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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo imuno-histoquimica do marcador de
células-tronco Sox-2 em lesdes periapicais agudas e crénicas. Com essa finalidade
foram utilizados 10 espécimes de abscessos, 10 granulomas, 10 cistos periapicais, e 10
amostras (controle) de mucosa normal. As reacdes de imuno-histoquimica foram
realizadas pelo sistema streptavidina-biotina e a avaliagdo da imunomarcacéao se deu por
um sistema de graduacdo da marcacdo com 4 categorias de intensidade (0, auséncia de
marcacdo; 1, fraca; 2, moderada; 3, forte) e 6 categorias de proporcao (0, marcacao em
< 1%; 1, 1-5%; 2, 6-10%; 3, 11-25%; 4, 26-50% e 5, > 50% das células). Possiveis
diferencas na expressdo imuno-histoquimica da proteina Sox-2 entre as lesdes e o
controle foram verificadas pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (P<0.05).
Observou-se diferenca nas expressdes de Sox-2 entre 0s cistos, granulomas e abscessos
periapicais (P<0.05). Sox-2 foi significantemente mais expressa em abscessos em
comparagdo aos granulomas (P<0.05) e aos cistos (P<0.05). N&o houve relagdo entre a
expressdo de Sox-2 e o grau de inflamacdo, entretanto, foi observado um predominio
desta proteina em lesBes infiltradas por células agudas. Os resultados deste estudo
indicam uma expressdo aumentada de Sox-2 em abscessos, sugerindo que células com
caracteristicas de células-tronco pluripotentes podem estar presentes em lesdes
permeadas por células inflamatorias agudas, corroborando com a “teria do abscesso”

para formacdo dos cistos periapicais.

Palavras-chave: Periodontite apical; Abscesso periapical; Células-tronco.



1. INTRODUCAO

As periodontites apicais séo reconhecidamente o resultado da interagdo entre a
resposta imunolégica do individuo e microrganismos patogénicos oriundos do sistema
de canais radiculares. Os canais radiculares infectados sdo fontes desses
microrganismos patogénicos e mediadores inflamatorios que, ao extravasarem para o
tecido periapical, criam e sustentam uma resposta inflamatéria', podendo resultar em
uma destruicdo do osso periapical®, e o desenvolvimento de granulomas, cistos e outras
lesBes periapiais®.

Os cistos periapicais (radiculares) sdo reconhecidamente uma sequela direta da
inflamagdo periapical, sendo estes teoricamente formados por células epiteliais
remanescentes da fase de formacéo dos dentes, mais especificamente pela proliferacéo
dos remanescentes epiteliais de Malassez*. Curiosamente, nem toda periodontite apical
crénica evolui para a formacdo de um cisto periapical. Cerca de 52% de todas das
periodontites apicais apresentam localmente algum tipo de epitélio odontogénico com
capacidade proliferativa, entretanto, o cisto periapical (radicular) representa apenas 20%
das lesdes diagnosticadas nesta regido®. Apesar de ter sido aventada a relacdo da
inflamacdo/necrose pulpar com eventos inflamatorios e a formacdo de lesdes
periapicais, ndo se sabe ao certo 0s mecanismos envolvidos neste processo. Varias
células inflamatérias e células residentes na regido periapical, sob uma resposta
inflamatdria especifica, podem secretar citocinas e fatores de crescimento, tornando
plausivel postular-se que os remanescentes epiteliais da odontogénese proliferam sob o
estimulo da inflamacdo®. Contudo, muitas das teorias inflamatdrias classicas n&o
sustentam como isso de fato ocorre®, visto que varias lesdes apresentam o estimulo
inflamatdrio na presenca de remanescentes epiteliais, e mesmo assim, s6 algumas se
transformam em cistos”.

Uma das teorias para a formacdo dos cistos periapicais é baseada na agudizacdo
de lesGes periapicais de carater crénico, com consequente proliferacdo de remanescentes
epiteliais em torno de um foco inflamato6rio agudo (abscesso), ou em torno de uma area
necrotica focal resultante do insulto tecidual causado pelo abscesso. Desta forma, a
cavidade cistica seria formada e o seu crescimento dependeria de fatores osmoticos
associados a outros mecanismos inflamatérios’. Apesar de ser apenas uma teoria entre
tantas outras, em 2008, Nair et al.® realizaram um estudo experimental em modelo
animal para testar a hipotese da “teoria do abscesso”. Os autores em questdo

demonstraram nos seus experimentos que a formagdo de cistos foi induzida quando
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deflagrada uma resposta inflamatoria aguda (foco de abscesso) no tecido subcutaneo de
ratos, onde previamente foram implantados queratindcitos orais. Neste estudo, apds a
injecdo bacteriana com a espécie Fusobacterium nucleatum um foco de abscesso foi
formado e os queratindcitos orais foram estimulados, englobando o foco inflamatério e
formando uma cavidade semelhante a um cisto. Esta forte evidéncia demonstrou que as
lesGes agudas apresentam um potencial maior para formagéo dos cistos, comprovando
uma diferenca na resposta epitelial em lesdes agudas e cronicas.

Os achados citados acima fornecem alguns indicios sobre a baixa incidéncia
relativa dos cistos entre outras lesGes periapicais de cunho inflamatério. Mas nao
elucida de que forma as lesOes agudas apresentam um maior potencial de transformacao
cistica. Recentemente, um estudo conduzido pelo nosso grupo® demonstrou que lesdes
periapicais agudas apresentam uma quantidade maior de células com caracteristica de
células-tronco pluripotentes, o que poderia indicar uma plasticidade maior dessas
lesBes, e possivelmente ter efeito no epitélio odontogénico remanescente. Tal hipotese é
baseada na forte expressdo de Sox-2 encontrada em lesdes periapicais agudas no
referido estudo. Sox-2 € um marcador de células-tronco progenitoras o qual a literatura
associa a células com caracteristicas de pluripoténcia, sendo sua expressdo observada
em varios tipos de células epiteliais, incluindo o epitélio odontogénico™®.

Apesar dos resultados promissores deste estudo prévio, a referida investigacdo
ndo tinha a premissa de investigar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
lesBes periapicais primarias, sendo assumida na ocasido que seria mais relevante a
utilizacdo de uma amostra mais especifica, utilizando-se amostras de abscesso
periapical. Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar a expressdo imuno-
histoquimica do marcador de células-tronco Sox-2 em abscessos, granulomas e cistos

periapicais.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o parecer de
namero 2.472.461. Para este estudo foram selecionados 60 blocos parafinados de
espécimes de lesbes periapicais provenientes dos arquivos do Servigo de Patologia
Bucal do Centro Universitario de Anapolis. Foram incluidos no estudo espécimes
parafinados de abscessos periapicais (n= 20), granulomas periapicais (n= 20), e cisto
periapicais (n=20), com a confirmacdo clinica e histopatoldgica do diagndstico em

questdo. Adicionalmente, foram selecionadas 10 amostras de tecido normal
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representado pela mucosa adjacente a terceiros molares com indicacdo de extracéo. Para
a confirmacédo do diagndstico dos casos selecionados foram obtidos cortes histoldgicos
consecutivos de Spum de espessura, em seguida corados pelo método de hematoxilina e
eosina. Os dados clinicos quanto a vitalidade pulpar ausente e as imagens clinicas e
radiograficas foram adicionadas as caracteristicas histopatoldgicas para firmar o
diagnéstico final. Para avaliar a relacdo da inflamacéo com a presenca de células com
caracteristicas de células-tronco, a intensidade do infiltrado inflamatério presente nos
espéecimes foi estimada sob microscopio dptico de luz no aumento de 200x, conforme
protocolo descrito por Tsai, et al. (2004)'. Cada espécime foi graduado em: Grau I,
menos de 1/3 de ceélulas inflamatérias por campo analisado; Grau Il, células
inflamatorias entre 1/3 e 2/3 por campo; e Grau lll, quando a quantidade de células
inflamatdrias ultrapassava 2/3 por campo histologico. A avaliacdo do grau de
inflamacédo foi realizada em trés (3) campos de cada espécime, sendo representada a

porcao mais externa da lesdo, a intermediéria e a central.

2.1. Técnica de imuno-histoquimica

Para as reacdes de imuno-histoquimica foi utilizada a técnica da estreptavidina-
biotina e os cortes submetidos ao anticorpo monoclonal anti-Sox-2. Para realizacdo
desta metodologia foram preparados, a partir do material emblocado em parafina, cortes
de 3 pum de espessura dos espécimes teciduais. ApOS essa etapa, 0s cortes foram
desparafinados e depois reidratados em cadeia descendente de etanodis. ApoOs a
reidratacdo foi realizada a remoc¢do do pigmento formdlico através de incubagdo em
hidréxido de aménia a 10% em solucdo alcodlica (etanol 95%). A recuperagdo
antigénica se deu com por meio da imersdo dos cortes em solu¢cdo de acido citrico pH
6.0 por meia hora em banho maria. O bloqueio da peroxidase endégena dos especimes
foi efetuado por meio da imersdo das laminas, por duas vezes, em uma solugdo na
propor¢cao de 1:1 de perdxido de hidrogénio a 6% e metanol. A incubac¢do dos
anticorpos primarios, do anticorpo de liga¢do, do complexo terciario, a revelagdo com a
diaminobenzidina (Liquid DAB+, K3468, DAKO, Carpinteria, CA, USA), ¢ a contra-
coloragdo com hematoxilina de Mayer serdo realizadas automaticamente com o auxilio
do Autostainer DAKO (DAKO, Carpenteria, CA, USA). As reagbes imuno-
histoquimicas deste estudo foram realizadas utilizando-se como controles positivos

amostras teciduais de adenocarcinoma de mama, e amostras teciduais de carcinoma



adendide cistico. Como controle negativo foi realizada a omissao dos anticorpos

primarios.

2.2. Avaliacdo da expressao imuno-histoquimica

Os espécimes submetidos as reacdes de imuno-histoquimica foram avaliados por
um sistema de pontuagdo quantitativa e qualitativa. As laminas foram observadas em
microscopio optico de luz com aumento final de 200x. A avaliacdo da expressdo imuno-
histoquimica de anti-Sox-2 foi efetuada utilizando-se um sistema modificado de
graduacdo da marcacdo (Pitynski et al., 2015)*?, levando em consideragdo 4 categorias
que estimam a intensidade da marcacgéo (0, auséncia de marcacdo; 1, marcacao fraca; 2,
marcacdo moderada; 3, marcacdo forte) e 6 categorias que estimam a proporcdo de
células positivas (0, marcacdo em < 1%; 1, 1-5%; 2, 6-10%; 3, 11-25%; 4, 26-50% e 5,
> 50% das células). A expressao do marcador Sox-2 foi avaliada nos campos teciduais
de maior expressao (“hot spots”) por dois patologistas independentes (analise cega). Na
ocorréncia de discordancias entre os resultados avaliados, os casos discordantes foram
analisados novamente pelos mesmos patologistas para obtencao de um julgamento final.
A avaliacdo final da imunoexpressdo dos marcadores elencados foi determinada
multiplicando os valores de intensidade pelos valores obtidos na andlise de proporcéo
de células positivas, o que gerou um intervalo de pontuacéo de 0-15.

2.3. Analise estatistica

A andlise estatistica utilizada neste estudo foi realizada com o auxilio do
programa computacional SPSS 16 (Statistical Package for Social Sciences,
Headquarters, USA). Possiveis diferencas na expressao imuno-histoquimica da
proteinas Sox-2 nos abscessos periapicais, granulomas periapicais e mucosa normal
foram verificadas pelo teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Possiveis correlacfes
entre o tipo de leséo e grau de inflamacdo foram verificadas pelo teste de correlacéo de
Spearman. Foram considerados estatisticamente significantes resultados com valor de
P<0.05.

3. RESULTADOS
Nos especimes analisados foi observada uma discreta expressdo nuclear de Sox-2
nos remanescentes epiteliais presentes em alguns espécimes de granuloma periapical, no

revestimento epitelial dos cistos periapicais, e na parede dos espacos vasculares dos trés
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tipos de lesdo (Figura 1). A expressdo de Sox-2 também foi observada em células
inflamatorias  mononucleares, aparentemente identificadas como linfécitos e
plasmacitos, como também em células polimorfonucleares (Figura 1).

Foram observadas diferencas significantes na expressao de Sox-2 entre 0s Cistos,
granulomas e abscessos periapicais (P<0.05)(Figura 2). Sox-2 foi significantemente
mais expressa em abscessos em comparacdo aos granulomas (P<0.05) e aos cistos
(P<0.05). N&o houve relacdo entre a expressdo de Sox-2 e o grau de inflamacao,
entretanto, foi observado um predominio desta proteina em lesdes infiltradas por células

agudas.

4. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a expressdo imuno-histoquimica do marcador de
células-tronco Sox-2 em abscessos, granulomas e cistos periapicais, tendo sido
encontradas diferencas significativas na expressao desse marcador entre as lesoes
cronicas e as agudas, mais especificamente entre 0s abscessos e 0s granulomas
(P<0.05). Foi observada uma maior expressdo de Sox-2 em abscessos, sugerindo que
células com caracteristicas de células-tronco sdo mais frequentes nesse tipo de lesdo, e
que pode evidenciar a participacao das células inflamatdrias agudas na progressao de m
granuloma para um cisto. Nossa suposi¢do se baseia na conhecida plasticidade das

células Sox-2 positivas®*

, € no potencial das células inflamatérias em estimular a
proliferacdo do epitélio odontogénico®.

Os mecanismos de formacdo dos cistos periapicais tém sido amplamente
discutidos ao longo dos anos, sendo importante essa compreensdo do ponto de vista
clinico, por apresentar um potencial impacto na terapia endodéntica. Contudo, ainda
ndo se sabe como o0s remanescentes epiteliais da odontogénese sdo estimulados a
proliferar e a formar um cisto, e nem como esses cistos sdo formados a partir de um
granuloma periapical®. Dentre as varias teorias a respeito da formacéo dos cistos
periapicais, a teoria do abscesso € sustentada convincentemente por um modelo
experimental realizado em animais®. Nessa proposicao, sugere-se que a agudizacéo de
lesbes periapicais de carater cronico teriam uma capacidade maior de promover a
proliferacdo de células epiteliais no peridpice em comparacdo com lesbes
eminentemente infiltradas por células inflamatdrias cronicas. A hipotese descrita acima
teoricamente forneceria alguns indicios sobre a baixa incidéncia relativa dos cistos em

comparacao a outras lesbes periapicais de cunho inflamatorio. Contudo, esta teoria ndo
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esclarece de que forma as lesbes agudas apresentariam um maior potencial de
transformacéo cistica. Um recente estudo conduzido pelo nosso grupo demonstrou que
lesbes periapicais agudas apresentam uma quantidade maior de células com
caracteristica de células-tronco pluripotentes, sugerindo uma plasticidade maior dessas
lesGes infiltradas por células inflamatdrias agudas, o que pode ter efeito no epitélio
odontogénico remanescente na regi&o periapical®. A referida investigacdo néo tinha o
objetivo de investigar 0os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de lesGes
periapicais primarias, sendo admitida na ocasido que seria relevante a utilizacdo de uma
amostra caracteristica de lesdes agudas, mais especificamente amostras de abscesso
periapical.

Neste estudo ndo houve relagdo entre a expressdo de Sox-2 e o0 grau de
inflamacdo, entretanto, foi observado um predominio desta proteina em lesdes
infiltradas por células agudas. Dessa forma, acredita-se que em lesdes periapicais Sox-2
possa ser reativada por células inflamatérias agudas, podendo contribuir com a
proliferacdo de remanescentes epiteliais odontogénicos e consequentemente a formacéo
de cistos. Tal premissa baseia-se no fato de que Sox2 é um conhecido marcador de
células-tronco progenitoras pluripotentes, com reconhecida atividade em varios tecidos
epiteliais, incluindo o epitélio odontogénico™®. Células positivas para Sox-2 tém a
capacidade de formar o componente epitelial de um novo dente bem como atuar na
reprogramacao de fibroblastos diferenciados™*°. Todas essas evidéncias sugerem uma
relacdo do infiltrado inflamatério agudo com a presenca de células-tronco na regido
periapical. Tal relacdo é reforcada pelo fato de Sox-2 ndo ser naturalmente expresso na
bainha epitelial de Hertwig e nos remanescentes epiteliais de Malassez™. Ou seja, essas
células podem ser ativadas ou emergem na regido periapical'®*’.

Acredita-se que os resultados deste estudo trazem mais um elemento para apoiar a
teoria do abscesso, a qual explicaria o desenvolvimento dos cistos periapicais.
Entretanto, assumisse que esses resultados podem ser reforcados com a investigacao

adicional com um painel mais amplo de marcadores.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam uma expressdo aumentada de Sox-2 em
abscessos, sugerindo que celulas com caracteristicas de células-tronco pluripotentes
podem estar presentes em lesGes permeadas por células inflamatérias agudas,

corroborando com a “teoria do abscesso” para formagdo dos cistos periapicais.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Expressdo imuno-histoquimica de Sox-2. (A) Granuloma periapical; (B)

Cisto periapical; (C - D) Abscesso periapical.

Figure 2 - Expressdo de Sox-2 (valores médios) em cistos, granulomas e absecessos
(Kruskall Wallis - P<0.05)
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