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RESUMO

As Lesdes de Células Gigantes, tanto as Lesdes Centrais (LCCG) quanto as
Periféricas (LPCG), correspondem a um grupo de lesdes orais que apresentam-se
histologicamente semelhantes, porém demonstram um comportamento clinico
varidvel. O propésito deste estudo foi comparar a expressdo imuno-histoquimica
dos fatores de reabsor¢ao 6ssea RANK (Receptor Ativador do Fator Nuclear
kappa B), RANKL (Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear kappa B) e
OPG (Osteoprotegerina) entre LCCG e LPCG. Adicionalmente, esses fatores
foram analisados nas LCCG quanto a agressividade destas. A amostra consistiu
de 61 casos, sendo 30 casos de LPCG e 31 de LCCG (16 ndo-agressivos e 15
agressivos). A andlise foi realizada por meio da quantificacdo das células
mononucleadas (MO) e células gigantes multinucleadas (CG) imunopositivas aos
anticorpos anti-RANK, anti-RANKL e anti-OPG, em 10 campos. Além disso, de
acordo com a proporg¢ao entre quantidade total de células positivas para RANKL
e para OPG, os casos foram categorizados em: RANKL>OPG, OPG>RANKL e
RANKL=OPG. As LCCG apresentaram maior quantidade de MO (p=0,002) e
células totais (p=0,003) positivas para RANKL, em compara¢do com as LPCG.
As LCCG ainda revelaram uma associag¢dao significativa com a proporcdao de
RANKL>0OPG (p=0,001). A andlise dos fatores de reabsorcdo 6ssea ndao revelou
diferencas significativas entre LCCG agressivas e ndo-agressivas (p>0,05). Foi
constatada correlagcdo positiva dos marcadores entre si, bem como uma
correlacdo negativa entre o tamanho das lesdes e a quantidade de MO (p=0,004)
e células totais (p=0,009) positivas para OPG. Diante desses resultados, conclui-
se que o maior potencial reabsortivo das LCCG frente as LPCG pode ser
decorrente da elevada expressdao de RANKL. Além disso, as diferencas nos
comportamentos biolégicos de LCCG agressivas e ndo-agressivas parecem nao

estar relacionadas com a expressdo desses fatores de reabsorcdo dssea.

PALAVRAS-CHAVES: Lesao Central de Células Gigantes, Lesdo Periférica de
Células Gigantes, RANKL, RANK, OPG, Fatores de reabsor¢dao 6ssea, Imuno-

histoquimica.
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ABSTRACT

The Giant Cell Lesions, both the Central Giant Cells Lesions (CGCL) as
the Peripheral Giant Cells Lesions (PGCL), correspond to a group of oral lesions
that are histologically similar entities; however they show a variable clinical
behaviour. The purpose of this study was to compare the immunohistochemical
expression of bone resorption factors RANK (Receptor Activator of Nuclear
Factor kappa B), RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B
Ligand) and OPG (Osteoprotegerin) between CGCL and PGCL. Additionally,
these bone resorption factors were examined in terms of aggressiveness of these
lesions. The sample consisted of 61 cases, 30 cases of PGCL and 31 CGCL (16
non-aggressive and 15 aggressive). The analysis was performed by quantification
of mononuclear cells (MO) and giant multinucleated cells (CG) immunopositive
to anti-RANK, anti-RANKL and anti-OPG antibodies in 10 fields. Moreover,
according to the proportion between the amount of cells positive for RANKL and
OPG, the cases were categorized into: RANKL>OPG, OPG>RANKL e
RANKL=OPG. CGCL showed a higher amount of MO (p=0.002) and total cells
(p=0.003) both positives to RANKL compared with the PGCL. Additionally, the
CGCL revealed a significant association with the ratio of RANKL>OPG
(p=0.001). Analysis of the bone resorption factors revealed no significant
differences between aggressive and non-aggressive CGCL (p>0.05). It was
observed a positive correlation between the markers themselves, and a negative
correlation between lesion size and quantity of OPG positive MO cells (p=0,004)
and total cells (p=0,009). Through these results, we suggest that the greatest
CGCL resorptive potential compared to the PGCL, may have occurred to the
high expression of RANKL. Furthermore differences in the biological behavior
of aggressive and non-aggressive CGCL appear to be related to the expression of

these bone resorption factors.

KEY-WORDS: Central Giant Cell Lesion, Peripheral Giant Cell Lesion,
RANKL, RANK, OPG, Bone resorption factors, Immunohistochemical.
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Gigantes
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RT-PCR - PCR Real Time

TCG — Tumor de Células Gigantes
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TNFR- Receptor do Fator de Necrose Tumoral

TRAF- Fatores Associados com o receptor TNF

TRAP - Fosfatase Acida Tartarato Resistente
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1 INTRODUCAO

As lesdes de células gigantes constituem um grupo de lesdes da cavidade
oral que podem ocorrer tanto na forma intra-6ssea (Central) quanto extra-éssea
(Periférica). As lesdes centrais de células gigantes (LCCG) e lesdes periféricas
de células gigantes (LPCG) sdo idénticas histologicamente, caracterizadas pela
presenca de células mononucleadas de morfologia fusiforme e ovéide, além das
células gigantes multinucleadas (TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997; LIU; YU; LI,
2003; NEVILLE et al., 2009). Porém, estas lesdes tém comportamento clinico
varidavel e diferente (SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000; FLOREZ-MORENO
et al., 2008; HOUPIS et al., 2009).

Considerando o comportamento clinico das lesdes de células gigantes, as
LPCG raramente causam reabsor¢cdo éssea e tém baixa taxa de recorréncia,
enquanto as LCCG apresentam-se ora indolentes, ora mais agressivas,
demonstrando crescimento rdpido, reabsor¢dao dssea e tendéncia a recorréncia
ap6s remocio cirdrgica (FLOREZ-MORENO et al., 2008). Alguns pesquisadores
acreditam que a LCCG deve ser considerada como uma lesdo reativa, porém
outros estudos tém documentado casos agressivos e recorrentes, remetendo a
nocdo de que esta lesdo seja um neoplasma verdadeiro (REGEZI, 2002;

POGREL, 2003; VERED; BUCHER; DAYAN, 2006b).

Tem sido descrito na literatura que a biologia da reabsorcdo Odssea
envolve trés moléculas-chave: RANK (Receptor Ativador do Fator Nuclear kappa
B), RANKL (Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear kappa B) e OPG
(Osteoprotegerina), essas moléculas foram descobertas recentemente, sendo
componentes regulatorios da formacgdo, ativacdo, sobrevida e funcdo dos
osteoclastos (KHOSLA et al., 2001; BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003;
TOBON-ARROYAVE et al., 2005). Atualmente é reconhecido que pesquisas que
envolvam reabsorcdo Ossea, devam analisar o sistema RANK-RANKL-OPG
(GALLAGHER, 2008), pois essas moléculas sdo fatores chaves na regulacao do
metabolismo 6sseo (HUANG et al., 2000; CROTTI et al., 2003; TAY et al.,
2004; ANANDARAIJAH, 2009).
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Alguns estudos foram realizados analisando estes fatores envolvidos na
reabsorcdo 6ssea (RANKL, RANK e OPG) em diversas lesdes odontogénicas e
patologias orais (CROTTI et al., 2003; ITONAGA et al., 2003; LIU; YU; LI,
2003; TAY et al., 2004; TOBON-ARROYAVE et al., 2005; MENEZES et al.,
2006; VERNAL et al., 2006; BOSTANCI et al., 2007; SILVA et al., 2008;
ANDRADE et al., 2008). Porém, poucos estudos foram realizados comparando as

lesdes de células gigantes centrais com as lesdes periféricas.

Dessa maneira, esse trabalho teve como objetivo verificar se o
comportamento bioldégico distinto entre as lesdes de células gigantes centrais e
periféricas pode ser devido a diferencas na expressdao dos fatores de reabsorcgido
0ssea (RANK, RANKL, OPG) entre essas lesdes, bem como dentre as diferentes

formas de apresentagdo clinica entre as lesOes centrais.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 LESAO DE CELULAS GIGANTES

Muitas lesdes dos maxilares contém células gigantes multinucleadas (CG),
dentre elas destaca-se: lesdo central de células gigantes (LCCG), tumor marrom
do hiperparatireoidismo, querubismo, cisto ¢§sseo aneurismdtico e lesdo
periférica de células gigantes (LPCG), devido a preponderdancia das CG nessas
lesdes (SAPP; EVERSOLE; WYSOCK, 1999; REGEZI, 2002; LI; YU; LI 2003;
NEVILLE et al., 2009).

A Lesdo Central de Células Gigantes foi descrita primeiramente por Jaffe
em 1953 (de LANGE; van der AKKER, 2005), reconhecida inicialmente como
um processo reparativo, sendo entdo denominada granuloma reparativo de
células gigantes. Embora a LCCG ndo seja um processo inflamatério
granulomatoso verdadeiro, o termo granuloma ainda tem persistido para designar
essa lesdao (REGEZI, 2002). Atualmente, essas lesdes sdao designadas como
granuloma de células gigantes, ou pelo termo lesdao de células gigantes, sendo

preferivel este dltimo (REGEZI, 1997; NEVILLE et al., 2009).

A origem exata para as lesdes centrais e periféricas de células gigantes
ainda permanece incerta, provavelmente originam-se do ligamento periodontal
ou mucoperiésteo ou centralmente no osso. Essas lesdes podem ocorrer tanto
intra-6ssea quanto perifericamente na cavidade oral e ambas sdo idénticas
histologicamente, caracterizadas pela presenca de inumeras células gigantes
multinucleadas (FLANAGAN; TINKLER; WILLIAMS 1988; TIFFEE;
AUFDEMORTE, 1997; GUNHAN et al., 1998; LI; YU; LI, 2003). Porém essas
lesdes apresentam comportamento clinico varidvel e em alguns casos bem
distinto (SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000; FLOREZ-MORENO et al., 2008;
HOUPIS et al., 2009).

A patogénese das lesdes de células gigantes ainda ndo estd esclarecida
(SOUZA et al., 1999; KAUZMAN et al., 2004; KRUSE-LOSLER et al., 2006; DE
LANGE et al., 2007b). Souza et al. (1999) sugeriram que a inativacdo da p53

pelo aumento na expressio de MDM2 (Murine Double Minute) pode estar
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envolvida na patogénese das lesdes de células gigantes dos maxilares. Ja
Kauzman et al. (2004), atribuiram que a desregulacdo do ciclo celular, devido a
expressdao aberrante da proteina ciclina-D1 pode estar implicada na patogénese

das LCCQG.

Estudos recentes tém sugerido que alteracdes genéticas podem estar
relacionadas ao desenvolvimento destas lesdes, mais especificamente mutacdes
no gene SH3BP2. Este gene localiza-se no cromossomo 4p16.3 e estd associado
ao querubismo (DE LANGE et al. 2007a; 2007b; IDOWU et al., 2008;
LIETMAN; YIN; LEVINE, 2008; AMARAL et al., 2009; CARVALHO et al.,
2009). A proteina SH3BP2 é conhecida por estimular atividade de NFAT (Fator
Nuclear de Células T Ativadas), sendo que a NFATcl (Fator Nuclear de Células
T Ativadas isoforma cl) € um importante fator de transcricio na

osteoclastogénese (LIETMAN; YIN; LEVINE, 2008).

Amaral et al. (2009) estudaram em lesdes de células gigantes (S5casos de
LPCG e 5de LCCG) a imunoexpressdo de NFATcI(Fator Nuclear de Células T
Ativadas isoforma c1). Estes pesquisadores encontraram positividade para
NFATc1 no nicleo das células gigantes, além de superexpressdao desta proteina
nas lesdes estudadas, sugerindo que o desenvolvimento das lesdes de células
gigantes pode ser relacionado a expressdo de NFATcl no nucleo das células

gigantes.

Alguns pesquisadores acreditam que a LCCG deve ser considerada como
uma lesdo reacional, porém outros estudos tém documentado casos agressivos e
recorrentes, sugerindo que essa lesdo seja uma verdadeira neoplasia. Assim,
essas lesdes continuam sendo alvo de controvérsias, devido a sua natureza:
reativa x neopldsica (REGEZI, 2002; POGREL, 2003; VERED; BUCHNER,
DAYAN, 2006a). Outra teoria é da hipdtese vascular, a qual sugere que a LCCG
pertence ao grupo das lesdes proliferativas vasculares primdrias dos maxilares

(KABAN et al., 2002; KABAN et al., 2007).

Outros autores suscitaram ainda a possibilidade das LCCG dos maxilares e

0o Tumor de Células Gigantes (TCG) dos ossos longos serem um processo
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patolégico tnico (SOUZA et al., 1999; ITONAGA et al., 2002; KAUZMAN et
al., 2003; KAUZMAN et al., 2004; ARAGAO et al., 2006; ARAGAO et al.,
2007; RESNICK et al., 2010). O TCG dos ossos longos € descrito como um
neoplasma localmente agressivo, localizado preferencialmente na epifise dos
ossos longos, sendo o fémur e a tibia os principais ossos acometidos, com casos
ocasionalmente descritos nos ossos das maos, pés e sacro (FLETCHER; UNNI;

MERTENS, 2002).

As LCCG sdo lesdes relativamente incomuns, perfazendo
aproximadamente 7% de todas as lesOes O&sseas benignas dos maxilares
(STAVROPOULOS; KATZ, 2002). As LCCG dos maxilares ocorrem
principalmente em pacientes jovens, na 2* e 3* décadas de vida e tém predilecao
pelo sexo feminino. Ocorrem mais frequentemente na mandibula que na maxila,
sendo a regido anterior e o corpo mandibular os principais sitios de
acometimento (O’MALLEY et al., 1997; REGEZI, 2002; KAUZMAN et al.,
2004; SHEDDI; MOSODOMI, 2004; DE LANGE; van den AKKER, 2005;
KRUSE-LOSLER et al., 2006; KABAN et al., 2007; CARVALHO et al., 2009;
SUN et al., 2009; SUSARLA et al., 2009; RESNICK et al., 2010). Aragio et al.
(2006) demonstraram uma predilecdo na localizacdo desta entidade patoldgica
pela maxila (62,5%), sobrepondo-se a mandibula (37,5%), sendo ambos na regido
anterior dos maxilares. Neville et al. (2009) ressaltaram que as lesdes

mandibulares frequentemente cruzam a linha média.

Os aspectos radiogrdficos sdo varidveis, apresentando-se como lesdo
radiolicida uni ou multilocular, e pode ser confundida com outras lesdes, tais
como: Tumor marrom do hiperparatireoidismo, displasia fibrosa, cisto &sseo
aneurismatico e outras lesdes 6sseas dos maxilares (STAVROPOULOS; KATZ,
2002; SUN et al., 2009).

Baseando-se nas caracteristicas clinicas e radiograficas tem sido sugerido
que as LCCG dos maxilares podem ser divididas em duas categorias: lesdes nao-
agressivas e lesdes agressivas. As primeiras representam a maioria dos casos,

apresentam pouco ou nenhum sintoma, demonstram crescimento lento e nédo
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causam perfuracdo da cortical ou reabsor¢do radicular dos dentes envolvidos. As
lesdes agressivas sdo caracterizadas por dor, crescimento rdpido, perfuracdo
cortical, reabsorcdo radicular e elevada tendéncia a recidiva apds tratamento
(CHUONG et al., 1986; FICARRA; KABAN; HANSEN, 1987; NEVILLE et al.,
2009).

As Lesdes Periféricas de Células Gigantes (LPCG) sdo lesdes exofiticas,
que ocorrem na gengiva e rebordo alveolar. Estas lesdes sdo comuns, ocorrendo
duas vezes mais frequentemente que sua contraparte intra-6ssea (MOTAMEDI et
al., 2007). A LPCG nao é considerada um neoplasma verdadeiro, mas uma lesdo
reacional em resposta ao trauma cronico ou irritante local (CARVALHO et al.,
1995; GUNHAN et al., 1998; CHAPARRO-AVENDANO; AYTES; ESCODA,
2005; NEVILLE et al., 2009; HOUPIS et al., 2009).

As LPCG podem desenvolver-se em qualquer idade, embora
frequentemente acometam pacientes na 5* e 6* décadas de vida com predilecdo
pelo sexo feminino. As lesdes podem se localizar tanto na regido anterior como
na regidao posterior dos ossos gndticos, especialmente na gengiva ou rebordo
alveolar, sendo a mandibula ligeiramente mais afetada que a maxila (MIGHELL;
ROBINSON; HUME, 1995; BODNER et al., 1997; MOTAMEDI et al., 2007;
NEVILLE et al., 2009).

Intraoralmente, a LPCG se apresenta como lesdo nodular de coloragio
vermelho-pdrpura, comumente assintomadtica, que ocasionalmente pode
apresentar superficie ulcerada. As LPCG sdo lesdes em tecido mole que
raramente afetam o tecido O0sseo subjacente, embora este possa sofrer erosido
superficial (MIGHELL; ROBINSON; HUME, 1995; BODNER et al., 1997;
GANDARA REY et al., 2002; CHAPARRO-AVENDANO; AYTES; ESCODA,
2005; MOTAMEDI et al., 2007).

Considerando o comportamento clinico das lesdes de células gigantes, as
lesdes periféricas raramente causam reabsorcdo 6ssea e tém baixa taxa de
recorréncia, ao passo que, as lesdes centrais tém comportamento bioldgico mais

agressivo, sendo caracterizadas por crescimento rédpido, dor, reabsorcio
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radicular, destruicdo 6ssea e tendéncia a recorréncia apds remoc¢do cirdrgica

(FLOREZ-MORENO et al., 2008).

Histologicamente, as lesdes de células gigantes, centrais e periféricas,
demonstram a presenca de poucas a muitas Células Gigantes multinucleadas
(CG), entremeadas com células mononucleares de morfologia ora fusiforme ora
ovoide. As células gigantes podem estar agregadas focalmente no tecido lesional
ou podem estar dispostas de forma difusa. Essas células variam
consideravelmente em tamanho e forma de caso para caso, sendo células grandes
e arredondadas, contendo poucos nucleos até 20 ou mais nucleos. O tecido
conjuntivo da lesdo é do tipo fibroso, sendo geralmente bem vascularizado.
Podem ser observadas também dreas hemorrdgicas com pigmentos por
hemossiderina (FICARRA; KABAN; HANSEN 1987; ITONAGA et al., 2003;
CHAPARRO-AVENDANO; AYTES; ESCODA, 2005; ARAGAO et al., 2006;

VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006a; NEVILLE et al., 2009).

Lim e Gibbins (1995) analisaram por imuno-histoquimica e microscopia
eletronica de transmissdao as lesdes de células gigantes (LCCG e LPCG) e
observaram uma relativa falta de reatividade para trés marcadores de células
endoteliais (antigeno relacionado ao fator VIII, Ulex europaeus lectin-1 e
QBend10) nas 4reas mais profundas dos espécimes, porém na periferia das lesdes
observavam-se vasos sanguineos bem desenvolvidos. Os autores especularam que
pode existir uma interacdo entre anormalidades na microvascularizacdo dessas

lesdes e a presenca das células gigantes.

Acredita-se que ocorra interagdao entre os trés tipos celulares encontrados
nas lesdes de células gigantes: células fusiformes, células gigantes
multinucleadas e células ovodides (da linhagem monocitica/macrofagica),
permitindo, assim, a progressio da lesdo (LIU; YU; LI, 2003; TOBON-
ARROYAVE et al., 2005).

As populacdes celulares presentes nas lesdes de células gigantes podem
ainda ser subdivididas em células gigantes multinucleadas do tipo I, que exibem

um citoplasma levemente basofilico e nucleos vesiculares grandes,
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correspondendo as células metabolicamente ativas; célula gigante multinucleada
do tipo II, que s3o menores, com citoplasma eosinofilico e nucleo picnético;
células mononucleares ovdides e células mononucleadas com morfologia
fusiforme e nicleo picnético. A correlagdo fenotipica e funcional entre as duas
ultimas populacgdes celulares ainda ndo foi completamente compreendida

(HOUPIS et al., 2009).

A histogénese e os mecanismos envolvidos na formacdo das células
gigantes multinucleadas nas lesdes de células gigantes dos maxilares ainda nao
estdo totalmente entendidos (LIU; YU; LI 2003; VERED; BUCHNER; DAYAN,
2006a; FLOREZ-MORENO et al., 2008).

Carvalho et al. (1995) demonstraram por estudos imuno-histoquimicos e
ultraestrutural que as LPCG apresentam uma populacdo celular heterogénea,
sendo constituida por 3 tipos celulares mononucleares e 2 tipos de células
gigantes multinucleadas. As primeiras sdo predominantemente células do sistema
fagocitico mononuclear, além de fibroblastos e células de Langerhans. Por sua
vez, as CG exibiam diferencas morfoldégicas decorrente de suas atividades
metabodlicas, sendo um tipo metabolicamente ativo e outro tipo, uma CG em

degeneracao.

Embora as LPCG sejam lesOes extra-6sseas que raramente causam
destrui¢dao do tecido dsseo, acredita-se que as células gigantes presentes nessas
lesdes sejam osteoclatos-like. A significancia dessas células nas lesdes extra-

Osseas ainda precisa ser elucidada (LIM; GIBBINS, 1995; LIU; YU; LI, 2003).

Tiffe e Aufdemorte (1997) estudaram as caracteristicas das células
gigantes multinucleadas em LPCG e LCCG e observaram que as CG apresentam
capacidade de reabsorc¢do d6ssea, concluindo que essas células sdo produtos das
células de linhagem monocitica-macrofdgica com aspectos intermedidrios entre

osteoclastos e macr6fagos.

Outros autores acreditam que as células gigantes presentes nas lesdes de
células gigantes sdo células osteoclastos-/ike ou verdadeiros osteoclastos, que

apresentam fendtipo osteocldstico, sendo derivadas de precursores monocitico-
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macrofdgicos (FLANAGAN; TINKLER; WILLIAMS, 1988; MIGHELL;
ROBINSON; HUME, 1996; ITONAGA et al., 2003; LIU; YU; LI, 2003; HOUPIS
et al., 2009). Tem sido descrito que estas células sdo capazes de causar

reabsorcdo 6ssea (ITONAGA et al., 2003).

De acordo com Itonaga et al. (2003), as células mononucleadas presentes
nas lesdes de células gigantes, LCCG, sdo compostas por uma populacdo
heterogénea de células de morfologia ovéide e fusiforme, semelhantes aos
macréfagos, fibroblastos ou miofibroblastos e osteoblastos. Se as células
consideradas “fibroblastos-/ike” exercem algum papel na formacdo das células

gigantes e reabsorcdo Ossea nessas lesdes € ainda desconhecido.

O’Malley et al. (1997) estudaram as células mononucleares presentes nas
LCCQG, e, segundo estes autores, as células mononucleares sdo as responsdveis
pelo compartimento proliferativo dessas lesdes. Nesse estudo, analisaram imuno-
histoquimicamente a expressdao de CD34, CD68, Fator XIIla e actina de musculo
liso, concluindo que as LCCG sdo tumores constituidos primariamente por
fibroblastos e que os macréfagos parecem exercer um papel secunddrio na

patogénese das LCCG.

Aragdo et al. (2007) estudaram a imunoexpressdao de proteinas da matriz
extracelular, fibronectina e tenascina, e CD68 em LCCG e TCG dos ossos longos
e detectaram positividade para o CD68 em muitas células mononucleadas e na
maioria das células multinucleadas, sugerindo a existéncia da origem

monocitica/macrofdgica para alguns dos componentes celulares dessas lesdes.

Vered et al. (2007) analisaram o componente mononuclear das LCCG
agressivas e nao-agressivas através da imunoexpressdo de actina de musculo liso
(SMA), quantificando a densidade de miofibroblastos nessas lesdes. Estes
autores evidenciaram que as LCCG, tanto agressivas quanto as ndo-agressivas,
demonstraram imunopositividade para SMA, porém, sem diferenca na densidade
dos miofibroblastos entre as LCCG. Assim, sugere-se que os miofibroblastos sdo
componentes celulares integrais destas lesdes, mas ndo distinguivel entre as

LCCG agressivas e ndo-agressivas.
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Huang et al. (2000) e Lau et al. (2005) ressaltaram que, embora a
histogénese dos TCG dos ossos longos, que se assemelham histologicamente as
lesdes de células gigantes dos maxilares, ndo esteja completamente elucidada,
essas lesdes sdao consideradas originar-se de células mesenquimais que tém a

capacidade de recrutamento e diferenciacdo das células gigantes osteoclasto-like.

As células gigantes, presentes nas lesdes de células gigantes, podem ser
formadas pela fusao de células progenitoras da linhagem
monocitica/macrofdgica. Como essas lesdes, tanto LCCG e LPCG, normalmente
sdo bem vascularizadas, o componente vascular pode providenciar os mondcitos
da circulacdo. As células mononucleadas lesionais sdo provavelmente as
responsdveis pelo recrutamento e diferenciacao das células gigantes (LIU; YU;

LI, 2003; TOBON-ARROYAVE et al., 2005).

Aponta-se que a principal porcentagem da atividade proliferativa das
lesdes de células gigantes encontra-se na populacdo celular mononuclear
(MIGHELL; ROBINSON; HUME, 1996; REGEZI, 1997; SOUZA et al., 1999;
SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000; KAUZMAN et al., 2004; KRUSE-
LOSLER et al., 2006).

O’Malley et al. (1997) analisaram a expressdo imuno-histoquimica do Ki-
67 e p53 comparativamente entre casos de LCCG agressivos € ndo-agressivos,
encontrando marcacdo positiva para Ki-67 somente nas células mononucleadas e
niao observando diferenca no nimero de células no ciclo celular entre os casos
agressivos e nao-agressivos, demonstrando também que as CG ndo representam
um componente proliferativas nessas lesdes. Com relacdo a p53, raramente foi
detectada a expressdo desta proteina nas células mononucleadas. Os autores
inferiram que nao ha diferenca marcante no componente celular proliferativo

entre as LCCG.

Em 1999, Souza et al. estudaram a expressdao de Ki-67, PCNA (Antigeno
Nuclear de Proliferagcao Celular), p53 e MDM2 em LCCG e Tumor de Células
Gigantes (TCG), cujos resultados demonstraram auséncia de marcag¢ao para p53

na amostra analisada, ampla imunorreatividade para MDM2, e maior
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percentagem de células Ki-67 e PCNA positivas para os casos de LCCG. Os
autores inferiram que esses achados ndo explicam a diferenca no comportamento

biolégico entre as lesdes de células gigantes dos maxilares e TCG ossos longos.

Souza, Mesquita e Gomez (2000) analisaram expressdo imuno-
histoquimica das proteinas p53, Ki-67, PCNA e MDM2 em LCCG e LPCG, nédo
observando imunoexpressdo de p53, bem como diferenca na expressdao das
proteinas estudadas entre as LPCG e LCCG, sugerindo que a expressdao desses

marcadores pode ndo refletir o comportamento bioldégico distinto dessas lesdes.

Itonaga et al. (2003) analisaram a proliferacdo celular nas LCCG, através
da marcacdo do PCNA e observaram imunoexpressdo para este marcador somente
nas células mononucleadas de morfologia fusiforme. Além disso, essas mesmas
células também se apresentaram positivas para vimentina e RANKL. Esses
achados sugerem que o componente proliferativo das LCCG € derivado de
células mesenquimais, as quais tém capacidade para diferenciar-se em
fibroblastos/osteoblastos. Células fibroblastos/osteoblastos-like que expressam
RANKL sdo responsdveis por induzir a formacdo de células gigantes

multinucleadas.

Kauzman et al. (2004) analisaram proteinas do ciclo celular (Ciclina D1,
Ciclina B1 e Ki-67) em 29 casos de LCCG e observaram uma superexpressdao da
ciclina D1 nas células gigantes multinucleadas, ao passo que, a imunoexpressao
de ciclina Bl e Ki-67 foi restrita as células mononucleadas. Segundo esses
autores, a auséncia de expressdo da proteina Ki-67 nas células gigantes
multinucleadas indica que essas células ndo estdo proliferando, e que
superexpressdao da ciclina D1 pode estar envolvida na formacgdo das células
gigantes multinucleadas, provavelmente por estas células pararem na fase G1/S e

nao entrarem na fase M do ciclo celular.

Kruse-Losler et al. (2006) analisaram a taxa de proliferacdo celular em 26
casos de LCCG, verificando imunopositividade para Ki-67 somente nas células
mononucleadas, sendo esses casos negativos para p53. Nesse mesmo estudo, os

autores dividiram a amostra em casos agressivos (10 casos) e ndo-agressivos (16
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casos), ndo encontrando diferencas no indice de positividade do Ki-67 entre
esses grupos (positividade 4,9% nos casos agressivos e 4,2% nos nao-

agressivos).

Flérez-Moreno et al. (2008) fizeram andlise imuno-histoquimica e
citomorfométrica comparativa entre casos de LCCG e LPCG, observando que nas
lesdes centrais, os nucleos das CG sdao mais numerosos € maiores em comparagao
as nucleos das CG nas LPCG. Essa diferengca nos parametros nucleares nas CG
das LCCG pode indicar ndo somente a fusdao de macréfagos residentes e/ou
recrutados do sangue, mas também um aumento na atividade metabdlica dessas
células, o qual pode estar relacionado ao comportamento clinico mais agressivo
das lesOes centrais. Adicionando, nesse estudo, os autores evidenciaram maior
marca¢ao para macréfago (CD68) nas LCCG, o que também sugere que essa
expressdao intensa pode estar associada com alguns aspectos clinicos, tais como:
taxa de crescimento, sintomatologia dolorosa, reabsorcdo d&ssea e radicular,

devido a liberagdao de varias citocinas pelos macréfagos.

Quinderé et al. (2008) analisaram, a expressdo imuno-histoquimica dos
componentes da matriz extracelular, coldgeno IV, tenascina-C e fibronectina, em
casos de LCCG e LPCQG, evidenciando expressdao de coldgeno IV nas membranas
basais perivasculares, com diminuicdo da intensidade da marcacdo na periferia
para os centros das lesdes. Além disso, observou baixa imunoexpressdo de
tenascina-C nas membranas basais perivasculares das LPCG e diminuicdo da
marcacdo para fibronectina nas LCCG. Contudo, em conjunto, os resultados
obtidos ndo revelaram diferencas significativas na expressdao destas proteinas

entre as lesdes estudadas.

Dewsnup et al.(2008) e Susarla et al.(2009) estudaram a angiogénese,
através da densidade média da imunoexpressdo de CD34, nas LCCG agressivas e
ndo-agressivas e encontraram que os niveis de CD34 foram maiores nos casos
agressivos, sugerindo que uma elevada positividade para esse marcador pode ser
de grande valor preditivo do comportamento biolédgico mais agressivo nas

LCCQG, pois a densidade vascular apresenta-se aumentada nas LCCG agressivas.
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O tratamento das lesdes de células gigantes € varidvel. As lesdes
periféricas sdo tratadas de maneira conservadora, que consiste na excisdo
cirdrgica local (CHAPARRO-AVENDANO; AYTES; ESCODA, 2005; NEVILLE
et al., 2009; SUN et al., 2009). J4 para as lesdes centrais, tém sido descritas
inimeras modalidades de tratamento. O manejo cirdrgico geralmente ¢é a
curetagem (NEVILLE et al., 2009). Porém, atualmente, as terapias nao-
cirargicas alternativas tém sido amplamente utilizadas. Estas incluem: injecdes
de esterdides intralesionais e aplicagdes subcutaneas de calcitonina ou
interferon-oo (KABAN et al., 2002; POGREL, 2003; FARRIER et al., 2006;
VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006b; KABAN et al., 2007).

As LCCG devem ser consideradas lesdes dinamicas, nas quais o tratamento
terapéutico deve ser ajustado com a evolucdo da lesdo. Vered, Buchner e Dayan
(2006b) sugeriram que a marcag¢do imuno-histoquimica para receptores de
calcitonina e glicocorticéide pode servir como ferramenta pratica e confidvel
para selecdo do agente terapéutico adequado para tratamento dessas lesdes,

principalmente naqueles casos recorrentes.

2.2 REABSORCAO OSSEA

2.2.1 Consideracoes gerais

A reabsorcdo O6ssea € um processo de miultiplas etapas, altamente
coordenado, iniciando-se com a proliferacdo de precursores dos osteoclastos
imaturos, seguindo com a diferenciacdo e maturacdo desse tipo celular, e
finalmente a degradacdo das matrizes organicas e inorganicas do tecido dsseo

(TEITELBAUM, 2000; TAY et al., 2004).

O osteoclasto é uma célula multinucleada, derivada de células precursoras
hematopoiéticas pertencentes a familia mondcito/macréfago, sendo a principal,
sendo exclusiva, célula responsdvel pela reabsor¢cdo 6ssea (YASUDA et al.,

1998; TEITELBAUM, 2000; GALLAGHER, 2008). Virias citocinas e fatores de
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crescimento sdo cruciais para diferenciacdo e maturacdo dessa célula. Dentre
esses, podemos citar as interleucinas (IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, IL-15, IL-17, IL-
18), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e Fator Estimulante de Col6nia de
Monécitos (M-CSF). Esses fatores atuam pela estimulagdao das células
progenitoras de osteoclastos ou participando em um sistema pardcrino, no qual
os osteoblastos e células da medula Ossea estdo fortemente envolvidos. Este
sistema pardcrino é essencial para o metabolismo do osso e seus mediadores
incluem as moléculas RANK (Receptor Ativador do Fator Nuclear kappa B),
ligante para RANK (RANKL) e OPG (Osteoprotegerina). Quando o RANK liga-
se ao seu ligante especifico, inicia-se a osteoclastogénese (LACEY et al., 1998;
KUMAR; FAUSTO; ABBAS, 2005; GALLAGHER, 2008; ANANDARAJAH,
2009).

Muitos hormodnios e citocinas tém sido relacionados direta ou
indiretamente na osteoclastogénese (LIU; YU; LI, 2003). Fatores locais e
sistémicos, como: vitamina D, Paratormdnio (PTH), prostaglandinas E, estdo
envolvidos na osteoclastogénese (TSUDA et al., 1997; HOFBAUER;
HEUFELDER, 2001). Recentemente, membros da superfamilia do TNF: RANK,
RANKL e OPG foram identificados (SIMONET et al., 1997; TSUDA et al., 1997;
YASUDA et al., 1998; LACEY et al., 1998; HSU et al., 1999).

RANK é um membro da superfamilia do receptor do Fator de Necrose
Tumoral, que se associa intracelularmente com Fatores associados com receptor
TNF (TRAFs) (HSU et al., 1999; TEITELBAUM, 2000). O dominio intracelular
do RANK contém dois sitios de ligagcdo, em que cada um reconhece proteinas
TRAFs especificas, como TRAF2, TRAF5 e TRAF6 (HSU et al., 1999). O RANK
€ expresso na superficie dos osteoclastos e seus progenitores, células dendriticas

e células T ativadas (BURGESS et al., 1999; DOUGALL et al., 1999).

RANKL, também conhecido como OPGL (Ligante da Osteoprotegerina) ou
ODF (Fator de Diferenciagcdao dos Osteoclastos), é um peptideo de 317
aminodcidos, que existe em duas formas: a mais comum, com 40-45 kDa, a forma

ligada a membrana, e a outra com 31kDa, a forma soldvel. Ligante do RANK
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também € um membro da familia do TNF, sendo considerada a mais importante
citocina envolvida em vdrios estdgios da reabsorcdo 6ssea. Elevados niveis de
RNAm do RANKL tém sido identificados nos tecido 6sseos € medula 4ssea, bem
como nos tecidos linféides (linfonodos, timo e baco) (TEITELBAUM, 2000;
KHOSLA, 2001; ATKINS et al., 2006; GALLAGHER, 2008).

RANKL ¢ uma proteina necessdria e importante na osteoclastogénese, pois
liga-se ao RANK presente na superficie dos pré-osteoclastos e osteoclastos,
induzindo a diferenciacdao das células progenitoras 6sseas, bem como estimula a
atividade dos osteoclastos maduros. RANKL ¢é necessdario para induzir a
expressdao de genes que especificam a linhagem osteocldstica, incluindo os genes
que codificam a Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP), catepsina K e
receptor para calcitonina, conduzindo assim para o desenvolvimento de
osteoclastos maduros (LACEY et al., 1998; BURGESS et al., 1999;
KARTSOGIANNIS et al., 1999; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001; BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003 al.; LAU et al., 2005).

RANK medeia os efeitos do RANKL na osteoclastogénese. A ativac¢do do
RANK através do seu ligante, RANKL, é seguida pela sua interacdo com
membros da familia do receptor associado ao TNF e ativacdo do fator nuclear kB
(KHOSLA, 2001), a cascata de sinalizacdo envolve a ativacdo do fator nuclear
kB, bem como c-jun e via Akt/PKB (HOFBAUER; HEUFELDER, 2001,
ANANDARAJAH, 2009). Interacao entre o RANKL, expresso nas células
mesenquimais/osteoblastos, com o RANK, presente nos precursores dos
osteoclastos, € essencial para a osteoclastogénese (YASUDA et al., 1998; HSU
et al., 1999; KONG et al., 1999). A ativacdo do RANK pela ligacdo com o
RANKL induz a osteoclastogénese, aumentando o rearranjo do citoesqueleto da

célula multinucleada, suficiente para iniciagcdo da reabsorcdo 6ssea (BURGESS

et al., 1999; DOUGALL et al., 1999; HSU et al., 1999).

Trabalhos iniciais envolvendo RANKL, como o de Kong et al.(1999),
observaram em ratos, com muta¢ao no gene RANKL(OPGL-), o desenvolvimento

de osteopetrose, além de auséncia na erup¢do dentdria nestes animais, sugerindo
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que a falha na erupc¢do dos dentes ocorreu devido a diminui¢do da reabsorcao
dssea, ndo propiciando o espaco requerido para a movimentac¢do dentdria. Nesse
mesmo estudo, analisando histologicamente as laminas do experimento, oOs
autores ndo evidenciaram células que exibissem morfologia de osteoclasto,
inferindo a absoluta dependéncia da expressio do RANKL na maturacio e

diferenciacdo dos osteoclastos.

Rani e Macdougall (2000), através de estudo com cultura de células de
odontoblastos e células da polpa indiferenciadas, detectaram por RT-PCR (PCR
Real Time) a expressio de RNAm de OPG e RANKL em células da polpa
dentdria e odontoblastos, mostrando que essas células também expressam os

fatores estimulador e inibidor da osteoclastogénese e reabsorcao dssea.

Além da sua funcdo na osteoclastogénese, o RANKL também é encontrado
nos tecidos linféides . Ele é expresso por células T ativadas (Linfécitos T), bem
como ativa as células dendriticas, sugerindo que essa molécula exerce um
importante papel nos sistemas imunoldgico e esquelético (YASUDA et al., 1998;

DOUGALL et al. 1999; KONG et al., 1999; STOLINA et al., 2003).

A interacdo entre RANK-RANKL ¢é necessdria para a diferenciagcdo do
sistema imune. Estudos tém demonstrado que ratos com deficiéncia de RANKL
ou RANK apresentam prejuizo no desenvolvimento das células T e B, bem como
o ndo desenvolvimento dos nodos linféides periféricos, sendo RANKL um fator
de diferenciacdo dos precursores das células B e T, além da ativacdo destas

(DOUGALL et al., 1999; KONG et al., 1999).

Dois grupos de pesquisadores, em estudos independentes, identificaram
uma proteina que bloqueava a osteoclastogénese, denominando-a de
Osteoprotegerina ou OPG, isto €, proteina protetora do osso, tendo também como
sindnimo Fator Inibidor da Osteoclastogénese (OCIF) (SIMONET et al., 1997;
TSUDA et al., 1997). OPG é um receptor solivel, membro da familia do
Receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNFR), que pode Iligar-se
competitivamente ao RANKL, impedindo a interacdao entre o RANK e RANKL,

bloqueando as funcdes do RANKL na osteoclastogénese, inibindo assim, a
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formacdo dos osteoclastos e a reabsor¢cdao 6ssea (SIMONET et al., 1997; TSUDA
et al., 1997; YASUDA et al., 1998; BURGESS et al., 1999; KARTSOGIANNIS
et al., 1999; HUANG et al., 2000; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001;
SCHOPPER; PREISSNER; HOFBAUER, 2002; BOYLE; SIMONET; LACEY,
2003).

OPG € uma proteina solivel produzida por diversos tecidos, incluindo
tecido 6sseo, pulmio, coracgao, figado, rins, intestinos, estomago e glandula
tire6ide. Porém, até entdo, sé estd bem estabelecida a fun¢ao desta proteina no
tecido 6sseo, permanecendo obscura sua funcdo nestes outros tecidos (KHOSLA,
2001). OPG inibe o desenvolvimento dos osteoclastos, regulando a
osteoclastogénese (TSUDA et al., 1997). OPG anula o efeito do RANKL, tanto
ligado a membrana, como a forma solivel (YASUDA et al., 1998; KHOSLA,
2001) (Figura O1).

Upstream
pro-resorptive
cytokines

PRE-OSTEOBLAST/
STROMAL CELL

OSTEOCLAST
PRECURSOR

MATURE
OSTEOCLAST

Differentiation
& Activation

Figura 01. Regulacdo da osteoclastogénese através das moléculas

RANKL-RANK-OPG (Retirado e adaptado de Khosla, 2001).
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Desequilibrio entre a atividade dos osteoblastos e osteoclastos pode
originar uma variedade de alteracdes Osseas, resultando em anormalidades
esqueléticas caracterizadas pelo aumento da massa Ossea (osteopetrose) ou
diminui¢cdo do tecido 6sseo (osteoporose) (KONG et al., 1999). Tem sido
descrito que superexpressio de OPG bloqueia a maturacdo dos osteoclastos,
levando ao desenvolvimento de osteopetrose em ratos, bem como a delecdo de
OPG resulta no aumento da remodelagcdao dssea, induzindo o desenvolvimento de
osteoporose (SIMONET et al., 1997; WAGNER; KARSENTY, 2001;
HOFBAUER; HEUFELDER, 2001; ANANDARAJAH, 2009).

A identificacdo do sistema RANK/RANKL/OPG como mediador final da
osteoclastogénese representou um grande avanco no estudo da biologia dssea
(KHOSLA, 2001). Tem sido proposto que a concentracio de RANKL e OPG no
meio ambiente 6sseo pode determinar o potencial osteoclastico local (HUANG et
al., 2000), pois a expressdo de RANKL e OPG € coordenada para regular a
reabsorcdo e densidade 6ssea, por controlar o estado de ativagcao dos osteoclastos
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; ANANDARAJAH, 2009). Assim,
atualmente € reconhecido que pesquisas que envolvam reabsor¢do 6ssea, devam
analisar o sistema RANK-RANKL-OPG (GALLAGHER, 2008), pois essas
moléculas sdo fatores chaves na regulacdo do metabolismo 6sseo (HUANG et al.,

2000; CROTTI et al., 2003; TAY et al., 2004; ANANDARAJAH, 2009).

Alguns estudos foram realizados analisando estes fatores envolvidos na
reabsorcdo 6ssea (RANKL, RANK e OPG) em diversas lesdes odontogénicas e
outros processos patoldogicos da cavidade oral (CROTTI et al., 2003; ITONAGA
et al., 2003; LIU; YU; LI, 2003; KUMAMOTO e OOYA, 2004; TAY et al., 2004;
TOBON-ARROYAVE et al., 2005; MENEZES et al., 2006; VERNAL et al.,
2006; BOSTANCI et al., 2007; SILVA et al., 2008; ANDRADE et al., 2008).

Crotti et al. (2003) estudaram a expressdao dos mediadores de reabsorcido
RANKL e OPG em tecido de granulacdo adjacente a perda 6ssea de pacientes
com periodontite e observaram maior expressao do RANKL nos tecidos de

pacientes com periodontite comparado aos tecidos sem essa doenca, ao passo que
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OPG foi significativamente menor. Frente a esses resultados, os autores
concluiram que alteracdes nos niveis desses reguladores de diferenciacdo dos
osteoclastos podem exercer um importante papel na perda Oéssea vista em

pacientes com periodontite.

Tay et al. (2004) avaliaram a expressio de RANKL e TRAP em lesdes
osteoliticas dos maxilares, incluindo cistos dentigeros, radiculares, tumor
odontogénico ceratocistico e ameloblastomas, detectando a expressao do RANKL
em todos os casos da amostra. Esses pesquisadores sugeriram que citocinas
inflamatérias produzidas pelas lesdes osteoliticas causam a superexpressdo de
RANKL nos osteoblastos e células estromais, enaltecendo que a presenca de
RANKL ¢é requerida para osteoclastogénese nessas lesdes do complexo

maxilofacial.

As expressdes de RANKL e OPG foram analisadas por Kumamoto e Ooya
(2004) em germes dentdrios e ameloblastomas, verificando maior expressio
destas proteinas nas células mesenquimais que nas células epiteliais tumorais.
Além disso, as células epiteliais dos ameloblastomas demonstraram menor
expressdo de RANKL e OPG comparadas as células dos germes dentdrios. Assim,
os autores concluem que as expressdes de RANKL, OPG e Proteina relacionada
ao Paratormdnio (PTHrP) podem agir localmente na regulacio do metabolismo
0sseo e no dinamico processo de desenvolvimento dentdrio. Em ameloblastoma ¢
provavel que essas moléculas também possam estar envolvidas na diferenciacao

das células tumorais, bem como na destruicdo do tecido dsseo.

Menezes et al. (2006), estudaram a imunoexpressdo de RANKL e OPG em
granulomas e cistos periapicais, detectando uma razdo de células RANKL
positivas maior que as OPG positivas nos dois grupos analisados, sendo essas
proteinas expressas nas células mononucleares CD68 positivas, bem como nas
células epiteliais do revestimento cistico. Os autores concluiram que a presenca
dessas proteinas sugere fortemente o envolvimento do produto desses genes no

desenvolvimento das lesdes periapicais.
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Vernal et al. (2006) analisaram o nivel do RNAm de RANKL em
granulomas periapicais e observaram uma maior expressdo génica de RANKL
nos granulomas em comparacdo com tecido periodontal normal (ligamento
periodontal), sugerindo que o RANKL estd envolvido na perda 6ssea relacionada
com as lesdes periapicais. Nesse mesmo estudo, os autores determinaram por
citometria de fluxo que os mondcitos e as células dendriticas foram as principais
células que sintetizaram RANKL nos granulomas. Entdo segundo esses autores,
métodos que controlem a atividade de RANKL podem constituir, no futuro,

ferramentas para o tratamento das lesdes periapicais.

No estudo de Bostanci et al. (2007), realizado com individuos sauddaveis e
com doencga periodontal (gengivite, periodontite crdnica, periodontite agressiva
generalizada e periodontite cronica associada a terapia imunossupressora), foram
avaliados os niveis de RANKL e OPG no fluido crevicular por meio do teste
ELISA (Ensaio Imunoenzimédtico). Os pesquisadores detectaram baixos niveis de
RANKL e OPG no grupo de individuos sauddveis e com gengivite, mas houve um
aumento de RANKL nas trés formas de periodontites, sem diferenca entre os
grupos de periodontites cronica e agressiva. A razio RANKL/OPG foi
significativamente mais elevada nos trés grupos de periodontite comparados com
o grupo de individuos sauddveis e com gengivite, assim, essa razdo relativa
similar nas trés formas de periodontite, pode, portanto, predizer a ocorréncia da

doenca.

Kawashima et al. (2007) analisaram a expressio do RNAm de RANK,
RANKL, OPG, IL-1 e TNF por RT-PCR em lesdes periapicais induzidas em ratos
e observaram uma superexpressdao de RANKL nos estdgios de inicio e progressao
da doenca (com pico em 2-3 semanas). Concomitante a esse achado, a expressao
das citocinas inflamatérias também aumentou nesse estigio, sugerindo o efeito
sinérgico do RANKL e das citocinas proinflamatdrias estudadas, sinalizando a

progressdo das lesdes periapicais.

Comparando a expressdao imuno-histoquimica do RANK, RANKL e OPG

entre ameloblastoma, tumor odontogénico ceratocistico e cisto dentigero, Silva



46

et al. (2008) verificaram maior marcacdo dessas proteinas nos casos de
ameloblastomas sélidos (75%) e unicisticos (62,5%), sendo o nimero de células
RANKL positivas maior que OPG positivas. Esses resultados indicam que
diferencas na expressdo desses fatores podem contribuir para atividade

diferenciada na reabsor¢do 6ssea e dentdria entre as lesdes estudadas.

Andrade et al. (2008) pesquisaram a expressdo dos reguladores da
reabsorcdo 6ssea em tumores odontogénicos e encontraram imunoexpressdao das
proteinas RANK, RANKL e OPG em todos os espécimes da amostra analisada,
tanto nas células epiteliais como estromais. A maioria dos casos de tumor
odontogénico cistico calcificante e tumor odontogénico adenomatdide exibiu
maior expressiao de OPG que RANKL, ao passo que muitos dos casos de tumor
odontogénico epitelial calcificante, fibroma amelobldstico e mixoma
odontogénico demonstraram imunoexpressdo maior do RANKL que do seu
inibidor. Os autores inferiram que as células constituintes dos tumores
odontogénicos expressam os reguladores chaves do metabolismo 6sseo e que
essas podem modular localmente a destrui¢do do tecido Osseo associada aos

tumores.

Chuang et al. (2009) estudaram a expressdo imuno-histoquimica de
RANKL, RANK e OPG em Carcinoma de Células Escamosas orais (CEC) e
observaram a imunoexpressdo dessas proteinas nos casos de CEC com e sem
invasdo d6ssea, exibindo marcac¢ao diferente do epitélio da mucosa oral normal,
pois este ndo demonstrava expressio de RANK. Diante desses resultados,
especula-se que durante a carcinogénese oral ocorre uma superexpressdao de
RANK, sugerindo o valor potencial das moléculas RANK/RANKL/OPG como

biomarcadores do ciancer oral.

2.2.2 Fatores de reabsorciao em lesdoes de células gigantes

Fatores de reabsorcdo o&ssea tém sido estudados em varios tumores
osteoliticos que contém células gigantes (HUANG et al., 2000; ATKINS et al.,
2000; ATKINS et al., 2001; LIU; YU; LI, 2003; ITONAGA et al., 2003;
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MORGAN et al., 2005, TOBON-ARRAYAVE et al., 2005; ANANDARAJAH,
2009).

Huang et al. (2000) analisaram os niveis de RNAm de OPG, RANK e
RANKL por hibridizacdo in situ e RT-PCR em Tumores de Células Gigantes
(TCG) dos ossos longos e detectaram que RNAm OPG foi expresso amplamente
nos trés tipos celulares que compdem essas lesdes, sendo os transcritos de
RANK detectados nas células mononucleares ovdides e nas células gigantes,
enquanto que RANKL foi observado principalmente nas células mononucleares
de morfologia fusiforme e ausente nas células gigantes. Além disso, nesse
estudo, os autores evidenciaram uma proporcdo de RANKL/OPG maior nos

tumores estudados que no tecido 6sseo normal.

Atkins et al. (2000) detectaram que as células dos TCG dos ossos longos
exibiam uma maior propor¢do de RANKL que OPG quando comparados com
outros tumores osteoliticos dos ossos, inclusive osteoblastoma e sarcoma

osteogénico esclerotico.

Atkins et al. (2001) estudaram a expressio do RNAm de RANKL, OPG e
RANK em TCG dos ossos longos, no qual observaram a expressio de RANKL no
citoplasma e membrana plasmadtica das células mononucleadas, enquanto RNAm
de OPG foi detectado nas células mononucleadas e multinucleadas, ao passo que
RANK foi evidenciado apenas no componente celular multinuclear. Esses dados
indicam que os processos de formacgdo e ativacdo dos osteoclastos nos TCG sido

promovidos via sistema RANKL.

Itonaga et al. (2003) analisaram o fendtipo das células gigantes
multinucleadas, bem como a expressio de RANKL e OPG em LCCG, observando
imunopositividade para RANKL nas células mononucleares estromais e que OPG
inibiu marcadamente a formacdo das células gigantes multinucleadas, bem como
a reabsorcdo Ossea. Com esses achados, os autores inferiram que as células
gigantes presentes nessas lesdes sdo osteoclastos-like, originadas de precursores

monocitico-macrofdgicos, os quais se diferenciam em osteoclastos sob influéncia
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das células mononucleares lesionais expressando RANKL, sendo assim

responsdveis pela ostedlise nesses tumores.

Li, Yu e Li (2003), analisaram a expressio do RNAm de RANKL, RANK
e OPG em lesdes contendo células gigantes multinucleadas (LCCG, LPCQG,
Querubismo e cisto 4sseo aneurismdtico), encontrando positividade para o
RANKL, principalmente nas células mononucleares fusiformes e auséncia nas
células gigantes multinucleadas, enquanto RANK foi observado nas células
mononucleares ovdides e nas células gigantes. Com relacdo a OPG, todos os
tipos celulares estudados foram positivos. Os autores sugeriram que O
mecanismo pelo quais as células multinucleadas induzem a reabsor¢cdo Ossea
nessas lesdes ocorre devido a ligacio RANK/RANKL, semelhante a
osteoclastogénese normal, nas quais as células multinucleadas expressam
caracteristicas fenotipicas de osteoclastos e que RANKL/OPG exercem

importante papel na formacdo das CG em todas essas lesoes.

Tobon-Arroyave et al. (2005) avaliaram a expressdao do RANK, receptor
para calcitonina (CTR) e receptor para glicocorticéide (GR) em LCCG
agressivas e ndo-agressivas, mostrando marcac¢do de intensidade moderada a
forte para RANK nas células multinucleadas e mononucleadas de formato
ovoide. As células estromais fusiformes ndo exibiram imunorretividade para tal
marcador, e ndo se observou diferenca na expressdo desse marcador entre as
formas clinicas das LCCG. Nesse trabalho, os autores sugeriram que o
mecanismo pelo quais as células mononucleadas e CG induzem a reabsorc¢do
0ssea € similar ao encontrado na osteoclastogénese do tecido 6sseo normal,
através da ligacdo RANK/RANKL. Assim, qualquer agente terapéutico que iniba
a interag¢dao entre essas moléculas, como OPG, pode ser utilizado no tratamento

das lesdes centrais de células gigantes.

Houpis et al. (2009) analisaram a expressdo de peptideo relacionado ao
Paratormonio (PTHrP) e seu receptor, designado Receptor do Paratormdnio do
tipo 1 (PTHR1) entre casos de LCCG e LPCG, demonstrando que nessas lesdes,
células PTHrP positivas ativam osteoblastos PTHR1 para produzirem RANKL,
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que, por sua vez, interage com RANK, induzindo a osteoclastogénese através da

via classica RANK/RANKL.

Pesquisas tém sido desenvolvidas no intuito de melhor compreender o
comportamento bioldégico das lesdes osteoliticas, propiciando diversas
possibilidades terap€uticas para essas lesdes (ANANDARAJAH, 2009).
Caracterizacdo do perfil molecular das células nos TCG tem demonstrado
positividade para os fatores de reabsor¢ao 6ssea RANK/RANKL/OPG nas células
tumorais, inclusive expressdo de RANKL nas células gigantes multinucleadas.
Aponta-se que essas moléculas podem ser alvos terapéuticos para o tratamento

dessa patologia (MORGAN et al., 2005).

Apesar da semelhanca histolégica, as LCCG e as LPCG apresentam
comportamento clinico diferente. Até entdo, ndo hd nenhum trabalho descrito na
literatura comparando a expressdo imuno-histoquimica dos marcadores de
reabsorcdo OGssea entre essas lesdes. Se esse comportamento bioldgico
diferenciado € influenciado por esses fatores, ainda ndo estd completamente

elucidado.
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3 PROPOSICAO

O propésito desse estudo foi comparar a expressdo imuno-histoquimica
dos marcadores de reabsor¢cdao 6ssea (RANK, RANKL e OPG) entre lesdes
centrais e periféricas de células gigantes, com o intuito de fornecer subsidios
para melhor compreensdo do diferente comportamento bioldgico dessas entidades
patolégicas, bem como entre as diferentes formas de apresentacdo clinica das

LCCG.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 IMPLICACOES ETICAS:

A presente pesquisa foi submetida a apreciacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e obteve o

parecer favordvel sob o nimero: 188/2008, constante no anexo 1.

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo consistiu de uma avaliacdo morfoldgica descritiva, bem
como andlise comparativa por intermédio de estudo imuno-histoquimico da
expressao das proteinas de reabsorcdo 6ssea (RANK, RANKL e OPG) entre casos
de LCCG e LPCG.

4.3 POPULACAO

A populacdo alvo foi constituida por todos os casos de LCCG e LPCG
emblocados em parafina obtidos dos arquivos dos Laboratérios de Anatomia
Patol6égica da Disciplina de Patologia Oral do Departamento de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte e da Universidade de Fortaleza

(UNIFOR), durante o periodo de janeiro de 2000 a junho de 2008.

4.4 AMOSTRA

Para o presente trabalho foram selecionados 31 casos de LCCG e 30 casos

de LPCG dos laboratdrios de anatomia patoldgica supracitados.

De acordo com as suas caracteristicas clinicas, os casos de LCCG foram
classificados em agressivos e ndo-agressivos, conforme os critérios descritos por
Chuong et al. (1986). Esses critérios consistiam em: Sintomatologia dolorosa,
taxa de crescimento, reabsorc¢ado radicular, perfuracdo cortical 6ssea e historia de

recorréncia.
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4.5 CRITERIOS DE SELECAO DA AMOSTRA
4.5.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo espécimes que tenham sido diagnosticados
histopatologicamente como Lesao Central de Células Gigantes e Lesao Periférica
de Células Gigantes, bem como contendo quantidade suficiente de material
disponivel nos blocos de parafina para andlise, independente do tipo de bidpsia
(incisional ou excisional). Os casos selecionados deveriam apresentar as fichas
clinicas devidamente preenchidas para anotacdo dos dados clinicos de interesse
para realizacdo do estudo (Sexo, idade, localizacdo da lesdo, sintomatologia,

tempo de evolucgdo, tamanho da lesdo e dados radiograficos).

4.5.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos da amostra os casos que apresentavam quantidade
insuficiente de material, tanto para estudo morfolégico como para andlise imuno-
histoquimica, bem como os casos que ndo continham os seus respectivos
prontudrios completos. Além disso, para os casos de LCCG foram excluidos os
casos de pacientes com hiperparatireoidismo, por investigacdo soroldgica dos
niveis de hormoénio paratireoideano (PTH), bem como os casos com terapéutica

medicamentosa prévia.

4.6 ESTUDO MORFOLOGICO

Os espécimes referentes aos casos foram submetidos a cortes histoldégicos
de Sum de espessura, corados pela técnica da Hematoxilina/Eosina(H/E) e
analisados a microscopia de luz. A observacdao das diversas caracteristicas

microscépicas foi descritiva.
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4.7 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Os espécimes fixados em formol a 10% e posteriormente emblocados em
parafina foram submetidos a cortes de 3 um de espessura e montados em laminas
de vidro previamente preparadas com adesivo a base de organosilano (3-
aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA). Os
cortes foram submetidos aos anticorpos anti-RANK, anti-RANKL e anti-OPG. A
técnica imuno-histoquimica empregada foi a da estreptoavidina-biotina (LSAB
Labeled streptavidin biotin; Dako, Glostrup, Dinamarca). Essa consistiu nos

seguintes passos:
- Xilol 1T (30 minutos) - 59°C
- Xilol 2 (20 minutos) — Temperatura Ambiente (TA)
- Alcool absoluto I — 5 minutos — TA
- Alcool absoluto II — 5 minutos — TA
- Alcool absoluto III — 5Sminutos — TA
- Alcool 95° GL - 5 minutos — TA
- Alcool 80° GL - 5 minutos — TA
- Hidré6xido de amoé6nia em etanol 95° GL (10 minutos) — TA
- Lavagem em 4agua corrente - 10 minutos
- Agua destilada (02 passagens) — 05 minutos cada
- Per6xido de hidrogénio a 10 volumes (02 passagens) — 15 minutos cada
- Agua corrente — 10 minutos
- Agua destilada (02 passagens) — 05 minutos cada

-Incubacdo em TRIS-HCL, pH 7,4 (tris-hidroximetil-aminometano, Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) (02 passagens) — 05 minutos cada

- Recuperacdo antigénica: Citrato pH6 por 10 minutos na panela Pascal
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- Incubacdo dos anticorpos primérios: Anti-RANK, anti-RANKL e anti-

OPG conforme a otimizac¢do da técnica (Quadro 1)
- Lavagem em TRIS-HCL, pH 7,4.
- Incubacdao em TRIS-HCL, pH 7,4 (02 passagens — 05 minutos cada).

- Incubacdo do anticorpo secunddrio Biotinylated link (Kit Santa Cruz

Cytomation LSAB+ System-HRP) durante 30 minutos
- Lavagem TRIS-HCL, pH 7,4
- Incubacao TRIS-HCL, pH 7,4 (02 passagens — 05 minutos cada).

-Incubacdo do complexo estreptoavidina HRP (Kit DAKO Cytomation
LSAB+ System-HRP) durante 30 minutos - TA

- Lavagem TRIS-HCL, pH 7.,4.
- Incubacao TRIS-HCL, pH 7,4 (02 passagens — 05 minutos cada).

- Incubacdo em solucdo cromégena preparada em 25 a 30 mg de
diaminobenzidina (93,3-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
USA) diluida em 100 ml de TRIS-HCL, acrescida de 1,2 ml de perdéxido de

hidrogénio a 10 volumes, durante 03 minutos em camara escura.
- Agua corrente — 10 minutos
- Agua destilada (02 passagens) — 05 minutos cada
- Contracoloragdo com hematoxilina de Mayer — 10 minutos -TA
- Agua corrente — 10 minutos
- Agua destilada (02 passagens) — 05 minutos cada
- Desidratacdo
- Diafanizacéo

- Montagem da laminula em resina Permount® (Fischer Scientific, Fair

Lawn, NJ, USA).
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Quadro 1- Clone, especificidade, dilui¢do, tratamento de recuperacdo e tempo

de incubacdo dos anticorpos utilizados.

Clone Especificidade | Diluicao Recuperacao antigénica Incubacao
C-20 (sc-7625)* RANK 1:200 Cltr;:: f:i:::;:cal Overnight
Citrato pH6,0- Pascal Overnight
N-19(sc-7628)* RANKL 1:200 por 10 minutos
Citrato pH6,0- Pascal Overnight
N-20(sc-8468)* OPG 1:200 por 10 minutos

* Santa Cruz Biotechnology

4.8 ANALISE DA MARCACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Foi feita andlise quantitativa da marcacdo imuno-histoquimica dos
anticorpos em todos os espécimes incluidos na amostra. O pardmetro consistiu na
positividade da marcacdo, sendo consideradas positivas as células que exibiram
coloracdao acastanhada no citoplasma, independente da intensidade. Verificada a

imunomarcac¢do, calculou-se as médias de marcagdo dos anticorpos em estudo.

Para a andlise das proteinas RANK, RANKL e OPG, sob aumento total de
400x, foram capturadas imagens em 10 campos de cada um dos casos, por meio
de maquina fotografica digital OLYMPUS E-330 (Olympus Corporation- Tokyo,
Japan), acoplada ao microscépio OLYMPUS CX41 Olympus Corporation- Tokyo,
Japan). As imagens obtidas foram analisadas, por meio do programa Image J
(Image and Processing Analysis in Java- Rasband, W.S., ImagelJ, National

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-

2004), por um unico observador, em momentos distintos.

A andlise da expressdo das proteinas RANK, RANKL e OPG foi feita por
meio de contagem das células imunomarcadas, nos 10 campos fotografados,
levando-se em consideracdo, separadamente, as células mononucleadas e
multinucleadas (Adaptado de Liu; Yu; Li, 2003). Em posse desses dados, foram

obtidos os numeros médios de células mononucleadas e multinucleadas
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imunomarcadas, bem como o total de células positivas, para cada caso

(Apéndices 1, 2 e 3).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram utilizados para construcdo do banco de dados
em uma planilha de Excel, os quais foram posteriormente transferidos para
software SPSS 17.0 para ambiente Windows, que foram submetidos a testes

estatisticos adequados, a fim de testar as hipdteses levantadas.

O teste de Mann-Whitney foi empregado para verificar a existéncia de
diferenca entre a expressdo dos fatores de reabsor¢cdao 6ssea RANK, RANKL e
OPG para cada tipo celular entre as LCCG e LPCG, bem como a diferenca na
expressdao desses marcadores e o tamanho das lesdes (categorizados conforme a
mediana). Para avaliar a associacdo entre a propor¢dao RANKL/OPG entre os
casos de LPCG e LCCG, empregou-se o teste qui-quadrado. J4 para a andlise da
imunoexpressdao dos marcadores e as LPCG e LCCG, conforme sua agressividade

empregou-se os testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

No sentido de verificar a existéncia de correlacdo entre a expressdao dos
marcadores RANK, RANKL e OPG entre si e com o tamanho das lesdes, optou-

se pela realizacdo do coeficiente de correlagdo de Spearman.

Todos os testes foram realizados tomando como base o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO GERAL DA AMOSTA

Da amostra analisada, as Lesdes Periféricas de Células Gigantes provieram
de pacientes com idade média de 37,93+19,10 anos, tendo como idade minima 05
anos e maxima, 70 anos. Nesse tipo de lesdao, houve uma discreta predominancia
em pacientes do sexo masculino com 16 casos (53,3%), sendo a maioria das
lesdes assintomdticas, perfazendo 70% dos casos. Quanto a localiza¢cdo, ambos
os maxilares foram equivalentemente acometidos (13 casos em cada) (Figura 02),
sendo a regido anterior com 14 casos (46,7%) mais prevalente que a regido
posterior com 07 casos (23,3%). Em 09 casos (30%), a regido da lesao ndo foi
informada, em virtude do preenchimento inadequado das fichas clinicas.
Radiograficamente, 23 casos de LPCG ndo exibiam imagem radiografica (76,7%)
e 07 casos (23,3%) demonstraram uma rarefacdo 6ssea superficial. O tamanho
médio das LPCG foi de 2,05+1,08 cm, com o tamanho minimo de 0,5 cm e

maximo de 5 cm.

Com relacdo as LesOes Centrais de Células Gigantes, a média de idade dos
pacientes desse grupo de lesdao foi de 23,29+13,35, tendo como idade minima 05
anos e méaxima, 58 anos. Quanto ao sexo, 17 casos provieram de pacientes do
sexo feminino (54,8%) e 14 do sexo masculino (45,2%), apresentando como
principal sitio de acometimento a mandibula (58,1%) (Figura 02) e havendo
predilecdo pela regido posterior com 14 casos (45,2%) em relagdo a anterior (09
casos- 29%), apresentando 08 casos sem informag¢do correspondente a
localizagcdo (25,8%). Quanto a sintomatologia dolorosa, 13 casos foram
assintomaticos (41,9%), enquanto 10 casos (32,3%) apresentaram sintomatologia
dolorosa e 08 casos ndo faziam referéncia a presenca de dor (25,8%). Os dados
radiogridficos demonstraram que houve maior freqiiéncia de lesdo radioldcida
unilocular com 14 casos (45,2%) (Figura 03). As LCCG tiveram como tamanho

médio 3,55+3,63 cm, tendo como tamanho minimo 0,5 cm € 8 cm, 0 maximo.
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Figura 02. Distribuicdo dos casos de Lesdo de células gigantes de acordo com a

localizacdo das lesdes. Natal/ RN, 2010.

ORadiolucida unilocular

OSeminformacao

Figura 03. Distribuicio dos casos de Lesdes centrais de células gigantes

segundo a imagem radiografica. Natal/ RN, 2010.

Dos 16 casos de LCCG ndo-agressivas, a média de idade nesse grupo foi

de 25,87+15,33, tendo como idade minima e maxima de 7 anos e 58 anos,

respectivamente, distribuidos igualmente entre os sexos feminino e masculino

(08 casos para cada). No que se refere ao sitio anatdmico, 10 casos acometeram

a mandibula (62,5%) e 06 a maxila (37,5%), localizando-se 08 casos na regido

posterior (50%), 05 na regido anterior (31,3%) e 03 sem descri¢cdo da localizacdo

anatomica (18,8%). Quanto a sintomatologia, 50% eram assintomadticos, com 02
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casos sintomadticos (12,5%) e 06 (37,5%) sem descricdo de sintomatologia
dolorosa. O aspecto radiogrdfico predominante foi de lesdo radioldcida
unilocular com 09 casos (56,3%), 12,5% com radiolucidez multilocular,
equivalente a 02 casos e 01 caso (6,3%) exibindo lesdo radiolicida com focos
radiopacos (mista) (Figura 04). O tamanho médio das lesdes nesse grupo foi de
3,78+2,11 cm, com o tamanho minimo de 0,5 cm e maximo de 8 cm. Ressalta-se
que o maior tamanho das LCCG foi evidenciado nesse grupo, pois a classificacdo

de Choung et al.(1986) nao baseia-se no tamanho da lesdo.

No grupo das LCCG classificadas como agressivas, a idade média foi de
20,53+10,68, tendo como idade minima 05 anos e maxima, 42 anos, com
predominio dos casos no sexo feminino (60%). Quanto a localiza¢dao, houve uma
discreta predilecdo pela mandibula, com 08 casos (53,3%) em relagcdo a maxila
(46,7%), sendo 06 casos localizados na regido posterior, 04 na regido anterior
(26,7%) e 05 sem descri¢cdo. Radiograficamente, 05 casos revelavam uma lesao
radioldcida unilocular (33,3%), 02 lesdes multiloculares (13,4%), 03 lesdes
radiolicidas com focos radiopacos (mistas)(20%) e em 5 casos ndo haviam
informacdes radiograficas (Figura 04). As lesdes de células gigantes agressivas
tiveram como tamanho médio 3,27+1,65 cm, tendo como minimo de 2 cm e o

tamanho maximo de 7cm.

9
(56,7%%)

5
(33,3%%)

5 ®m Radiolicidaunilocular
(33,3%%) . . .
= Radiolicida multilocular
Lesdo Mista

3
(200 Sem Informagdo

2
(13,4%4)

LCCG Nio-agressivas LCCG Agressivas

Figura 04. Distribui¢dao dos casos das Lesdes centrais de células gigantes nao-

agressivas e agressivas de acordo com a imagem radiografica. Natal/ RN, 2010.
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Nesse estudo, observamos histologicamente, pela andlise microscopica dos
cortes corados em H/E, que as lesdes exibiam uma proliferacdo de células com
morfologia ora fusiformes ora ovdides, entremeadas com células gigantes
multinucleadas de tamanho diverso e com quantidade variada de nucleos. O
nimero e a localizacdo das células gigantes variavam dentro de cada lesdo e de
lesdo para lesdao. O tecido conjuntivo era do tipo fibroso, moderadamente
vascularizado, e em muitos dos casos observou-se hemadacias extravasadas com
pigmentacdao por hemossiderina. Nos espécimes de LPCG observou-se epitélio de
revestimento de mucosa oral e completando o quadro histopatolégico em alguns
casos verificou-se um leve infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear. Tecido 6sseo adjacente também foi evidenciado em alguns

espécimes de LCCG. (Figuras 05 e 06).

5.2 RESULTADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

A marca¢do imuno-histoquimica dos anticorpos anti-RANK, anti-RANKL,
anti-OPG foi evidenciada ao microscopio de luz pela coloracdo acastanhada, que
variava do castanho claro ao marrom, no citoplasma e/ou na membrana
plasmatica das células, tanto nas células mononucleadas quanto nas células
gigantes multinucleadas (CG). Em relagdo aos componentes celulares, foi
verificada imunomarcacdo em todos os casos da presente amostra nas células
mononucleadas, ao passo que em alguns casos, nao foi evidenciado positividade
nas CG, principalmente para o marcador RANKL (Figuras 07, 08, 09, 10, 11 e
12). Além das células supracitadas, observou-se positividade em células com

morfologia semelhante a linfécitos e células endoteliais.

Para os espécimes de LPCG, a avaliacdo da quantidade total de células
positivas para o anticorpo anti-RANK revelou uma média de 21,33+13,80
células. Por sua vez, a andlise da quantidade total de células imunorreativas aos
anticorpos anti-RANKL e anti-OPG demonstrou uma média de 10,23+£5,53 e

10,26+7,19, respectivamente.
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Quanto aos casos de LCCG, em média, para o anticorpo anti-RANK,
21,18+17,84 células totais foram imunomarcadas, sendo para o anti-RANKL,
17,09+11,26 células e para anti-OPG a quantidade média de células positivas foi
de 7,66+6,40 células. Nas LCCG agressivas, as médias de células totais
imunomarcadas para RANK, RANKL e OPG foram 23,65+19,49, 17,87+£13,79 e
8,58+7,16, respectivamente. E nas LCCG ndo-agressivas as médias de células
totais imunorreativas para o RANK foram 18,87+£16,40, sendo respectivamente

16,81+8,72 ¢ 6,80+5,71 para os marcadores RANKL e OPG.

A quantidade média de células imunomarcadas para cada anticorpo,
conforme o tipo celular MO ou CG, pode ser evidenciada nas tabelas 01 e 02.

Tabela 01. Valores de médias e desvio padrdo da quantidade de células marcadas
em cada anticorpo, conforme o tipo celular e lesdao. Natal/RN, 2010.

Marcador -Tipo celular LPCG LCCG
RANK - MO 19,62+13,73 19,49+£17,63
RANK - CG 1,71+1,50 1,69+1,71

RANKL - MO 9,46+4,71 16,33£10,91

RANKL - CG 1,00+1,07 1,08+0,97
OPG - MO 8,37+6,32 6,59+6,23
OPG - CG 1,89+2,08 1,11£1,00

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral. Natal/RN
LPCG - Lesdo Periférica de Células Gigantes, LCCG- Lesdao Central de Células
Gigantes, MO- Células Mononucleadas, CG- Células Gigantes Multinucleadas

Tabela 02. Valores de médias e desvio padrdo da quantidade de células marcadas
em cada anticorpo nas lesdes de células gigantes, conforme o tipo celular e
agressividade. Natal/RN, 2010.

Marcador - Tipo celular | LCCG Nao-Agressivas LCCG Agressivas
RANK - MO 17,18+16,16 21,96+£19,33
RANK - CG 1,69+1,45 1,69+2,00
RANKL - MO 16,53+8,55 16,12+13,30
RANKL - CG 0,91+0,71 1,26+1,19
OPG - MO 5,56+5,42 7,70£7,01
OPG - CG 1,26+1,04 0,94+0,97

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral. Natal/RN

LPCG -

Lesao Periférica de Células Gigantes, LCCG- Lesdo Central de Células

Gigantes, MO- Células Mononucleadas, CG- Células Gigantes Multinucleadas
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5.3 ANALISE ESTATISTICA

A tabela 03 expressa os valores de mediana, quartis 25 e 75, e pardmetros
estatisticos para a quantidade de células mononucleadas, células gigantes
multinucleadas e células totais marcadas pelos anticorpos anti-RANK, anti-
RANKL e anti-OPG entre os casos de lesdes centrais e periféricas de células

gigantes.

Tabela 03. Tamanho da amostra, medianas, quartis 25 e 75, média e soma dos
postos, estatistica U e significancia estatistica para a quantidade de células

marcadas de cada anticorpo em relagcdo ao tipo de lesdo. Natal/ RN, 2010.

Marcador/ Lesio n Mediana Qus-Q1s Média dos Soma dos U P

Tipo celular postos postos

RANK MO LCCG 31 12,50 8,50-27,50 29,47 913,50 417,500 | 0,493
LPCG 30 15,10 11,20-25,12 32,58 977,50

RANK CG LCCG 31 1,20 0,30-2,70 30,37 941,50 445500 | 0,778
LPCG 30 1,60 0,37-2,60 31,65 949,50

RANK total LCCG 31 15,60 10,10- 30,10 29,40 911,50 415500 | 0.475"
LPCG 30 17,35 13,35-25,57 32,65 979,50

RANKL MO LCCG 31 14,80 9,20-18,60 37,94 1176,00 250,000 | 0,002"
LPCG 30 8,85 5,70-13,57 23,83 715,00

RANKL CG LCCG 31 0,80 0,30-1,70 31,94 990,00 436,000 | 0.674°
LPCG 30 0,75 0,32-1,27 30,03 901,00

RANKL total | LCCG 31 13,50 10,00-19,20 37,68 1168,00 258,000 | 0,003"
LPCG 30 9,75 5,55-15,25 24,10 723,00

OPG MO LCCG 31 3,90 2,30-6,70 28,16 873,00 377.000 | 0204
LPCG 30 6,00 3,40-12,65 33,93 1018,00

OPG CG LCCG 31 0,80 0,30-1,80 28,94 897,00 401,000 | 0.355"
LPCG 30 1,35 0,10-2,65 33,13 994,00
LPCG 30 9,60 3,77-17,00 33,88 1016,50

Fonte: Programa de P6s-Graduac¢do em Patologia Oral / UFRN
LCCG-Lesao Central de Células Gigantes, LPCG- Lesdo Periférica de Células Gigantes,
MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada
" Teste de Mann-Whitney
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Houve diferenca estatistica altamente significativa apenas na expressao do
marcador RANKL nas células mononucleadas (p=0,002) e células totais

(p=0,003), entre os casos de lesdes centrais e periféricas de células gigantes.

Conforme a quantidade total de células imunomarcadas, para cada
anticorpo foi realizada uma proporcdo entre RANKL e OPG, sendo os casos

categorizados em: RANKL>OPG, OPG>RANKL e RANKL=OPG. (Tabela 04).

Tabela 04. Tamanho da amostra e porcentagem da propor¢dio RANKL/OPG em
relacdo ao tipo de lesdo. Natal/ RN, 2010.

Propor¢cio RANKL/OPG

Tipo de lesao RANKL>0OPG | OPG>RANKL | OPG=RANKL TOTAL
n (%) n (%) n (%) n (%) p
Lesdo Central 27 (87%) 2 (6,5%) 2 (6,5%) 31 (100%)
Lesdo Periférica 12 (40%) 12 (40%) 6 (20%) 30 (100%) | 0,001%
TOTAL 39 (63,9%) 14 (23%) 8 (13,1%) 61 (100%)

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral / UFRN
" Teste Qui-quadrado

Evidenciou-se uma associacdo com grande significAncia estatistica
(p=0,001) na propor¢cao de RANKL maior que OPG nas LCCG, ao passo que no
grupo das LPCG constatou-se uma distribui¢cdo similar entre casos com

propor¢ao RANKL>OPG e casos com propor¢do OPG>RANKL.

A verificacdo de uma possivel diferenca entre a quantidade de células
marcadas pelos anticorpos anti-RANK, anti RANKL e anti-OPG, com relacdo ao
tamanho das lesdes, também foi investigada apds categorizacdo dos dados
referentes ao tamanho em lesdes pequenas (< 2,5cm) e grandes (>2,5cm), a partir

da mediana (Tabela 05).
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Tabela 05. Tamanho da amostra, medianas, quartis 25 e 75, média e soma dos

postos, estatistica U e significancia estatistica para cada anticorpo e tipo celular,

em relacdo ao tamanho das lesdes categorizado nas lesdes de células gigantes.

Natal/ RN, 2010.

Marcador/ Tamanho das . Média dos Soma dos U p

Tipo celular lesdes n | Mediana Q25-Qrs postos postos

RANK MO Lesdes pequenas 35 15,70 10,40-28,80 31,84 1114,50 355.500 0.320%
Lesdes grandes 24 13,95 9,00-22,70 27,31 655,50

RANK CG Lesdes pequenas 35 1,20 0,50-2,60 29,44 1030 400.500 0.763*
Lesoes grandes 24 1,45 0,325-3,325 30,81 739,50

RANK total Lesdes pequenas 35 18,30 11,70-29,40 32,11 1124,00 346.000 0.253%
Lesdes grandes 24 15,40 10,97-22,75 26,92 646,00

RANKL MO | Lesdes pequenas | 35 10,60 6,80-1,50 28,66 1003 373,000 | 0,468*
Lesdes grandes 24 11,25 8,12-1,40 31,96 767,00

RANKL CG Lesdes pequenas 35 1,00 0,50-1,50 32,07 1122,50 347.500 0.261%
Lesdes grandes 24 0,70 0,001,40 26,98 647,50

RANKL Lesdes pequenas 35 11,70 7,40-17,70 28,63 1002,00 372.000 0.459%*

total Lesdes grandes 24 12,30 8,12-19,12 32,00 768,00

OPG MO Lesoes pequenas 35 6,60 4,40-11,90 34,90 1221,50 248.500 0.008*
Lesdes grandes 24 3,60 1,95-5,27 22,85 548,50 ’

OPG CG Lesdes pequenas 35 1,30 0,30-2,50 32,21 1127,50 342.500 0.231%
Lesdes grandes 24 0,80 0,20-1,67 26,77 642,50

OPG total Lesdes pequenas 35 9,30 4,40-17,60 34,31 1201,00 269.000 0.020%
Lesdes grandes 24 4,20 2,90-10,20 23,71 559,00 ’

Fonte: Programa de P6s-Graduag¢do em Patologia Oral / UFRN

MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada

" Teste de Mann-Whitney

Houve diferenca significante na expressdo da proteina OPG nas células

mononucleadas e células totais em relagdao ao tamanho, indicando que as lesdes

pequenas expressaram maior nimero de células OPG positivas.

A andlise foi pormenorizada para cada grupo de lesdo (LCCG e LPCQG),

avaliando a expressdo dos marcadores RANK, RANKL e OPG nos tipos celulares

mononucleadas e multinucleadas, bem como a agressividade no grupo das lesdes

centrais.
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Na tabela 06 demonstra-se a andlise da expressdo das proteinas RANK,
RANKL e OPG entre os grupos de lesdes, sendo as LCCG subdivididas em

agressivas e ndo-agressivas (conforme a agressividade).

Tabela 06. Tamanho da amostra, medianas, quartis 25 e 75, média e soma dos postos,
estatistica KW e significincia estatistica para a quantidade de células marcadas de
cada anticorpo, em relacdo as lesdes ndo-agressivas, agressivas e periféricas de células

gigantes. Natal/ RN, 2010.

Marcador/ Tipo celular - . Média dos
Lesao N Mediana Qy5-Q75 postos KW p
LC Nao-agressivas 16 11,65 6,45-24,62 27,50
RANK MO LC Agressivas 15 14,30 8,50-29,30 31,57 0.876 0.645"
LPCG 30 15,10 11,20-25,12 32,58
LC Nao-agressivas 16 1,30 0,52-2,70 32,22
RANK CG LC Agressivas 15 0,90 0,00-3,10 28,40 0,439 0.803"
LPCG 30 1,60 0,37-2,60 31,65
LC Nao-agressivas 16 15,15 7,02 -27,50 27,94
RANK total LC Agressivas 15 15,60 10,10-31,00 30,97 0.736 0.692°
LPCG 30 17,35 13,35-25,57 32,65
LC Nao-agressivas 16 16,15 10,62-19,77 40,56
RANKL MO LC Agressivas 15 12,80 7,90-18,60 35,13 10,347 0,006
LPCG 30 8,85 5,70-13,57 23,83
LC Néao-agressivas 16 0,80 0,17-1,57 30,97
RANKL CG Agressivas 15 0,80 0,30-2,40 32,97 0276 0.871"
LPCG 30 0,75 0,32-1,27 30,03
LC Néao-agressivas 16 15,00 11,47-19,65 39,22
RANKL total LC Agressivas 15 13,10 8,40-19,20 36,03 9,169 0,010"
LPCG 30 9,75 5,55-15,25 24,10
LC Nao-agressivas 16 3,55 1,90-6,67 24,53
OPG MO LC Agressivas 15 4,30 3,60-7,90 32,03 2.996 0.224"
LPCG 30 6,00 3,40-12,65 33,93
LC Nao-agressivas 16 0,95 0,62-1,57 31,78
OPG CG LC Agressivas 15 0,50 0,30-1,80 25,90 1,710 0.425"
LPCG 30 1,35 0,10-2,65 33,13
LC Néao-agressivas 16 4,55 2,90-10,35 25,44
OPG total Agressivas 15 6,00 3,80-9,80 31,17 2.364 0.307"
LPCG 30 9,60 3,77-17,00 33,88

Fonte: Programa de P6s-Graduagdo em Patologia Oral / UFRN
LC- Lesao Central, LPCG- Lesdo Periférica de Células Gigantes, MO- Célula Mononucleada,
CG- Célula Gigante Multinucleada
* Teste de Kruskall-Wallis
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Foram analisadas possiveis diferencas na quantidade de células positivas
para os anticorpos anti-RANK, anti-RANKL e anti-OPG entre LPCG, LCCG
agressivas e LCCG nao-agressivas. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
revelou diferenca estatistica altamente significativa na quantidade de células
mononucleadas (p=0,006) e de células totais (p=0,010) positivas para RANKL,

as quais se apresentaram inferiores nas LPCGs.

Com o intuito de verificar se havia diferenca na expressdo dos fatores de
reabsor¢cdo 6ssea no grupo de LCCG, foi comparada a expressdao desses fatores

com relacdo a agressividade nas LCCG, visualizado na tabela 07.

Tabela 07. Tamanho da amostra, medianas, quartis 25 e 75, média e soma dos

postos, estatistica U e sua significincia estatistica para os anticorpos

RANK,RANKL e OPG, conforme o tipo celular em relagdo a agressividade nas
lesdes centrais de células gigantes. Natal/ RN, 2010.

Marcador/ Agressividade n Mediana Qy5-Qss Média dos | Soma dos U P

Tipo celular postos postos

RANK MO Niao-agressiva 16 11,65 6,45 -24,62 15,06 241,00 105.000 0.553*
Agressiva 15 14,30 8,50 -29,30 17,00 255,00

RANK CG Nao-agressiva 16 1,30 0,52 -2,70 16,91 271,50 105.500 0.565%
Agressiva 15 0,90 0,00- 3,10 15,03 225,50 '

RANK total Nio-agressiva 16 15,15 7,02 -27,50 15,19 243,00 107.000 0.607*
Agressiva 15 15,60 10,10 -31,10 16,87 253,00

RANKL MO Nao-agressiva 16 16,15 10,62 -19,77 17,25 276,00 100.000 0.429%
Agressiva 15 12,80 7,90 -18,60 14,67 220,00 ’

RANKL CG Nao-agressiva 16 0,80 0,17 -1,57 15,22 243,50 107.500 0.620%
Agressiva 15 0,80 0,30 -2,40 16,83 252,50 ’

RANKL Nao-agressiva 16 15,00 11,47 -19,65 16,78 268,50 107.500 0.621%*

total Agressiva 15 13,10 8,40 -19,20 15,17 227,50 '

OPG MO Nao-agressiva 16 3,55 1,90 -6,67 13,91 222,50 86.500 0.185%
Agressiva 15 4,30 3,60 -7,90 18,23 273,50 ’

OPG CG Nao-agressiva 16 0,95 0,62 -1,57 17,91 286,50 89500 0.227%
Agressiva 15 0,50 0,30 -1,80 13,97 209,50 '

OPG total Nao-agressiva 16 4,50 2,90 -10,00 14,56 233,00 97.000 0.363%
Agressiva 15 6,00 4,05 -9,10 17,53 263,00 '

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral / UFRN

MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada
" Teste de Mann-Whitney
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De acordo com a tabela 08, pode-se observar que na amostra pesquisada,
LCCG agressivas e LCCG nao-agressivas nao revelaram diferencas significativas
na quantidade de células positivas para os anticorpos anti-RANK, anti-RANKL e
anti-OPG. Nesse sentido, denota-se que independentemente da agressividade das

LCCG, a imunoexpressio do RANK, RANKL e OPG ¢ semelhante nessas lesdes.

De conformidade com a propor¢dao de células totais RANKL e OPG
positivas, trés grupos foram categorizados: RANKL>OPG, OPG>RANKL e
RANKL=O0OPG, para fins de comparacdo entre as lesdes (Tabela 08).

Tabela 08. Tamanho da amostra e porcentagem da propor¢dio RANKL/OPG em
relacdo aos tipos de lesdes. Natal/ RN, 2010.

Propor¢cio RANKL/OPG
Tipo de lesdo RANKL>OPG | OPG>RANKL | OPG=RANKL | TOTAL
n (%) n (%) n (%) n (%) p
LCCG Nao-agressiva 14 (87,5%) 0 (0%) 2 (12,5%) 16 (100%)
LCCG Agressiva 13 (86,7%) 2 (13,3%) 0 (0%) 15 (100%)
Lesio Periférica 12 (40%) 12 (40%) 6 (20%) 30 (100%) 0,003*
TOTAL 39 (63,9%) 14 (23%) 8 (13,1%) 61 (100%)

Fonte: Programa de P6s-Graduacdo em Patologia Oral / UFRN
LCCG- Lesao Central de Células Gigantes
" Teste Qui-quadrado

Os dados contidos na tabela 08 demonstram que houve associagdo
estatisticamente significativa entre a propor¢do de RANKL maior que OPG nos
casos de LCCG nao-agressivas e agressivas, denotando que na maioria dos casos
de LCCG houve maior expressdo do Ligante do RANK que o antagonista deste
em relacdo as LPCG.

Para verificacdo de possiveis correlacdes entre a quantidade de células
imunomarcadas pelos anticorpos anti-RANK, anti-RANKL, anti-OPG com os
tipos celulares e o tamanho das lesdes, foi aplicado o teste de correlacdo de

Spearman, por esta tltima tratar-se de uma varidvel quantitativa ordinal.
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Tabela 09. Coeficiente de correlacio de Spearman (r) e sua significancia
estatistica entre a marcacdo dos anticorpos RANK, RANKL e OPG nos diferentes

tipos celulares em lesdes de células gigantes. Natal/ RN, 2010.

RANK RANK RANKL OPG

MO RANK CG RANKL MO RANKL CG OPG MO OPG CG total total total
RANK

MO r 0,110 0,312 0,042 0,312 -0,003 0,976 0,299 0,289

p 0,398* 0,014* 0,747* 0,014* 0,985 0,000* 0,019* 0,024%*

RANK CG r 0,391 0,414 0,319 0,684 0,259 0,431 0,401

p 0,002* 0,001* 0,014* 0,000* 0,044* 0,001* 0,001*

RANKL MO r 0,422 0,197 0,233 0,369 0,963 0,243

p 0,001* 0,129* 0,070* 0,003* 0,000* 0,059

RANKL CG r 0,101 0,362 0,086 0,487 0,171

p 0,438* 0,004* 0,509* 0,000* 0,189

OPG MO r 0,530 0,346 0,260 0,980

p 0,000* 0,006* 0,043* 0,000*

OPG CG r 0,094 0,278 0,638

p 0,469* 0,030* 0,000*

RANK
total r 0,359 0,337
p 0,005* 0,008*
RANKL

total r 0,310

p 0,015*

OPG

total

Fonte: Programa de P6s-Graduag¢do em Patologia Oral / UFRN
MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada

" Coeficiente de Correlacdo de Spearman

A tabela 09 demonstra uma correlacdo altamente significativa entre os
marcadores de reabsorcdo 6ssea: RANK, RANKL e OPG com os tipos celulares
mononucleadas e células gigantes multinucleadas. Para o marcador RANK houve
uma correlagdo positiva entre a expressdao deste nas células mononucleadas e dos
seus ligantes nesse mesmo tipo celular, havendo a tendéncia dos marcadores de

reabsorcdo se expressarem conjuntamente.
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Tabela 10. Coeficiente de correlacio de Spearman (r) e sua significancia
estatistica entre a marcacdo dos anticorpos RANK, RANKL e OPG nos tipos

celulares segundo o tamanho nas lesdes de células gigantes. Natal/ RN, 2010.

Tamanho/ RANK RANK RANK RANKL RANKL RANKL OoPG OPG OoPG

marcadores MO CG total MO CG total MO CG total
r -0,130 -0,008 -0,171 0,093 -0,046 0,103 -0,374 -0,167 -0,337
p 0, 328* 0,955% 0,196* 0,481* 0,730* 0,437* 0,004* 0,205* 0,009*

Fonte: Programa de P6s-Graduag¢do em Patologia Oral / UFRN
MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada

" Coeficiente de Correlacdo de Spearman

O valor do coeficiente de correlacio de Spearman foi altamente
significativo na imunomarcacdo para OPG, tanto nas células mononucleadas
quanto nas células totais imunopositivas, demonstrando uma correlacdo negativa
fraca entre a quantidade de células OPG positiva e o tamanho das lesdes de

células gigantes.

Tabela 11. Coeficiente de correlacio de Spearman (r) e sua significancia
estatistica entre a marcacdo dos anticorpos RANK, RANKL e OPG nos tipos
celulares, segundo o tamanho das lesdes nas Lesdes Centrais de células gigantes.

Natal/ RN, 2010.

Tamanho/ RANK RANK RANK RANKL RANKL RANKL oPG OPG OPG

marcadores MO CG total MO CG total MO CG total
r -0,229 -0,014 -0,230 -0,199 -0,063 0,146 -0,354 -0,161 -0,335
p 0, 233* 0,941* 0,230* 0,300* 0,744* 0,451* 0,059* 0,403* 0,059*

Fonte: Programa de P6s-Graduag¢do em Patologia Oral / UFRN
MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada

" Coeficiente de Correlacio de Spearman

O valor do coeficiente de correlacdo de Spearman foi = 0,059 para
expressdo de OPG, tanto nas células mononucleadas quanto nas células totais
imunomarcadas. No entanto, tal correlacdo ndo foi significativa, ndo denotando

assim, uma correlagdo entre o tamanho das lesdes e expressdo de OPG nas lesdes
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centrais de células gigantes, apesar da significancia ter se situado no limiar do

nivel adotado neste trabalho.

Tabela 12. Coeficiente de correlacio de Spearman (r) e sua significancia
estatistica entre a marcacdo dos anticorpos RANK, RANKL e OPG nos tipos
celulares, segundo o tamanho das lesOes nas Lesdes Periféricas de células

gigantes. Natal/ RN, 2010.

Tamanho/ RANK RANK RANK RANKL RANKL RANKL OoPG OPG OPG

marcadores MO CG total MO CG total MO CG total
r -0,050 -0,008 -0,026 -0,199 -0,007 0,036 -0,330 -0,111 -0,314
)4 0, 791%* 0,967* 0,893* 0,300* 0,970* 0,848* 0,075* 0,561%* 0,091*

Fonte: Programa de P6s-Graduag¢do em Patologia Oral / UFRN
MO- Célula Mononucleada, CG- Célula Gigante Multinucleada

" Coeficiente de Correlacdo de Spearman

Nas lesdes periféricas de células gigantes, ndo foi observada correlacdo
entre o tamanho das lesdes e a expressio de nenhum dos marcadores de

reabsor¢cdo 6ssea estudados.
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Figura 5. Fotomicrografia de Lesao Periférica de Células Gigantes destacando
a presenca de inimeras células gigantes multinucleadas (H/E, 200x).
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Figura 6. Fotomicrografia de Lesao Central de Células Gigantes exibindo
células mononucleadas de morfologia variada entremeadas por -células
gigantes multinucleadas em espécime bem vascularizado (H/E, 200x).
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Figura 7. Fotomicrografia exibindo imunopositividade para RANK nas células
gigantes e mononucleadas em lesao central de células gigantes (LSAB, 400x).

RANK em lesao periférica de células gigantes (LSAB, 400x).



76

Y W = 3
i " 2 LN ¢ R o) 3 _ ooy o - y
o O l’ e & . S i NN < e — =4
" - e 2 e, e o N | . - - S .N: A T

Figura 9. Fotomicrografia exibindo imunopositividade para RANKL nas
células mononucleadas em lesao central de células gigantes (LSAB, 400x).

Figura 10. Fotomic;'ograﬁa demonstrando maréa(;ﬁo para NKL nas células
mononucleadas em lesao periférica de células gigantes (LSAB, 400x).
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Figura 11. Fotomicrografia exibindo expressao imuno-histoquimica da OPG
nas células mononucleadas em lesao central de células gigantes (LSAB, 400x).
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Figura 12. Fotomicrografia destcando imunofnarcagﬁo para OPG nas células
multinucleadas e mononucleadas em lesao periférica de células gigantes
(LSAB, 400x).
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6 DISCUSSAO

As Lesdes de Células Gigantes, central e periférica, fazem parte do grupo
de lesdes dos maxilares que contém células gigantes multinucleadas (SAPP;
EVERSOLE; WYSOCK, 1999; LI; YU; LI 2003). Essas lesdes podem manifestar-
se na forma intra-6ssea (LCCG) e também em tecido mole (LPCG) (TIFFEE;
AUFDEMORTE, 1997; LIU; YU; LI, 2003; NEVILLE et al., 2009). LCCG e
LPCG apresentam caracteristicas histopatolégicas similares, contudo, tém um
comportamento clinico varidvel e diferente. Ndo estd completamente elucidado
se uma representa a contraparte da outra ou se sdao entidades distintas (SOUZA;
MESQUITA; GOMEZ, 2000; FLOREZ-MORENO et al., 2008; NEVILLE et al.,
2009).

A etiopatogénese das lesdoes de células gigantes ainda ndo estd esclarecida
(KAUZMAN et al., 2004; KRUSE-LOSLER et al., 2006; DE LANGE et al.,
2007b). Alguns pesquisadores acreditam que a LCCG seja uma lesdao reacional,
embora casos mais agressivos possam ser considerados neoplasmas verdadeiros

(REGEZI, 2002; POGREL, 2003; VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006a).

Tem sido sugerido que desregulacdo do ciclo celular, devido a expressao
aberrante da proteina ciclina-D1 pode estar implicada na patogénese das LCCG
(KAUZMAN et al., 2004). Ja Kaban et al. (2007) defendem que as LCCG sejam
lesdes proliferativas vasculares. Discordando desses autores, Vered, Buchner e
Dayan (2006a) analisaram a expressio de VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular) em LCCG e constataram uma baixa atividade angiogénica
nessas lesdes, na qual nao justificaria a hipdtese desta lesdo ser considerada uma

verdadeira lesdo vascular.

Recentemente, verifica-se na literatura que mutagdes no gene SH3BP2 tém
sido associadas ao querubismo, entretanto, tem suscitado discussdes se
alteracdes genéticas envolvendo este gene estejam relacionadas ao
desenvolvimento das lesdes de células gigantes (DE LANGE et al. 2007a; 2007b;
IDOWU et al., 2008; LIETMAN; YIN; LEVINE, 2008; AMARAL et al., 2009;
CARVALHO et al., 2009).
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Idowu et al. (2008) estudaram 26 casos de lesdes de células gigantes (15
LCCG e 11 LPCG) e ndo evidenciaram mutagdes no gene SH3BP2, sugerindo que
mutagcdes nesse gene tanto nas células somadticas quanto nas células da linhagem
germinativa ndo estariam implicadas na patogénese das lesdes de células
gigantes dos maxilares. Corroborando com esses autores De Lange et al. (2007b)
e Amaral et al. (2009) também ndo observaram nenhuma alteracdo genética no
gene SH3BP2 em LCCG agressivas e LPCG, respectivamente. Contudo, De
Lange et al. (2007b) nao descartam a possibilidade de que mutacdo em um grupo

especifico de células somadticas pode causar lesdes centrais de células gigantes.

Carvalho et al (2009) encontraram em paciente com LCCG ndo-agressiva,
uma mutacao no exon 11 (1442A>T) do gene SH3BP2, porém essa mutacdao nao
foi detectada nas células germinativas, apenas nas células tumorais. Dessa
forma, demonstra-se que mais pesquisas sdo necessdrias para elucidar o
envolvimento genético na patogénese das lesdes de células gigantes, central e

periféricas, dos maxilares.

Quanto as LPCG, acredita-se que estas ndao sejam neoplasmas verdadeiros,
podendo ser causadas por irritantes locais ou trauma. Diferentes fatores locais,
incluindo extra¢des dentdrias complicadas, mal posicionamento dental, presenca
de placa (biofilme dental) e cdlculo podem estar associados ao desenvolvimento
destas lesdes (CARVALHO et al., 1995; BODNER et al., 1997; CHAPARRO-
AVENDANO; AYTES; ESCODA, 2005).

No presente estudo, a média de idade foi de 37,93 anos, achados
semelhantes aos de Motamedi et al. (2007) e aos de Florez-Moreno et al. (2008),
em que a média de idade por eles encontrada foi de 31,02 anos e 33,5 anos,
respectivamente, porém divergindo de Chaparro-Avendafio, Aytés e Escoda
(2005), em que na série de casos desses pesquisadores a manifestacdo inicial
aconteceu por volta dos 52 anos e aos 50 anos nos estudos de Gandara Rey et al.

(2002).

As LPCG tém predilecdo pelo sexo feminino (MIGHELL; ROBINSON;
HUME, 1995; BODNER et al., 1997; GANDARA REY et al., 2002; MOTAMEDI
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et al., 2007; NEVILE et al., 2009). Contudo, os resultados da amostra estudada
diferiram da maioria dos autores, pois se encontrou uma discreta predominancia
de pacientes do sexo masculino (53,3%). Ha autores que sugerem a associacao
entre a influéncia hormonal e o desenvolvimento dessa entidade patoldgica em
mulheres (CSILLAG et al. 1997 apud STAVROPOULOS; KATZ, 2002;
GUNHAN et al., 1998).

Quanto a localizacdo anatdomica, estudos tém mostrado que a mandibula é
0 o0sso gnatico mais frequentemente acometido, e a regido posterior dos
maxilares, o sitio de maior ocorréncia (BODNER et al., 1997, CHAPARRO-
AVENDANO; AYTES; ESCODA, 2005; MOTAMEDI et al., 2007). Em
discordancia desses autores, na presente pesquisa, verificou-se que ambos
maxilares foram igualmente acometidos, sendo a regido anterior a mais

comumente acometida.

As LPCG apresentam crescimento lento, sendo geralmente lesdes pequenas
(menor que 2cm) (GANDARA REY et al., 2002; CHAPARRO-AVENDANO;
AYTES; ESCODA, 2005; NEVILLE et al., 2009), fato constatado na amostra ora

avaliada em que o tamanho médio das lesdes periféricas foi de 2,05 cm.

Com relacdo as Lesdes Centrais de Células Gigantes, esta pesquisa
constatou que as lesdes avaliadas provieram de pacientes jovens com média de
idade de 23,29 anos, em concordancia com os estudos desenvolvidos por
Stavropoulos e Katz (2002), De Lange e van den Akker (2005), Aragdo et al.
(2006), Farrier et al. (2006), Motamedi et al. (2007), Susarla et al. (2009) e
Resnick et al. (2010), que relataram que as LCCG acometem pacientes na 2* e 3*

décadas de vida.

As LCCG atingem preferencialmente pacientes do sexo feminino
(REGEZI, 2002; STAVROPOULOS; KATZ, 2002; SHEDDI; MOSADOMI, 2004;
DE LANGE; van den AKKER, 2005; ARAGAO et al., 2006; MOTAMEDI et al.,
2007; FLOREZ-MORENO et al., 2008; NEVILLE et al., 2009; HOUPIS et al.,
2009; SUN et al., 2009; RESNICK et al., 2010). Corroborando com esses

autores, observou-se que os casos de LCCG analisados no presente trabalho
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demonstraram um predominio no sexo feminino. Porém, divergindo desses
dados, Farrier et al. (2006) encontraram maior prevaléncia do sexo masculino
nos casos por eles analisados. Em relacdo a localizacdo, as LCCG tém predilecdo
pela mandibula (REGEZI, 2002; STAVROPOULOS; KATZ, 2002; SHEDDI;
MOSADOMI, 2004; DE LANGE; van den AKKER, 2005; FARRIER et al., 2006;
MOTAMEDI et al., 2007;: FLOREZ-MORENO et al., 2008; SUN et al., 2009;
RESNICK et al., 2010), corroborando com esses autores, a maioria dos casos ora
analisados localizou-se neste osso gnatico (58,1%). Apesar dos trabalhos, como
os descritos por Stavropoulos e Katz (2002), De Langer e van den Akker (2005)
apontarem a regido anterior como o sitio preferencial para as LCCG, os
resultados da presente pesquisa demonstraram uma predominancia das lesdes na
regido posterior dos maxilares, e esse resultado comunga com os achados por

Motamedi et al. (2007).

Os aspectos imaginoldgicos das LCCG sao varidveis (STAVROPOULOS;
KATZ, 2002; FARRIER et al., 2006; SUN et al., 2009). Destarte, os achados
radiograficos observados nesse trabalho foram consoantes aos divulgados na
literatura pertinente, demonstrando lesdes radiolicidas wuniloculares ou
multiloculares, com alguns casos exibindo focos de radiopacidade, contudo,
houve predominio de uma radiolucidez unilocular (45,2%). Com relacdo as
dimensdes das lesdes, no presente estudo, o tamanho médio das LCCG foi de
3,55 cm, semelhante aos resultados encontrados por Stavropoulos e Katz (2002),

que relataram tamanho médio de 3,6 cm.

As Lesdes de células gigantes, normalmente, sdo lesdes assintomdticas e
de crescimento lento, porém em alguns casos, as LCCG demonstram expansao
rdpida e dor (FICARRA; KABAN; HANSEN, 1987; REGEZI, 2002;
CHAPARRO-AVENDANO; AYTES; ESCODA, 2005; De LANGE; van den
AKKER, 2005; MOTAMEDI et al., 2007; FLOREZ-MORENO et al., 2008). A
dor pode ser devido a presenca de citocinas, como as interleucinas, liberadas
pelas proprias células mononucleadas no meio ambiente lesional, como descrito
em casos dos TCG dos ossos longos (Huang et al. 2000). Adicionalmente,

Flérez-Moreno et al. (2008) mencionaram que a superexpressio de CD68 e
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elevada propor¢cdo de macrdfagos presentes nas LCCG em relacdo as LPCG
podem estar relacionados com o comportamento clinico distinto das LCCQG,

inclusive sintomatologia e taxa de crescimento.

Conforme o comportamento clinico, este baseado nas caracteristicas
clinicas e radiogrédficas das lesdes, tem sido sugerido que as LCCG dos
maxilares podem ser classificadas, de acordo com a sua agressividade, em duas
categorias: lesdes centrais ndo-agressivas ou agressivas (CHUONG et al., 1986;
NEVILLE et al., 2009). Nesse estudo, empregamos a classificacdao das LCCG
proposta por Chuong et al. (1986) por se tratar do cldssico trabalho sobre

classificacdo dessas lesdes.

No grupo das LCCG nao-agressivas, a média de idade de 25,8 anos difere
das médias descritas por Chuong et al. (1986) e Kruse-Losler et al. (2006), cujos
achados foram em pacientes mais jovens, com 9,3 anos e 15,3 anos. Contudo,
vale ressaltar que dentro da amostra analisada, os casos ndo-agressivos tiveram a
média de idade maior que as lesdes consideradas agressivas. No que concerne ao
sexo, descreve-se na literatura uma predilecdo pelo sexo feminino (FICARRA;
KABAN; HANSEN, 1987; KRUSER-LOSLER et al., 2006), fato nido observado
nessa pesquisa, semelhante aos descritos por O’Malley et al. (1997), que nédo
evidenciaram predilecdo por sexo. A andlise do sitio anatdmico destacou maior
ocorréncia de lesdes na mandibula (62,5%), em especial a regido posterior, em
consonancia aos divulgados na literatura pertinente (CHOUNG et al., 1986;
FICARRA; KABAN; HANSEN, 1987; O’MALLEY et al., 1997; KRUSER-
LOSLER et al., 2006; DEWSNUP et al., 2008). O tamanho médio das LCCG nio-
agressivas, em torno de 3,78 cm, é similar ao relatado por Chuong et al. (1986),
em que o diametro médio das lesdes foi de 3,7 cm, porém ressalta-se que o maior

diametro das LCCG foi encontrado nesse grupo de lesdes (8 cm).

Quanto aos casos de LCCG agressivos, a idade média de acometimento das
lesdes, a prevaléncia no sexo feminino e a localizacdo com o predominio da
mandibula, foram achados em conformidade com os descritos por Ficarra, Kaban

e Hansen (1987); O’Malley et al. (1997); De Lange e van den Akker (2005);
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Kruser-Losler et al. (2006); Kaban et al. (2007); Dewsnup et al. (2008) e
Susarla et al. (2009). J4 o tamanho médio das lesdes desse grupo (3,27cm) difere
do descrito por Chuong et al. (1986) em que observaram maior diametro nas

lesdes agressivas (em torno de 5,8cm).

Radiograficamente, tanto as LCCG ndo-agressiva quanto as agressivas
revelaram maior prevaléncia de lesdes radiolicidas uniloculares, em congruéncia
com os achados de Kruse-Losler et al. (2006) em que descrevem que todas as
LCCG demonstram uma imagem radiolicida, que pode ser unilocular (nado
septada) ou multilocular (com vdarios septos), havendo porém o predominio da

primeira.

No presente estudo, de um modo geral, verificou-se, pela andlise
microscépica dos cortes histolégicos corados em H/E, que as lesdes exibiam uma
proliferacdo de células com morfologia ora fusiformes ora ovoéides, entremeadas
com células gigantes multinucleadas de ndmero e tamanho diversos com
quantidade variada de nucleos. O tecido conjuntivo era do tipo fibroso,
moderadamente vascularizado, e em muitos dos casos evidenciaram-se hemacias
extravasadas com pigmentacdo por hemossiderina. Em congruéncia com os
aspectos descritos por Carvalho et al. (1995); Regezi (2002); Itonaga et al.
(2002); Liu, Yu e Li (2003); Chaparro-Avendafio, Aytés e Escoda (2005);
Neville et al. (2009).

A interacdo entre os componentes celulares, células mononucleadas e
multinucleadas, presentes nas lesdes de células gigantes tem provocado varias
discussdes, principalmente no que concerne a formacdao das células gigantes
multinucleadas. Aventa-se a hipdtese de que as células gigantes sejam
osteoclastos, enquanto que as células mononucleadas constituem uma populacao
heterogénea de células descritas ora como mondcitos ora como fibroblastos ou
miofibroblastos ora como osteoblastos (CARVALHO et al., 1995; CHUONG et
al., 1986; TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997; O'MALLEY et al. 1997; ITONAGA et
al., 2003; LIU; YU; LI 2003; TOBON-ARROYAVE et al., 2005; VERED;
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BUCHNER; DAYAN, 2006a; VERED et al., 2007; FLOREZ-MORENO et al.,
2008; HOUPIS et al., 2009).

As células gigantes presentes nas lesdes de células gigantes, podem ser
formadas pela fusao de células progenitoras da linhagem
monocitica/macrofdgica. Como essas lesdes, tanto LCCG e LPCG, normalmente
sdo bem vascularizadas, o componente vascular pode providenciar os mondcitos
da circulacdo. As células mononucleadas lesionais sdo provavelmente as
responsdveis pelo recrutamento e diferenciacao das células gigantes (LIU; YU;

LI, 2003; TOBON-ARROYAVE et al., 2005).

Variagoes na vascularizacdo de LCCG e LPCG tém sido descritas. Achados
imuno-histoquimicos e ultra-estruturais, verificados por Lim e Gibbins (1995)
em LPCG, sugerem variacdes na microcirculacdo dessas lesdes, em que as dreas
mais profundas dos espécimes, onde principalmente localizam-se as células
gigantes, apresentam microvascularizacdo funcionalmente imaturas diferentes da
periferia da lesdo. Em conformidade com esses autores, Quinderé et al. (2008)
observaram fraca expressao de coldgeno IV nos vasos sanguineos localizados nas
por¢cdes mais profundas dos espécimes de LCCG e LPCG. Isso pode ser reflexo
da presenca de estruturas vasculares malformadas ou funcionalmente imaturas.
Dessa forma, suscitando a existéncia de uma provavel ligacdo das alteracdes

ultra-estruturais vasculares com a presenca de células gigantes multinucleadas.

Vered, Bucher e Dayan (2006a) observaram que as LCCG possuem baixa
atividade angiogénica, apesar do nimero significativo de células mononucleadas
e multinucleadas positivas para o VEGF. Para os autores, a sintese de fatores
angiogénicos por células mononucleadas e multinucleadas seria um mecanismo
importante no processo de osteoclastogénese, o qual contribuiria para o

crescimento destas lesodes.

A identificacdo do sistema RANK/RANKL/OPG como mediador final da
osteoclastogénese representou um grande avanc¢o no estudo da biologia dssea. As
pesquisas que envolvem reabsor¢cdo Ossea analisam o sistema RANK-RANKL-

OPG, pois essas moléculas sdo fatores chaves na regulacio do metabolismo
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6sseo (HUANG et al., 2000; ATKINS et al., 2000; HOFBAUER; HEUFELDER,
2001; KHOSLA, 2001; CROTTI et al., 2003; TAY et al., 2004; MENEZES et al.,
2006; BOSTANCI et al., 2007; SILVA et al., 2008; ANDRADE et al., 2008;
GALLAGHER, 2008; ANANDARAJAH, 2009). Poucos trabalhos tém sido
descritos avaliando o sistema de reabsor¢cdo Ossea RANK-RANKL-OPG em

lesdes de células gigantes dos maxilares.

Na presente pesquisa, estudou-se a imunoexpressdao dos anticorpos anti-
RANK, anti-RANKL e anti-OPG em LCCG e LPCG, observando imunomarcacao
em todos os casos da amostra analisada. Em relagdo aos componentes celulares
destas lesOes, evidenciou-se positividade nas células mononucleadas em todos os
casos, para os trés marcadores. Em relacdo as células gigantes multinucleadas,
em alguns casos nao foi evidenciado imunopositividade nessas células,

principalmente para o marcador RANKL.

A expressio de RANK e OPG foi detectada nas células mononucleadas e
multinucleadas, estando em consonancia com achados relatados por Huang et al.
(2000) e Atkins et al. (2000; 2001; 2006), os quais observaram expressdo dessas

proteinas nos mesmos componentes celulares, porém em TCG dos ossos longos.

Li, Yu e Li (2003) detectaram a expressdo do RNAm de RANKL, RANK e
OPG em lesdes dos maxilares contendo células gigantes multinucleadas (LCCQG,
LPCG, querubismo e cisto 6sseo aneurismadtico), encontrando positividade para
OPG em todos os tipos celulares estudados. Com relacdo ao RANK foi observado
expressdao nas células mononucleares ovdides e nas células gigantes, enquanto o
RANKL principalmente nas células mononucleares fusiformes e ausente nas
células gigantes multinucleadas. No presente estudo, RANKL foi expresso
também nas células gigantes, fato observado diferente dos descritos por autores
como Huang et al., 2000; Atkins et al., 2000; Atkins et al., 2001; Liu, Yu, Li,
2003, mas em concordancia com os achados de Kartsogiannis et al. (1999) e

Morgan et al. (2005) em TCG.

A expressao desses fatores de reabsor¢do O4ssea nos diferentes tipos

celulares presentes nas lesdes de células gigantes estudadas nos remete ao fato
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de que as células mononucleadas que expressam RANKL e as células gigantes
multinucleadas RANK positivas sugerem um fendtipo semelhante com
osteoblastos e osteoclastos, respectivamente (KARTSOGIANNIS et al., 1999;
HUANG et al., 2000; ATKINS et al., 2000; ATKINS et al., 2001; ITONAGA et
al., 2003; LIU; YU; LI, 2003; LAU et al., 2005; TOBON-ARROYAVE et al.,
2005).

Nao obstante a falta de referéncias na literatura pertinente, até os dias
atuais, ndo ha nenhum trabalho comparando a expressio dos marcadores de
reabsorcdo 6ssea entre LCCG e LPCG. Por isso, torna-se dificil comparar os
dados do presente trabalho com os da literatura nessas lesdes, especificamente.

Comparando a imunoexpressdao dos fatores de reabsorcdo d6ssea RANK,
RANKL e OPG entre as lesdes centrais e periféricas de células gigantes,
evidenciou-se diferenca estatistica significativa apenas na expressdo do marcador
RANKL nas células mononucleadas (p=0,002) e células totais (p=0,003) entre os
casos de LCCG e LPCG. A maior expressido do marcador RANKL nos casos de
LCCG confirma o maior potencial reabsortivo das lesdes centrais em relacdo as
lesdes periféricas, suportando os achados clinicos/radiogrdficos observados nas
LCCG.

Houpis et al. (2009) detectaram maior expressdao de PTHrP (Peptideo
relacionado ao Paratormdnio) e PTHR1 (Receptor do Paratormdnio do tipo 1) nas
células gigantes multinucleadas do tipo Il das LCCG em relacdo as LPCG, e que
houve maior expressio de PTHrP nas células mononucleadas de formato
fusiforme das LCCG, comparado com as LPCG. Adicionalmente, verificaram que
as populacdes celulares sdo semelhantes entre as lesdes. Contudo, os autores
sugerem que ndo € pela expressio PTHrP/PTHRI1 nas LPCG e LCCG que as

lesdes apresentam comportamento diferente.

No presente estudo, observou-se diferenca na expressdo do RANKL entre
os casos de LCCG e LPCG e associacdao na proporcdio RANKL maior que OPG
(p=0,001), fato que leva a crer que a expressao diferenciada de algumas
moléculas da via de reabsor¢cdo Ossea entre as lesdes centrais e lesdes periféricas

de células gigantes creditam a atividade reabsortiva diferenciada entre elas.
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A andlise da matriz extracelular, realizada por Quinderé et al. (2008), na
qual analisaram a expressdo imuno-histoquimica das proteinas coldgeno IV,
tenascina e fibronectina, em LCCG e LPCG, nao demonstraram diferencas na
expressdao dessas proteinas entre as lesdes analisadas. Assim, sugerem que esses
componentes da matriz extracelular ndo permitem estabelecer diferencas
marcantes entre as LCCG e LPCG. Contudo, conforme ressaltado por Florez-
Moreno et al. (2008), apesar da similaridade histolégica entre as LCCG e LPCQG,
diferencas nos padrdes morfométricos, como nucleos maiores e irregulares das
células gigantes, bem como maior imunorreatividade para macréfagos (CD68)
nas LCCG que nas LPCG, podem estar relacionados com o comportamento

clinico mais agressivo das LCCG.

Huang et al. (2000) encontraram maior expressao de RANKL que OPG nos
TCG, quando comparados com o tecido dsseo normal, sugerindo que a producdo
desta molécula pode ser de grande importancia na formacao das células gigantes
encontradas nestes tumores e, conseqlientemente, na reabsorcdo OGssea
evidenciada nessas lesdes. Na presente pesquisa, avaliando a proporcdo
RANKL/OPG, evidenciou-se que a expressao do ligante do RANK foi maior que
OPG nas LCCG, diferindo do grupo LPCG que apresentaram distribuicao
uniforme na propor¢do desses marcadores. Tais achados sdo semelhantes as
observacdes de Atkins et al. (2000) que encontraram maior propor¢cdo da
expressio RANKL/OPG nos casos TCG dos ossos longos comparados com outros
tumores osteoliticos e ndo osteoliticos.

Itonaga et al. (2002) e Itonaga et al. (2003) estudaram a expressdao de
RANKL, CD68 e PCNA em TCG e LCCQG, respectivamente, e observaram que as
células mononucleadas de morfologia fusiformes expressavam PCNA e RANKL,
sendo capazes de promover a formacdo de osteoclastos em cultura de células.
Além disso, as células gigantes foram positivas para o CD68. Os resultados

dessas pesquisas foram idénticos tanto nos TCG quanto nas LCCG.

Kauzman et al. (2004) analisaram as proteinas do ciclo celular em casos de
LCCG e verificaram que as proteinas do ciclo celular (Ciclina B1 e Ki-67)

estavam restritas as células mononucleadas. Ademais, sugerem que desregulacdo
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no ciclo celular pode estar envolvido na patogénese das LCCG. Esses achados
sdo semelhantes aos resultados encontrados por Kauzman et al. (2003) em TCG,
sugerindo assim, que TCG dos ossos longos e LCCG representam um processo
patolégico similar, porém com diferencas nas localizacdes anatomicas

envolvidas.

Aragdo et al. (2006) avaliaram os aspectos clinicos e histopatoldgicos das
LCCG e TCG dos ossos longos e encontraram similaridades marcantes desses
aspectos entre as lesdes analisadas. Adicionalmente, Aragdo et al. (2007)
estudaram a imunoexpressdao de proteinas da matriz extracelular, fibronectina e
tenascina, e CD68 em LCCG e TCG dos ossos longos e observaram um padrao de
imunoexpressdao da fibronectina e da tenascina semelhante entre as lesdes,
indicando que essas proteinas ndo podem explicar as diferencas entre LCCG e
TCG, suportando a observacdo que essas lesdes possam representar um processo

patoldégico unico.

Resnick et al. (2010) analisaram as caracteristicas clinicas e radiogréficas
das LCCG dos maxilares e TCG dos ossos longos e verificaram similaridade nos
aspectos analisados entre essas lesdes, destacando que as LCCG podem ser
diagnosticadas precocemente, por conta da localizacdo destas nos maxilares,

sendo assim, facilmente perceptivel pelo préprio paciente.

Dessa forma, os autores supracitados destacam ndo haver diferenca
significativa entre as LCCG e TCG, suscitando a possibilidade de representar um
processo patoldgico tunico, modificado pela idade dos pacientes, localizagdo das

lesdes, bem como por fatores ainda ndo completamente estabelecidos.

Enaltecendo as sobreposi¢cdes de aspectos ora relatados e os resultados da
presente pesquisa, como imunomarcagcdes de RANK e RANKL nos tipos
celulares similares e elevada expressdo de RANKL maior que OPG, conduzem-
nos a especular que devido aos achados semelhantes nas lesdes estudadas, a
exemplo do que ocorre nos TCG, a LCCG aparenta similaridade ao TCG com

relacdo a expressdo dos fatores de reabsorcdo 6ssea, podendo representar a
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mesma entidade patoldgica. Contudo, ressalta-se que outros estudos devem ser

realizados para confirmar essa assertiva.

Comparando as LPCG com LCCQG, subdivididas conforme a agressividade,
encontrou-se uma diferenca estatistica altamente significativa apenas na
imunoexpressdo do anticorpo anti-RANKL, tanto nas células mononucleadas
(p=0,006) quanto nas células totais imunopositivas (p=0,010). Contudo, nao foi
observada diferenca na expressio de nenhum dos marcadores entre as LCCG

agressivas e ndo-agressivas.

Congruente com os achados do presente estudo, Tobdn-Arroyave et al.
(2005) observaram expressdo do RANK nas CG e nas células mononucleadas
ovoides, sem diferenca estatistica na expressdo desta proteina entre os casos
agressivos dos ndo-agressivos de LCCG. Esses autores ressaltaram que, apesar
de ndo haver diferenca na expressido desse marcador entre as LCCG, os achados
sugerem que o mecanismo pelo quais as células, mononucleares e multinucleadas
presentes nas lesdes de células gigantes, induzem a reabsor¢do Ossea estd
provavelmente relacionado a ligacdo RANK/RANKL, semelhante a situacgdo

normal dos osteoclastos.

Com base nos resultados da presente pesquisa, sugere-se que as LCCQG,
independente da agressividade, comportam-se de forma semelhante na expressdo
dos fatores de reabsor¢dao Ossea. Assim, diferenca no comportamento bioldgico
das LCCG aparentemente ndo guarda relagcdo com alteragdes na expressdo dos
fatores de reabsor¢cdo Ossea. Outros fatores, ainda ndo completamente
esclarecidos, devem estar envolvidos para proporcionar o comportamento clinico

mais agressivo evidenciados em alguns casos de LCCG.

Analisando a proliferagdao celular entre os casos agressivos e nao-
agressivos das LCCG, O’Malley et al. (1997) e Kruse-Losler et al. (2006)
observaram que o componente proliferativo das LCCG estava presente na
populacdo celular mononuclear dessas lesdes, porém nao encontraram diferenca

no indice de proliferacdo celular entre as lesdes agressivas e ndo-agressivas.
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Vered et al. (2007) detectaram a presenca de miofibroblastos nas LCCG
tanto agressivas quanto ndo-agressivas, entretanto, ndo observaram diferenca na
densidade média dessas células entre as LCCG, sugerindo que esse componente

celular nao € distinguivel entre LCCG agressivas e ndo-agressivas.

A agressividade nos casos de LCCG agressivas pode ser devido a grande
quantidade em numero de CG, bem como a maior drea de superficie ocupada por
essas células, além do elevado nimero de mitoses evidenciado no grupo de
LCCG agressivas (KRUSE-LOSLER et al., 2006). Ademais, Dewsnup et al.
(2008) e Susarla et al. (2009) apontam que a elevada expressdo de CD34 nos
casos de LCCG pode ser um indicativo de um comportamento biolégico mais
agressivo, pois a densidade vascular estd significativamente aumentada nas

LCCG agressivas.

No que concerne ao seu tamanho, as lesdes de células gigantes apresentam
variagOes significativas, normalmente entre 1 a 5 cm (CHUONG et al., 1986;
GANDARA REY et al.,, 2002; STAVROPOULOS; KATZ, 2002; KRUSE-
LOSLER et al., 2006; NEVILLE et al., 2009). Os resultados da presente pesquisa
demonstraram que independente do tipo de lesdo, central ou periférica, na
amostra analisada observou-se diferenca significante na expressdo da proteina
OPG nas células mononucleadas (p=0,008) e células totais (p=0,020) e o

tamanho da lesao.

Visando estabelecer uma relacdo entre a expressdo dos marcadores
pesquisados e o tamanho das lesdes, verificou-se que o tamanho das lesdes teve
correlacdo negativa com expressdo da proteina OPG, indicando que quanto maior
o tamanho das lesdes menor a expressdo de OPG. Dessa forma, leva a crer que as
lesdes pequenas exibem menor atividade reabsortiva, e isso pode ser reflexo da
atuacdo da proteina OPG, molécula que compete com RANKL, inibindo a acdo
deste na reabsor¢cdo Ossea e consequentemente a expansdao da lesdo. Essa
sugestdo baseia-se no papel jid bem estabelecido da acdo inibitéria da OPG na
reabsorcdo 6ssea (SIMONET et al., 1997; TSUDA et al., 1997; YASUDA et al.,
1998; BURGESS et al., 1999; KARTSOGIANNIS et al., 1999; HUANG et al.,
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2000; ATKINS et al., 2001; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001; SCHOPPER;
PREISSNER; HOFBAUER, 2002; BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003).

O teste de correlacdo de Spearman demonstrou correlagdo positiva entre
RANK, RANKL e OPG, merecendo destaque para a tendéncia da expressdo
conjunta desses marcadores, em congruéncia com os achados de Huang et al.
(2000) e Liu, Yu e Li (2003). Esses autores, estudando respectivamente TCG e
lesdes de células gigantes dos maxilares, inferiram que devido OPG encontrar-se
presente ubiquamente nos 3 tipos celulares dessas lesdes, é possivel que exista
um mecanismo de retroalimentacdo (feedback negativo) nas lesdes de células
gigantes, em que as proprias células tumorais podem modular a apresentacido do

RANKL na sua superficie, na qual pode ser inibido pela OPG.

Tumores de células gigantes dos ossos e dos tecidos moles exibem
expressdao dos fatores de reabsorcdo Ossea nos seus componentes celulares,
propondo que inibidores farmacoldgicos da reabsor¢do 6ssea podem controlar a

ostedlise desses tumores (LAU et al., 2005; ANANDARAJAH, 2009).

Nesse contexto convém ressaltar que o interesse tem-se voltado para o
entendimento da real participacdo dos fatores de reabsorcio 6ssea RANK-
RANKL-OPG no desenvolvimento das lesdes centrais de células gigantes,
visando estratégias terapéuticas que utilizem essas moléculas para o melhor
prognéstico do paciente, minimizando e controlando o dano tecidual. (TOBON-

ARROYAVE et al., 2005, VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006b).

Finalmente, sugere-se que mais estudos serdo necessdrios nessa drea,
buscando elucidar o comportamento biolégico das Lesdes Centrais e Periféricas

de células gigantes.
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7 CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, concluiu-se que:

® Houve diferenca na imunoexpressdo do RANKL entre os casos de Lesdes
Centrais e Lesdes Periféricas de Células Gigantes, assim, sugere-se uma
implicacdo dessa molécula no comportamento clinico diferente das lesdes
centrais em relacdo as lesdes periféricas, provavelmente atribuindo que o maior
potencial reabsortivo das LCCG frente as LPCG pode decorrer em virtude da

elevada expressao desse marcador;

e Nido houve diferenca na expressio das moléculas estudadas (RANK,
RANKL e OPG) nas LCCG, conforme a agressividade, denotando assim, que o
comportamento agressivo de algumas LCCG ndo se deve ao fato da expressdo
desses fatores de reabsorcio dssea;

e Houve correlagcdo entre a expressdao dos fatores de reabsorcdo entre si,
exibindo uma tendéncia de expressdo conjunta das moléculas RANK, RANKL e
OPG na amostra estudada, suscitando a possibilidade de existir um mecanismo
de retroalimentacdo (feedback negativo) pelas préprias células lesionais;

e Demonstrou-se uma correlagcdo negativa entre o tamanho das lesdes e
expressdo de OPG, sugerindo que a osteoprotegerina pode ser uma molécula

inibitéria na expansdo das lesdes de células gigantes.
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