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RESUMO: Com o objetivo de observar o padrao de distribuicdo de proteinas da membrana basal de cistos odontogéni-
cos, foi realizado um estudo imuno-histoquimico em dez espécimes de cisto radicular, dez cistos dentigeros e dez cera-
tocistos odontogénicos, por meio do uso de anticorpos antilaminina e anticolageno IV. Os resultados mostraram uma
marcacao linear fraca e descontinua nos ceratocistos, tanto da laminina, quanto do colageno IV, enquanto nos cistos
radiculares, esta marcacao foi mais intensa e continua. Nos cistos dentigeros, foi observado um padrao intermediario,
tendendo mais ao observado nos ceratocistos. Nossos resultados sugerem que, através da fraca expressao das protei-
nas de membrana basal observada nos ceratocistos odontogénicos, possiveis modificacoes nas relacoes interativas en-
tre o epitélio e o tecido conjuntivo adjacente devem acontecer, o que poderia contribuir, em parte, para o padrao de
crescimento mais agressivo exibido por este tipo de cisto.

UNITERMOS: Cistos odontogénicos; Laminina; Colageno; Membrana basal.

ABSTRACT: The pattern of distribution and expression of laminin and type IV collagen was studied in ten radicular
cysts, ten dentigerous cysts and ten odontogenic keratocysts, by means of the streptavidin-biotin method. The pur-
pose of this study was to investigate changes in the distribution of components of the basement membrane in an at-
tempt to contribute to the understanding of the differences, as to evolution and clinical behavior, between these cysts.
The results revealed a weak and discontinuous linear staining, in odontogenic keratocysts, for both laminin and
type IV collagen, while, in radicular cysts, staining was more intense and continuous. In dentigerous cysts, an inter-
mediary pattern was observed, which was more similar to that observed in keratocysts. Our results suggest that, in
view of the weak expression of proteins of the basement membrane observed in odontogenic keratocysts, modifications
must take place in the interaction between the epithelium and the adjacent connective tissue, which could, in part,

contribute to the pattern of more rapid growth exhibited by these cysts.
UNITERMS: Odontogenic cysts; Laminin; Collagen; Basement membrane.

INTRODUCAO

Apesar da origem em comum a partir de rema-
nescentes epiteliais da odontogénese, os cistos ra-
diculares, dentigeros e ceratocistos apresentam
evolucao e comportamento clinico diferentes'. Em
decorréncia dessas diferencas é que varios autores
pesquisaram e continuam pesquisando possiveis
diferencas entre o potencial de crescimento desses
cistos, por meio das mais variadas metodologias.
Entretanto, a maior parte desses pesquisadores
direcionou seus estudos para as caracteristicas
proliferativas dos revestimentos epiteliais dos cis-
tos estudados. Freitas; Serafim® (1998) sugerem
que, para um melhor entendimento do comporta-

mento biologico exibido pelo ceratocisto odontogé-
nico e cisto dentigero, faz-se necessario dirigir a
atencao de novos estudos para constituintes da
matriz extracelular a fim de se obterem dados indi-
cadores a respeito da interacdo entre esta matriz e
o epitélio de revestimento cistico.

A membrana basal € uma delgada lamina de
matriz extracelular que reveste células nervosas,
adiposas e musculares, além de separar células
epiteliais do tecido conjuntivo subjacente’. Dentre
as suas varias funcoées, ela participa no processo
de reparo e orientacdo para a proliferacao celular’,
induz a diferenciacao celular e atua como estradas
especificas para a migracao celular’, serve como
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barreira estrutural ao processo de invasdo e me-
tastase das células malignas', mantém a polarida-
de e diferenciacao dos estratos celulares da pele e
controla a invasao por células tumorais®.

A membrana basal € composta por diversas mo-
léculas, destacando-se dentre elas a laminina e o
colageno IV, que estao presentes em todas elas™.

A laminina é uma glicoproteina de alto peso mo-
lecular, formada por trés cadeias muito longas de
polipeptideos organizadas em forma de uma cruz
assimétrica e mantidas unidas através de pontes
dissulfeto e sintetizada por células epidérmicas™°.
Ela atua como mediador da adesao de grande nu-
mero de diferentes células ao substrato, liga-se ao
colageno IV, ao sulfato de heparana, a entactina e
a outros receptores protéicos localizados nas su-
perficies das células®’. A laminina regula uma va-
riedade de fenémenos biologicos incluindo fixacao,
crescimento, morfologia e migracao celular. Certos
tipos de células normais e neoplasicas contém lo-
cais de ligacdo de alta afinidade pela laminina'®.

O colageno IV € uma proteina de alto peso mole-
cular, formado por duas cadeias polipeptidicas,
alfa 1 e alfa 2 unidas numa s6 molécula tri-helicoi-
dal que se dispoe em forma de rede®®. Alberts et al.”
(1997) e Liotta'* (1984) afirmam que o colageno IV é
uma proteina fibrosa que forma a parte principal
da membrana basal sobre a qual os outros compo-
nentes da matriz sdo montados.

Varios trabalhos foram realizados sobre a ex-
pressao dos componentes da membrana basal (la-
minina e colageno IV) com objetivo de detectar a
distribuicao e alguma diferenca nesses componen-
tes em lesdes malignas e proliferativas em diversas
partes do organismo. Pouquissimos estudos ava-
liaram caracteristicas destes componentes em cis-
tos odontogénicos, dentre estes o de Silva'” (2000),
que comparou os cistos odontogénicos ortocerati-
nizados aos ceratocistos odontogénicos.

Nosso trabalho objetivou analisar o padrao de
distribuicao da laminina e do colageno IV em cistos
odontogénicos, visando a obtencdo de dados que
possam vir a contribuir para um melhor entendi-
mento do comportamento biolégico dessas lesoes.

MATERIAL E METODOS

Dez espécimes de cistos radiculares, dez cistos
dentigeros e dez ceratocistos odontogénicos perten-
centes aos arquivos da Disciplina de Patologia Oral
do Curso de Odontologia da Universidade Federal
do Rio Grande do Norte foram utilizados neste estu-
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do. Para a selecdo dessa amostra, analisaram-se
dados radiograficos, cirurgicos e histopatologicos,
particularmente no caso dos cistos dentigeros, para
os quais foi necessaria a sua confirmacao, por meio
do diagnéstico cirtirgico. Para a analise imuno-his-
toquimica, foram obtidos cortes de 3 pm de espes-
sura a partir de espécimes teciduais fixados em for-
mol a 10% e incluidos em parafina. Os cortes
obtidos foram corados pelo método da estreptavidi-
na-biotina, tendo como soros primarios o LAM-89
(Sigma Chemical Co., EUA) antilaminina e o CIV22
(DAKO A/S, Dinamarca) anticolageno IV. A recupe-
racao antigénica foi realizada com pepsina a 1%, a
37°C durante 60 minutos e, posteriormente, os cor-
tes foram incubados em solucdo cromogena de dia-
minobenzidina a 0,03%.

Apos a coloracao, cada caso foi, entdo, analisa-
do ao microscopio de luz e as caracteristicas do pa-
drao da expressao (localizacdo, espessura, conti-
nuidade e intensidade) de cada constituinte da
membrana basal estudado foram anotadas em fi-
chas individuais. Procedeu-se, entao, a uma anali-
se comparativa entre as caracteristicas inerentes a
cada tipo cistico estudado.

RESULTADOS

Todos os espécimes empregados neste estudo
exibiram imunorreatividades aos anticorpos utili-
zados, tendo sido usada como controle interno po-
sitivo a imunomarcacao em membrana basal dos
vasos sanguineos.

A laminina apresentou um padrao de marcacao
linear e descontinuo ao longo da membrana basal
de espessura delgada em todos os cistos examina-
dos, com excecao de trés casos de cistos radicula-
res, onde a marcacdo apresentou-se continua. A

TABELA 1 - Padrao de expressao da laminina nos cistos
radiculares, dentigeros e ceratocistos estudados. Natal -
RN, 2000.

) Espessura |Continuidade Intensidade
Cistos
D E C Ds Fr M I
cistora-| o 3 | 7| - | 6 | 4
dicular
Ciso 1o | S 0] 9 |1 | -
dentigero
Cerato- | o | |~ 0] 9 | 1| -
cisto

D = delgado, E = espesso, C = continuo, Ds = desconti-
nuo, Fr = fraco, M = moderado, I = intenso.
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intensidade da imunomarcacao apresentou-se
predominantemente fraca nos cistos dentigeros e
ceratocistos. Ja os cistos radiculares exibiram, em
seis casos, imunorreatividade moderada e nos ou-
tros quatro, intensa (Tabela 1 e Figuras 1, 2 e 3).

A imunorreatividade dos cistos estudados pelo
anticorpo anticolageno IV mostrou regularidade
quanto a espessura da marcacdo linear em zona
subepitelial, tendo se apresentado em todos, como
uma linha delgada, com excecdo de dois cistos
dentigeros que se apresentaram com algumas
areas mais espessas. Ja em relacao a continuidade
da marcacao linear, os cistos radiculares apresen-
taram continuidade em cinco espécimes, os denti-
geros em quatro e nenhum dos ceratocistos exibiu
esta continuidade. A intensidade da imunocolora-
cao nos cistos radiculares e nos cistos dentigeros
foi mais intensa que nos ceratocistos, uma vez que
seis dos radiculares e cinco dos dentigeros exibi-
ram imunorreacao entre moderada e intensa, con-
tra apenas um caso dos ceratocistos, uma vez que
nos outros nove casos, a marcacao foi predomi-
nantemente fraca (Tabela 2 e Figuras 4, 5 e 6).

DISCUSSAO

Muitos trabalhos comparativos foram reali-
zados sobre as caracteristicas referentes a dife-
renciacdo e ao crescimento dos revestimentos
epiteliais dos cistos radiculares, dentigeros e cera-
tocistos odontogénicos e, em quase todos eles, fo-
ram demonstradas diferencas no potencial prolife-
rativo dos revestimentos epiteliais desses cistos,
sendo constatada maior capacidade proliferativa
nos ceratocistos, seguido dos cistos dentigeros e,
por fim, dos cistos radiculares, o que corrobora
seus comportamentos biologicos.

Os processos que levam essas células a prolife-
rarem em ritmos diferentes e a apresentarem ca-
racteristicas clinicas diversas é, ainda, motivo de
estudos e discussoes. Sabe-se que a matriz extra-
celular desempenha papel ativo e complexo na
regulacdo do comportamento das células com as
quais faz contato®. E observado, na literatura, um
grande numero de autores que estudaram, atra-
vés da identificacdo imuno-histoquimica dos com-
ponentes da membrana basal, as diferencas apre-
sentadas por esses componentes em diversas
alteracoes teciduais hiperplasicas, displasicas e
neoplasicas e, de posse de seus achados, tentaram
correlaciona-los com os aspectos histologicos e

FIGURA 1 - Expressao hnear com pequenos focos de
descontinuidade da laminina em membrana basal da in-
terface epitélio/mesénquima em cisto radicular (estrep-
tavidina-biotina, 200 X).
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FIGURA 2 - Fraca expressao da laminina em membrana
basal subepitelial em cisto dentigero (estreptavidina-
biotina, 200 X).
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FIGURA 3 - Extensa area de ausén01a de marcagao da
laminina em membrana basal na interface epitélio/me-
sénquima em ceratocisto odontogénico (estreptavidi-
na-biotina, 200 X).
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TABELA 2 - Padrao de expressao do colageno IV nos cis-
tos radiculares, dentigeros e ceratocistos estudados. Na-
tal - RN, 2000.

) Espessura| Continuidade | Intensidade
Cistos

D | E |DE|C |Ds| Fr | M I

Cisto radicular | 10 | - - 5 51415 1

Cisto dentigero| 8 | - 2 | 4 6| 5|3 |2

Ceratocisto 10 | - - - 1101 9 1 -

D = delgado, E = espesso, D/E = misto de areas delgadas
e areas espessas, Fr = fraco, M = moderado, I = intenso,
C = continuo, Ds = descontinuo.

comportamentos clinicos dessas entidades. Em
nosso trabalho, foi realizado um estudo similar
com cistos radiculares, dentigeros e ceratocistos
odontogénicos.

De acordo com Alberts et al.? (1997) e Lee, Streu-
li® (1999), a interacao molecular entre os compo-
nentes da matriz extracelular e os receptores de
superficie celular regula algumas funcodes celulares,
incluindo proliferacao, apoptose, diferenciacéo e mi-
gracao celular. Autores como Abrahamson' (1986),
Gonzalez et al’ (1994) e Liotta' (1984) imputam
como funcao da membrana basal e em especial da
laminina, dentre outras, a de fixacdo e crescimento
das células com as quais esta em contato. Abraham-
son' (1986) cita, ainda, que a membrana basal serve
de orientacao para a proliferacao celular.

Os dados observados em nosso trabalho nos
trés cistos radiculares que apresentaram expres-
sdo da laminina em membrana basal continua e
intensamente marcada, comparam-se ao observa-
do em tecidos epiteliais normais e corroboram os
achados de varios autores, que confirmaram se-
rem esses cistos os que evoluem mais lentamente
dentre os cistos estudados. O infiltrado inflamatoé-
rio nesses trés cistos era intenso, mas se encontra-
va distante do epitélio, diferente dos sete que exibi-
ram a marcacao descontinua e moderada, cujo
infiltrado inflamatoério encontrava-se variando de
moderado a intenso e localizado em areas da cap-
sula em intima relacao com o epitélio. A desconti-
nuidade na marcacéo nesses cistos pode ser justi-
ficada pela presenca do infiltrado inflamatério
justa-epitelial pois, conforme afirma Abrahamson'
(1986), alteracoes na integridade da membrana
basal podem ser decorrentes da acdo de enzimas
proteoliticas elaboradas por células inflamatérias.

Todos os cistos dentigeros e os ceratocistos
apresentaram uma marcacao linear delgada, des-
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FIGURA 4 - Forte expressao linear e continua do colage-
no IV em membrana basal subepitelial em cisto radicu-
lar (estreptavidina-biotina, 200 X).
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FIGURA 5 - Moderada expressao linear com focos de
descontinuidade do colageno IV em membrana basal su-
bepitelial em cisto dentigero (estreptavidina-biotina,
200 X).
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FIGURA 6 - Expressao linear e descontinua do colage-
no IV em membrana basal da interface epitélio/ mesén-
quima em ceratocisto odontogénico (estreptavidina-bio-
tina, 200 X).
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continua e fraca. Nesses cistos, nao poderiamos
correlacionar essa descontinuidade com o infiltra-
do inflamatorio, uma vez que a quantidade deste
infiltrado nesses cistos variou de escassa a ausen-
te e sempre em areas mais afastadas do epitélio.
Falhas no mecanismo de controle da degradacao
dos componentes da membrana ou falha na sinte-
se destes componentes, como relatam alguns au-
tores™ devem ter ocorrido, o que justificaria esta
marcante descontinuidade observada.

A falha na estrutura da laminina em ceratocis-
tos pode nos levar a especular sobre uma possivel
influéncia desse fato sobre a capacidade de prolife-
racao epitelial desses cistos, assim como sobre
uma outra caracteristica peculiar aos ceratocistos,
que é a de o epitélio tender a se desgarrar do con-
juntivo. Alguns autores imputam a esse despren-
dimento a capacidade recidivante dos ceratocistos
apods sua remocao cirargica*®.

Bellinghieri et al.® (1997), estudando espécimes
de rins obtidos de pacientes afetados pela doenca
renal policistica autossdmica dominante, demons-
traram a importancia da matriz extracelular frente
a formacao de cistos e concluiram que a perda da
laminina na membrana basal nestes cistos renais
pode induzir a formacao e crescimento dos mes-
mos, o que reforca o que descrevemos acima.

Em tecido normal e doencas benignas, alguns
autores descrevem a marcacao do colageno IV co-
mo uma linha continua, espessa e fortemente mar-
cada'®. Em nosso trabalho, pudemos observar que
os cistos radiculares mostraram, no geral, a expres-
sao do colageno IV de forma mais continua e inten-
sa, o que se aproxima desse padrao de marcacao
descrito para tecidos normais. Os ceratocistos, por
sua vez, exibiram uma marcacdo linear delgada
marcadamente descontinua e fraca, o que poderia
exercer alguma influéncia sobre o potencial prolife-
rativo deste cisto, uma vez que a perda da integrida-
de da membrana basal pode favorecer alteracoes
nas relacoes de interacao epitélio/ mesénquima.

A descontinuidade e fraca marcacao observa-
das no padrao de expressao do colageno IV carac-
teristico dos ceratocistos estudados tornam-se
ainda mais importantes, quando verificamos que o
infiltrado inflamatério parece nédo exercer influén-
cia sobre esta expressao, conforme citado anterior-
mente. Ja nos cistos radiculares e nos dentigeros,
quando o padrao de descontinuidade estava pre-
sente, geralmente associava-se a intima relacao

com a inflamacao. Estes achados corroboram mais
uma vez os de Abrahamson' (1986).

Provavelmente, estas falhas da membrana basal,
evidenciadas em ceratocistos, favorecam o constante
destacamento do epitélio em relacao ao tecido con-
juntivo, freqUientemente relatado na literatura e
também por nos evidenciados nos dez casos analisa-
dos, além de poder exercer influéncia no sentido de
alterar as relacoes interativas entre as células do re-
vestimento epitelial com constituintes da matriz ex-
tracelular, relacoes estas que dependem da integri-
dade da membrana basal para se processarem de
forma satisfatoria. Com base nas funcoes da mem-
brana basal conhecidas e citadas por varios estudio-
sos do assunto'**", destacando-se sua atuacédo no
controle da proliferacdo, diferenciacdo e migracédo
celulares, fica claro o quanto estes processos podem
encontrar-se alterados nos ceratocistos, o que viria a
corroborar os achados freqientemente intrigantes
do quadro evolutivo mais agressivo deste cisto em
relacdo aos outros analisados. Estudos de cinética
celular realizados em cistos odontogénicos imputam
ao revestimento epitelial do ceratocisto o maior po-
tencial proliferativo verificado'"*.

Ao nosso ver, estas falhas na integridade da
membrana basal, verificadas nos ceratocistos por
nos estudados, podem influenciar, sobremaneira,
nas sinalizacdes entre as células epiteliais e cons-
tituintes da matriz extracelular. Como nao sabe-
mos responder ainda a duvida levantada por
Browne’, em 1975, de que se o defeito primario de-
sencadeante para a formacao do ceratocisto esta
nas células epiteliais ou no mesénquima adjacen-
te, podemos, pelo menos, sugerir a partir dos nos-
sos achados que a sinalizacao entre o epitélio e a
capsula cistica esta modificada, o que poderia
contribuir para o desenvolvimento, a capacidade
expansiva e/ou o comportamento biolégico mais
agressivo verificado nesta lesao.

Achados semelhantes aos nossos em relacdo a
imunomarcacao da laminina e do colageno IV nos
ceratocistos odontogénicos foram verificados por
Silva'” (2000) em estudo comparativo aos cistos
odontogénicos ortoceratinizados. O autor sugere
que, possivelmente, a continua expansao verifi-
cada nos ceratocistos poderia influenciar no desa-
parecimento focal destas proteinas na membrana
basal dos forros epiteliais, sendo, entretanto, ao
mesmo tempo, indispensaveis para a manutencao
da morfologia e integridade dos mesmos.
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Acreditamos que nossos achados, somados
aqueles a respeito do potencial proliferativo dos re-
vestimentos epiteliais cisticos, vém contribuir para
o melhor entendimento das diferencas verificadas
nos comportamentos biolégicos dos cistos radicu-
lares, dentigeros e ceratocistos. Neste tltimo tipo
cistico, a fraca expressao da laminina e do cola-
geno IV na membrana basal do forro epitelial,
propiciaria modificacdes nas sinalizacoes entre o
epitélio e a capsula fibrosa deste cisto, podendo
contribuir para um padrdo hiperproliferativo do
epitélio, o qual vem sendo constantemente detec-
tado por meio das mais variadas metodologias.

Frente a estes fatos, parece-nos possivel sugerir,
a exemplo do que ja foi proposto por Hirshberg et al.*’
(1999), que a capsula fibrosa do ceratocisto odonto-
génico nao representa apenas um suporte estrutural
para a lesdo, mas sim, um fator, em parte, responsa-
vel e determinante do comportamento deste cisto,
que vem sendo considerado por um representativo
numero de autores, como um neoplasma cistico. A
possibilidade de o ceratocisto odontogénico possuir
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um comportamento neoplasico, ha muito € discuti-
da, em virtude de seu quadro evolutivo freqtiente-
mente agressivo em relacao aos outros cistos odon-
togénicos, entretanto, dados conclusivos sobre estas
davidas ainda necessitam de maiores exploracoes.

CONCLUSOES

A laminina e o colageno IV apresentaram um
padrao de marcacao linear em membrana basal do
forro epitelial mais continuo e intenso nos cistos
radiculares, enquanto nos ceratocistos odontogé-
nicos, foi descontinuo e fraco. Os cistos dentigeros
apresentaram um padrao intermediario entre os
citados anteriormente.

A fraca expressao da laminina e do colageno IV
na membrana basal dos ceratocistos odontogé-
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