGo ao indice mitdtico, entretanto os estudos
sobre apoptose nessas lesdes sdo escassos. Por-
tanto, com este trabalho, pretendeu-se aumentar
o conhecimento sobre apoptose, analisando-se e
comparando-se o indice apoptético entre o epitélio

atréfico e hiperpldsico dessas lesées.

METODOLOGIA

Para este estudo, foram selecionadas 15
amostras de cisto periapical com a maior parte do
revestimento epitelial representado pelo epitélio
atréfico e 15 amostras de cisto periapical com a
maior parte do revestimento epitelial representado
pelo epitélio hiperpldsico, todas provenientes do
loboratério de Anatomia Patolégica da Faculdade
de Odontologia da Pontificia Universidade Catéli-
ca de Minas Gerais. O material j& se encontrava
fixado em formol a 10%, processado e incluido
em blocos de parafina. Os blocos foram cortados
em seccoes de 4um de espessura e corados com
hematoxilina e eosina (HE), para realizacéo do
diagndstico histopatolégico e com Metil-Green-
Pironina (MGP), para a avaliacdo da ocorréncia
de células apoptéticas respectivamente. Para a
confirmacé@o da apoptose, utilizou-se o método
do TUNEL. O ndmero de campo a ser contado foi
determinado pelo método descrito por SAMPAIO
12, e foram contados 6 campos para os cistos pe-
riapicais com epitélio atréfico e 8 campos para os

cistos periapicais com epitélio hiperpldsico em um
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microscépio de luz, marca Karl Zeiss utilizando-se
a objetiva de imersdo de 1000X que proporciona
uma drea total de contagem de 8.533,37 mm2. O
critério proposto por LIPPONEN & AALTOMAA 13,
para identificacdo e contagem das células e corpos
apoptéticos foi utilizado, quantificando-se as células
que apresentavam condensacéo nuclear e citoplas-
mdtica e fragmento de citoplasma contendo densa
condensacdo de cromatina. Foi realizada uma
andlise ndo paramétrica na comparacdo de dois
grupos independentes, com distribuicGo normal,
utilizando-se o teste de Mann Whitney ao nivel de

significéncia de 0,05, adotando-se recursos compu-

tacionais dos programas Excell 2007 e SPSS versao
10 para os cdlculos estatisticos a fim de testar as
hipéteses de haver ou néo diferencas significantes
entre o indice apoptético de cistos periapicais com

o epitélio atréfico e com o epitélio hiperpldsico.

RESULTADOS

Os dados relativos a sexo, & cor, & idade, &
localizacdo e ao tempo da doenca para as amos-
tras do cisto periapical com epitélio atréfico e
hiperplésico estdo representados nas Tabelas 1 e

2, respectivamente.

Tabela 1- Relacéo dos pacientes do cisto periapical com epitélio atréfico com os dados relativos ao género, & cor,

d idade, & localizagé@o e ao tempo da doenca.

Casos Género Cor Idade Localizagéo Tempo da Doenca
1 F L 37 17 INDETERMINADO
2 M L 20 28 INDETERMINADO
3 F L 43 14 INDETERMINADO
4 F F 25 36 INDETERMINADO
5 M F 34 22 4 ANOS
) M L 21 46 INDETERMINADO
7 F M 65 1Mel2 INDETERMINADO
8 M L 53 13 INDETERMINADO
9 F M 61 22 INDETERMINADO
10 M L 36 26 INDETERMINADO
11 M F 43 12e13 7 MESES
12 F L 24 16 INDETERMINADO
13 F L 42 26 2 ANOS
14 M F 24 17 INDETERMINADO
15 M L 59 34 6 ANOS

M=masculino, F=feminino, L=leucoderma, F=feoderma, M=melanoderma.
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Tabela 2- Relacdo dos pacientes do cisto periapical com epitélio hiperpldsico com os dados relativos ao género, &

cor, & idade, & localizacdo e ao tempo da doenca

Casos Género Cor Idade Localizacdo Tempo da Doenca
1 F L 16 11 5 MESES
2 F L 28 25 INDETERMINADO
3 M F 43 36 INDETERMINADO
4 F L 51 23 5 ANOS
5 M L 24 12e13 2 ANOS
6 M L 32 22 INDETERMINADO
7 F F 35 27 INDETERMINADO
8 M M 19 11el2 4 MESES
9 M M 24 12 5 ANOS
10 F L 43 12 6 ANOS
11 M M 68 42 INDETERMINADO
12 M F 57 13 INDETERMINADO
13 F F 43 26 INDETERMINADO
14 M M 22 22 INDETERMINADO
15 M M 26 11el2 8 MESES

M=masculino, F=feminino, L=leucoderma, F=feoderma, M=melanoderma.

Uma amostra de cisto periapical apresentando
os dois tipos de epitélio (atréfico e hiperpldsico),
corados em HE, utilizada para diagnéstico, pode
ser observada na Fig.1. As células do revestimento
epitelial dos cistos periapicais coradas em metil-
green-pironina (MGP) apresentaram-se de cor rosa.
As células epiteliais em apoptose mostraram-se
condensadas e com os nicleos corados mais inten-

samente e um halo claro ao redor (FIG. 2 e 3).

EPITELIOD
HIPERPLASICO

Figura 1 — Amostra de cisto periapical exibindo epité-
lio atréfico e hiperpldsico corada em HE (aumento de
100x).
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Figuras 2 e 3 — Células apoptéticas do revestimento epi-
telial dos cistos periapicais coradas em MGP (1000X).

A confirmacéo do processo de apoptose foi feita
pela técnica do TUNEL (Fig. 4).
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Figuras 4 e 5 — Marcagdo positiva dos fragmentos de DNA em células do revestimento epitelial dos cistos peria-

picais corado pelo TUNEL (400X e 1000X).

O indice apoptdtico (IA) dos cistos periapicais
com epitélio atréfico e hiperplésico, respectiva-
mente, variou de 0,07804 a 0,10032 (p > 0,05)
e de 0,07631 a 0,10862 (p > 0,05). A andlise
estatistica mostrou que né&o houve diferenca esta-
tisticamente significativa entre esses dois tipos de
epitélio (p>0,05) (GRAF. 1).

15T

ol |

14-ATROF LA-HIPER

Grdfico 1 - |A entre epitélio atréfico e hiperpldsico dos
cistos periapicais.

DISCUSSAO

A apoptose é um processo fisiolégico, que tem
como finalidade o controle da populacéo celular e
eliminagdo de células envelhecidas que perderam a
sua fungdo, que sofreram algum tipo de alteragéo
no seu genoma e em diversos processos inflama-
térios agudos ou crénicos. 2345678

Nos maxilares, as lesdes inflamatérias mais co-

mumente encontradas s@o os cistos e os granulomas
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periapicais, pois séo formados nos dpices de dentes
com polpas necréticas. Até o presente momento, os
trabalhos relacionados & apoptose nessas lesées foi
o de TAKAHASKI et al. ', avaliando apoptose em
leucédcitos no tecido conjuntivo fibroso e SUZUKI et
al. * e LOYOLA et al. '¢. Dessa forma, a apoptose
foi analisada neste estudo, particularmente nos
epitélios atréficos e hiperplésicos dos cistos peria-
picais, de forma a contribuir para o entendimento
da patogenia desta.

As seccoes coradas em HE apresentaram os
achados histoldgicos principais para o diagnéstico
dos cistos periapicais. Esses cistos séo considerados
sequelas diretas dos granulomas. A proliferacéo
dos restos epiteliais de Malassez com posterior
destruicao das células mais centrais por atividades
enzimdticas que causam alteracdes celulares morfo-
|6gicas caracteristicas de necrose com consequente
formacdo da cavidade cistica, ndo obstante, pode
ser capaz de induzir & apoptose muito mais do que
(‘] necrose. 17,18,19, 20, 21

Para a quantificagdo das células e corpos
apoptéticos, foi utilizado o critério proposto por
LIPPONEN & AALTOMAA '3, que é baseado nas
caracteristicas morfolégicas de condensacéo nu-
clear e citoplasmdtica e fragmentos de citoplasma
contendo cromatina. Nas células epiteliais do

revestimento da cavidade cistica, as alteracoes
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morfolégicas das células apoptdticas foram bem
reconhecidas em HE, entretanto se utilizou, para
a contagem das células e corpos apoptéticos, as
seccoes coradas em Metil-Green-Pironina, que é
especifica para dcidos nucleicos, pois esses corantes
ligam-se aos grupos fosféricos do DNA, tornando
as modificacées nucleares das células em apoptose
mais facilmente detectdveis. 22

Em andlise imunohistoquimica de fatores rela-
cionados & apoptose no revestimento epitelial de
cistos radiculares, SUZUKI et al. '* sugeriram que a
atividade apoptética no revestimento epitelial cistico
¢ diferente da que ocorre no epitélio normal, pro-
vavelmente relacionada ao processo inflamatério.
Demonstraram que a expressdo do p53 pode refletir
tanto no potencial proliferativo quanto na indugé@o
da apoptose nos cistos periapicais. Detectaram
também a presenca de bax e bcl-2 em células da
camada basal. Nos cistos periapicais com intenso
infiltrado inflamatério, houve maior expressdo do
bax, e, nos cistos com infiltrado inflamatério escas-
so, menor expressdo do bcl-2, sugerindo que esses
membros da familia Bcl-2 contribuem para a pro-
liferac@o e a morte celular programada no revesti-
mento epitelial das lesées inflamatérias periapicais e
que s@o afetados pelo processo inflamatério nessas
lesdes. A presenca da caspase-3 foi observada nas
células superficiais do epitélio cistico, sugerindo que
o aumento da expressdo dessas proteases reflete na
regulag@o néo sé da apoptose mas na proliferacdo
do revestimento epitelial cistico. A expressdo de Fas
e Fas-L foi baixa no epitélio dos cistos radiculares,
sugerindo pouca importancia na proliferacdo ce-
lular e na apoptose.

LOYOLA et al. ' investigaram o IA nas células
epiteliais de cistos radiculares apicais divididos em
dois grupos, de acordo com o estégio funcional:
atréficos, considerados cistos estdticos e hiperpldsi-
cos, considerados cistos ativos. Células apoptdticas
foram observadas no epitélio de todos os cistos.

Apoptose foi mais frequente nos cistos com epitélio
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atréfico do que nos cistos com epitélio hiperpldsico,
embora diferencas estatisticas ndo tenham sido
significantes.

A média do IA entre o epitélio hiperplésico e
o epitélio atréfico ndo mostrou haver diferencas
estatisticamente significativas entre esses dois tipos
de revestimento epitelial cistico, resultado seme-
lhante ao relatado por LOYOLA et al. 'é. Tal fato
demonstra que as células epiteliais sofrem o pro-
cesso de diferenciacdo e terminam por descamar
na superficie, o que, no caso dos cistos, ocorreria

dentro da cavidade destes.

CONCLUSOES

1. As células apoptéticas foram observadas
morfologicamente, no epitélio atréfico e hiperpld-
sico dos cistos periapicais.

2. Embora a apoptose tenha sido mais obser-
vada em cistos periapicais com epitélio hiperpldsico,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os IA's dos dois tipos de reves-
timento epitelial cistico. O fato de ocorrer mais
apoptose no epitélio hiperpldsico poderia estar
relacionado a um maior indice de proliferacé@o
celular e a presenca de um infilirado inflamatério
mononuclear mais intenso neste tipo de revestimen-
to epitelial.

3. No processo de formagdo da cavidade cis-
tica, a presenca de isquemia moderada induz ativa-
cbes enzimdticas que causam alteracdes celulares.
Essas sdo caracteristicas de necrose e séo possiveis
ocorrer muito mais & apoptose do que & necrose,
entretanto outros trabalhos devem ser realizados
para investigar esse fenébmeno na patogénese dos
cistos periapicais bem como no comportamento
biolégico e nas modalidades de tratamento dessas

lesdes.
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