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RESUMO

Os ceratocistos odontogénicos se destacam em relagdo a outras lesdes cisticas
odontogénicas pelo comportamento clinico potencialmente agressivo e por se apresentarem
associados, em alguns casos, a sindrome de Gorlin. Estudos t€ém sugerido que os ceratocistos
sindrémicos, em comparagdo as lesdes isoladas, possuem maior capacidade de crescimento e
infiltragdo e maior tendéncia a recorréncia. O objetivo do presente trabalho consistiu em
analisar, por meio de imuno-histoquimica, as expressdes do ligante do receptor ativador do
fator nuclear kB (RANKL) e da osteoprotegerina (OPG), o indice angiogénico (CD34) ¢ a
presenca de miofibroblastos (a-SMA), em ceratocistos isolados primarios e recorrentes e
ceratocistos associados a sindrome de Gorlin. A amostra foi composta por 30 ceratocistos
isolados (22 primarios e 8 recorrentes) e 22 ceratocistos sindromicos. A expressao de RANKL
e OPG foi avaliada no epitélio e na capsula fibrosa das lesdes, estabelecendo-se o percentual
de células imunopositivas, de acordo com os escores: 0 (< 10% das células positivas), 1 (11%
- 50% das células positivas), 2 (51% - 75% das células positivas) e 3 (> 76% das células
positivas). Além disso, os casos foram categorizados, segundo a propor¢do RANKL/ OPG,
em: RANKL > OPG, RANKL < OPG e RANKL = OPG. O indice angiogénico foi analisado
por meio da contagem dos microvasos imunomarcados pelo anticorpo anti-CD34, em 5
campos (200x). Para a avaliagdo dos miofibroblastos, foram quantificadas as células
imunorreativas ao anticorpo anti-a-SMA, em 10 campos (400x). A andlise das expressdes de
RANKL e OPG, no revestimento epitelial e na capsula fibrosa, ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos (p > 0,05). Em relacio a propor¢io RANKL/ OPG no
revestimento epitelial, grande parte das lesdes isoladas primdrias (54,5%) e sindromicas
(59,1%) exibiu propor¢do RANKL < OPG e propor¢ao RANKL = OPG, respectivamente (p >
0,05). Em relacdo a propor¢ao RANKL/ OPG na capsula fibrosa, a maioria das lesdes isoladas
primarias (81,8%) e isoladas recorrentes (75,0%) e grande parte das lesdes associadas a
sindrome de Gorlin (45,5%) revelaram propor¢do RANKL = OPG (p > 0,05). O niimero
médio de microvasos foi de 69,2 nas lesdes isoladas primarias, 67,6 nas lesdes recorrentes e
71,6 nas lesoes sindromicas, sem diferencgas significativas entre os grupos (p > 0,05). A
analise dos miofibroblastos revelou valores médios de 34,4 nas lesdes isoladas primarias, 29,3
nas lesdes recorrentes e 33,7 nas lesdes sindromicas, sem diferencgas significativas entre os
grupos (p > 0,05). Em conclusao, os resultados do presente estudo sugerem que as diferencas
no comportamento biolégico entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin
podem ndo estar relacionadas as expressdes de RANKL e OPG, a propor¢ao RANKL/ OPG,
ao indice angiogénico ou a quantidade de miofibroblastos presentes nas lesdes.

Palavras-chave: Ceratocisto odontogénico, sindrome de Gorlin, ligante do receptor ativador
do fator nuclear kB, osteoprotegerina, indice angiogénico, CD34, miofibroblasto, a-actina de
musculo liso.
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ABSTRACT

The odontogenic keratocysts are distinguished from other odontogenic cystic lesions
by their potentially aggressive clinical behavior and association, in some cases, with Gorlin
syndrome. Studies have suggested that syndrome keratocysts, in comparison with sporadic
lesions, have higher growth and infiltration capacity and higher recurrence tendency. The aim
of this study was to analyze, by means of immunohistochemistry, the expressions of receptor
activator of nuclear factor kB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG), the angiogenic
index (CD34) and the presence of myofibroblasts (a-SMA) in primary and recurrent sporadic
keratocysts and in keratocysts associated with Gorlin syndrome. The sample was composed
by 30 sporadic keratocysts (22 primary and 8 recurrent) and 22 syndrome keratocysts. In the
epithelium and in the fibrous capsule of the lesions, the immunoexpression of RANKL and
OPG was evaluated by determination of the percentage of positive cells, according to the
following scores: 0 (less than 10% of positive cells), 1 (11% - 50% of positive cells), 2 (51% -
75% of positive cells) and 3 (more than 76% of positive cells). In addition, cases were
classified according to the RANKL score/ OPG score ratio, as follows: RANKL > OPG,
RANKL < OPG, and RANKL = OPG. The angiogenic index was analyzed by counting the
microvessels immunoreactive to anti-CD34 antibody in 5 fields (200x). The analysis of
myofibroblasts was performed by counting the cells immunoreactive to anti-a-SMA antibody
in 10 fields (400x). The analysis of the expressions of RANKL and OPG in the epithelial
lining and in the fibrous capsule did not reveal significant differences between groups (p >
0.05). Regarding the RANKL/ OPG ratio in the epithelial lining, most sporadic primary
(54.5%) and syndrome lesions (59.1%) showed RANKL < OPG ratio and RANKL = OPG
ratio, respectively (p > 0.05). With respect to the RANKL/ OPG ratio in the fibrous capsule,
the majority of sporadic primary (81.8%) and sporadic recurrent lesions (75.0%) and most
syndrome lesions (45.5%) showed RANKL = OPG ratio (p > 0.05). The mean number of
microvessels was 69.2 in sporadic primary lesions, 67.6 in recurrent lesions, and 71.6 in
syndrome lesions, with no significant differences between groups (p > 0.05). The mean
number of myofibroblasts was 34.4 in sporadic primary lesions, 29.3 in recurrent lesions, and
33.7 in syndrome lesions, with no significant differences between groups (p > 0.05). In
conclusion, the results of the present study suggest that the differences in the biological
behavior between sporadic keratocysts and keratocysts associated with Gorlin syndrome may
not be related to the expressions of RANKL and OPG, the RANKL/ OPG ratio, the
angiogenic index or the number of myofibroblasts in these lesions.

Key-words: Odontogenic keratocyst, Gorlin syndrome, receptor activator of nuclear factor
kB ligand, osteoprotegerin, angiogenic index, CD34, myofibroblast, a-smooth muscle actin.
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Do inglés keratinocyte growth factor, traduzido como fator de crescimento de
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Do inglés keratinocyte growth factor receptor, traduzido como receptor do
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Refere-se ao antigeno celular Ki-67 ou ao anticorpo anti-Ki-67.

Do inglés latency-associated protein, traduzido como proteina associada a
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Do inglés large tumor suppressor homologue 2, refere-se ao gene LATS?2.

Do inglés labeled streptavidin  biotin, traduzido como conjugado
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Do inglés latent TGF-f1 binding protein-1, traduzido como proteina-1 de
ligacdo ao TGF-B1 latente.

Do inglés mitogen-activated protein kinases, traduzido como proteinas-quinase
ativadas por mitoégeno.

Do inglés matrix metalloproteinases, traduzido como metaloproteinases de
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Do inglés mammalian target of rapamycin, traduzido como alvo mamifero da
rapamicina.
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Do inglés microvessel count, traduzido como contagem microvascular.

Do inglés microvessel density, traduzido como densidade microvascular.

Do inglés microvessel volume, traduzido como volume microvascular.
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Do inglés tartrate-resistant acid phosphatase, traduzido como fosfatase acida
tartarato-resistente.
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Do inglés tumor suppressor in lung cancer 1, refere-se ao gene TSLCI.

Do inglés vascular endothelial growth factor, traduzido como fator de
crescimento endotelial vascular.
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Do inglés vascular endothelial growth factor-receptor 1, traduzido como
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1 INTRODUCAO

O ceratocisto odontogénico, recentemente classificado pela Organizagdo Mundial da
Satde como uma neoplasia benigna (PHILIPSEN, 2005), tem se apresentado como uma das
entidades patologicas mais controversas da regido oral e maxilofacial (MENDES;
CARVALHO; VAN DER WALL, 2010a). Em comparacdo com outras lesdes cisticas
odontogénicas, os ceratocistos se destacam pelo comportamento clinico potencialmente
agressivo, tendéncia a recorréncias e por se apresentarem associados, em alguns casos, a
sindrome do carcinoma nevdide basocelular, também denominada de sindrome de Gorlin
(AGARAM et al., 2004; KICHI et al., 2005; ALI, 2008; FIGUEROA et al., 2010).

Estudos tém sugerido que os ceratocistos odontogénicos associados a sindrome de
Gorlin, em comparagdo aos ceratocistos isolados, possuem maior capacidade de crescimento e
infiltracdo (KIMI et al.,, 2001) e maior tendéncia a recorréncia (AHN et al., 2004;
MANFREDI et al., 2004; DIAZ-FERNANDEZ et al., 2005). Resultados de investiga¢des
sobre a expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular e a apoptose (KIMI et al., 2001;
KOLAR et al., 2006), oncogenes e genes supressores tumorais (KOLAR et al., 2006),
componentes da matriz extracelular (AMORIM et al., 2004) e proteases (CAVALCANTE et
al., 2008; LEONARDI et al., 2010), suportam a existéncia de um comportamento biologico
distinto entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin.

Nos ultimos cinco anos, pesquisas tém revelado que proteinas envolvidas no
processo de remodelagdo Ossea, a angiogénese e os miofibroblastos sdo importantes no
desenvolvimento e progressdo de cistos e tumores odontogénicos, incluindo os ceratocistos
(VERED et al., 2005; ANDRADE et al., 2008; SILVA et al., 2008; ALAEDDINI et al., 2009;
FREGNANI et al., 2009). De acordo com alguns desses estudos, lesdes odontogénicas com
comportamento bioldégico mais agressivo apresentam maior expressdo de proteinas
relacionadas a reabsor¢do Ossea, maior indice angiogénico e maior quantidade de
miofibroblastos (VERED et al., 2005; SILVA et al., 2008; ALAEDDINI et al., 2009).

A remodelagdo do tecido 6sseo € um processo altamente coordenado que envolve a
reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos e a sintese de matriz organica pelos osteoblastos
(BOYCE; XING, 2008; KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008). Em particular, um grupo
de moléculas pertencentes a familia de receptores e ligantes relacionados ao fator de necrose
tumoral (TNF), representadas pelo receptor ativador do fator nuclear kB (RANK), pelo
ligante do RANK (RANKL) e pela osteoprotegerina (OPG), tem se mostrado essencial para o
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controle da remodelagdo 6ssea (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008; LEIBBRANDT;
PENNINGER, 2008) e apresentado, secundariamente, um envolvimento potencial na
angiogénese (KOBAYASHI-SAKAMOTO et al.,, 2008; MCGONIGLE; GIACHELLI;
SCATENA, 2009). Distarbios no sistema RANK/ RANKL/ OPG, usualmente levando ao
aumento da atividade osteoclastica, tém sido associados ao desenvolvimento de patologias
variadas, incluindo osteoporose, artrite reumatédide, tumores Osseos primarios ¢ metastases
osseas (THEOLEYRE et al., 2004; BAUD’HUIN et al., 2007; BOYCE; XING, 2008).

A angiogénese constitui a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de estruturas
vasculares pré-existentes (NGUYEN et al., 2009). E um processo complexo, regulado por
diversas vias de sinalizagdo intercelulares, com fungdes tanto prdé-angiogénicas como anti-
angiogénicas (GORDON; MENDELSON; KATO, 2010; UCUZIAN et al., 2010), que pode
ser mensurado pela determinacdo do indice angiogénico. A importancia da vascularizagdo no
desenvolvimento e manutengdo dos tecidos tem sido demonstrada em diversos processos
fisioldgicos e patologicos, como embriogénese, cicatrizagdo, psoriase, artrite, retinopatias e
progressdo tumoral (CLAPP et al., 2009; NIKITENKO, 2009; NANASHIMA et al., 2009).

Os miofibroblastos sdo células especializadas que possuem um fendtipo hibrido, com
caracteristicas de fibroblastos e células musculares lisas (FREGNANI et al., 2009). Em
virtude de sua habilidade contratil e capacidade de sintese de diversos componentes da matriz
extracelular, como colagenos I e IIl, estas células estdo envolvidas na patogénese de doengas
fibroticas, como a fibrose pulmonar idiopatica e a esclerose sistémica (GABBIANI, 2003;
EYDEN et al., 2009; NOVO et al., 2009; LEPPARANTA et al., 2010). Além disso, através da
secrecdo de proteases, citocinas e fatores pro-angiogénicos, os miofibroblastos tém sido
implicados na progressdo de diversos tumores (DE WEVER et al., 2008; CHEN et al., 2009a;
EYDEN et al., 2009).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho consistiu em analisar, descritiva e
comparativamente, por meio de imuno-histoquimica, a expressdo de RANKL e OPG, o indice
angiogénico e a presenca de miofibroblastos, em espécimes de ceratocistos odontogénicos
isolados primarios e recorrentes e ceratocistos associados a sindrome de Gorlin, com a
finalidade de fornecer subsidios para melhor compreensdo das diferencas, descritas na

literatura, no comportamento bioldgico entre lesdes isoladas e associadas a esta sindrome.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CERATOCISTO ODONTOGENICO

2.1.1 Consideracdes gerais

O ceratocisto odontogénico tem se apresentado como uma das entidades patologicas
mais controversas da regido oral e maxilofacial (MENDES; CARVALHO; VAN DER
WALL, 2010a). Até a segunda classificagdo dos cistos odontogénicos, publicada pela
Organizagdo Mundial da Saude, estas lesdes eram consideradas cistos odontogénicos de
desenvolvimento, com origem provavel a partir de remanescentes epiteliais da lamina dentéria
(KRAMER; PINDBORG; SHEAR, 1992). Em comparacdo com as demais lesdes cisticas
odontogénicas, os ceratocistos se destacam pelo comportamento clinico potencialmente
agressivo, tendéncia a recorréncias ¢ por se apresentarem associados, em alguns casos, a
sindrome do carcinoma nevodide basocelular, também denominada de sindrome de Gorlin
(AGARAM et al., 2004; HENLEY et al., 2005; KICHI et al., 2005; MATEUS et al., 2008;
SUYAMA et al., 2009; FIGUEROA et al., 2010; HAKIM et al., 2010).

O primeiro relato de ceratocisto ¢ atribuido a Philipsen (1956), o qual descreveu um
cisto odontogénico cujo revestimento epitelial exibia caracteristicas bastante peculiares.
Posteriormente, tais caracteristicas histopatologicas singulares foram detalhadas por Pindborg
e Hansen (1963), as quais consistiam em: espessura epitelial uniforme; padrao de maturacio
epitelial do tipo paraceratinizado, com superficie corrugada; células da camada basal
dispostas em paligada, com nucleos hipercromaticos e; cistos-satélites na capsula fibrosa.

Diferencas significativas, em nivel molecular, foram identificadas entre ceratocistos
e outros cistos odontogénicos, sugerindo que estas lesdes podem representar processos
patologicos de natureza distinta (AGARAM et al., 2004). Li, Browne e Matthews (1997)
constataram que o revestimento epitelial dos ceratocistos odontogénicos, comparado ao
epitélio de cistos dentigeros e cistos radiculares, exibia maior expressio do fator
transformador de crescimento-a (TGF-a). Além disso, em comparacdo com outras lesdes
cisticas odontogénicas, os ceratocistos apresentam maior positividade para marcadores de

proliferacdo celular, como Ki-67 e antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) (DE
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PAULA et al., 2000), especialmente em camada suprabasal, bem como maior expressao da
proteina supressora tumoral P53 (SHEAR, 2002).

Estudos sobre a composi¢do da matriz extracelular também demonstraram diferengas
importantes entre ceratocistos ¢ outros cistos odontogénicos. Ao avaliar a expressdo de
tenascina e fibronectina em cistos dentigeros, cistos radiculares e ceratocistos odontogénicos,
Oliveira et al. (2004) observaram maior expressao destes componentes da matriz extracelular
na capsula fibrosa destas ultimas lesdes. De acordo com os autores, estes resultados sugerem a
existéncia de instabilidades estruturais nos ceratocistos odontogénicos.

Analises de alteragdes alélicas corroboraram a singularidade dos ceratocistos em
relacdo aos demais cistos odontogénicos. Agaram et al. (2004) verificaram perdas de
heterozigosidade em diversos genes supressores tumorais, como P16, P53, PTCH ¢ MCC,
com frequéncias de perdas alélicas entre 11% e 80% dos genes estudados. De acordo com os
autores, a perda de heterozigosidade nos genes supressores tumorais, identificada em 7 dos 10
ceratocistos odontogénicos avaliados, constitui uma forte evidéncia de que estas lesdes
representem verdadeiros neoplasmas.

Desta forma, em virtude do comportamento biologico agressivo, das altas taxas de
recidiva e das diferencas moleculares existentes entre os ceratocistos e¢ as demais lesOes
cisticas odontogénicas, a Organizacdo Mundial da Satde, em 2005, reclassificou esta lesdo
como uma neoplasia benigna intra-6ssea, sugerindo a designacdo de tumor odontogénico
ceratocistico (PHILIPSEN, 2005). Estudos posteriores a esta classificagdo continuam a
apresentar evidéncias que alicergam uma possivel natureza neoplasica para os ceratocistos
odontogénicos (KATASE et al., 2007; GURGEL et al., 2008; TSUNEKI et al., 2008; VERED
et al., 2009).

2.1.2 Epidemiologia, aspectos clinico-radiograficos, histopatologia e tratamento

Estudos epidemiologicos, realizados em diversas populacdes, verificaram que o
ceratocisto odontogénico constitui o terceiro tipo mais comum de cisto odontogénico, com
frequéncias relativas entre 1,3% e 21,5% (MOSQUEDA-TAYLOR et al., 2002; JONES;
CRAIG; FRANKLIN, 2006; GROSSMANN et al., 2007; TORTORICI et al., 2008; SOUZA
et al., 2010). A maioria dos casos ¢ diagnosticada em homens, com picos de incidéncia entre a

segunda e a terceira décadas de vida (SHEAR, 2003; JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006).
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Em relagdo a localizacdo anatomica, estudos retrospectivos revelam acometimento
mais frequente da mandibula, identificado em 61,5% a 76,5% dos casos (MYOUNG et al.,
2001; JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; GONZALEZ-ALVA et al., 2007; HABIBI et al.,
2007; SOUZA et al., 2010). Especificamente neste osso gnatico, as regides de dentes molares
e ramo ascendente sdo as mais comumente afetadas (MYOUNG et al., 2001; TORTORICI et
al., 2008). Em relagdo as lesdes localizadas em maxila, tem sido descrito envolvimento
relativamente similar entre a regido de dentes molares e a regido de dentes incisivos e caninos
(JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006; HABIBI et al., 2007).

Clinicamente, uma tumefacao indolor é a apresentacdo tipica dos ceratocistos, a qual
pode estar associada a drenagem espontanea do contetido cistico (MYOUNG et al., 2001;
HABIBI et al., 2007). Em virtude da auséncia de sintomatologia e do crescimento infiltrativo
em meio ao o0sso trabecular, sem causar expansdo significativa de corticais Osseas em fases
iniciais (CHIRAPATHOMSAKUL; SASTRAVAHA; JANSISYANONT, 2006), muitos
casos revelam comprometimento extenso das estruturas dsseas no momento do diagndstico
(SHEAR, 2003). Por vezes, as lesdes podem ser descobertas de maneira fortuita, durante
exames radiograficos realizados com outras finalidades (HABIBI et al.,, 2007; PITAK-
ARNNORP et al., 2010). Obstrugdo nasal, parestesia e reabsor¢ao radicular sdo caracteristicas
menos frequentes (SHEAR, 2003; GIULIANI et al., 2006).

Radiograficamente, os ceratocistos se apresentam como lesdes radiolicidas, com
margens regulares e freqlientemente bem corticalizadas, podendo envolver dentes nao
erupcionados (CHIRAPATHOMSAKUL; SASTRAVAHA; JANSISYANONT, 2006;
GIULIANI et al., 2006). Lesdoes volumosas, particularmente aquelas localizadas na regido
posterior de corpo mandibular e ramo ascendente, podem se apresentar multiloculadas
(GIULIANI et al., 2006). Em aproximadamente 25% a 40% dos casos, os ceratocistos podem
se apresentar como area radiolicida unilocular, associada a coroa de dente ndo irrompido,
sugerindo o diagnéstico de cisto dentigero (CHIRAPATHOMSAKUL; SASTRAVAHA;
JANSISYANONT, 2006; MENDES; CARVALHO; VAN DER WALL, 2010b).

Apesar de raros, ha relatos de ceratocistos odontogénicos extra-6sseos (CHI;
OWINGS; MULLER, 2005; PRESTON; NARAYANA, 2005). Clinicamente, estas lesdes se
apresentam como nodulos assintomaticos, localizados na gengiva da regido de incisivos e pré-
molares. A maioria dos casos ¢ diagnosticada em individuos adultos, com distribui¢do
relativamente similar em maxila ¢ mandibula (PRESTON; NARAYANA, 2005). Embora a

maioria das lesdes ndo apresente achados radiograficos apreciaveis, geralmente, durante a
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exploragdo cirargica, observa-se rarefacdo da cortical dssea subjacente (CHI; OWINGS;
MULLER, 2005; PRESTON; NARAYANA, 2005).

Ao exame histopatologico, os ceratocistos odontogénicos exibem um revestimento
epitelial bastante tipico, com 5 a 8 camadas de células, cuja camada basal apresenta células
colunares baixas ou cubicas, dispostas em palicada, com nulcleos hipercromaticos ¢ a
superficie demonstra camada de paraceratina corrugada (AGARAM et al., 2004; PHILIPSEN,
2005; KOLAR et al., 2006; GONZALEZ-ALVA et al., 2008). A juncio epitélio-conjuntivo se
revela plana (JORDAN, 2003; PHILIPSEN, 2005), sendo freqiiente o destacamento do
revestimento epitelial (LAM; CHAN, 2000; JORDAN, 2003). Por vezes, podem ser
identificados brotamentos epiteliais a partir da camada basal (MYOUNG et al., 2001;
AGARAM et al., 2004; GONZALEZ-ALVA et al., 2008; KUROYANAGI et al., 2009).

A capsula de tecido conjuntivo fibroso ¢ relativamente delgada e, em geral, ndo
apresenta infiltrado inflamatoério (KOLAR et al., 2006). Podem ser observados, ainda, cistos-
satélites, com frequéncias que variam de 6,1% a 47% dos casos (LAM; CHAN, 2000;
GONZALEZ-ALVA et al., 2008; KUROYANAGI et al., 2009), além de ilhas de epitélio
odontogénico e calcificagdes distroficas (LAM; CHAN, 2000; GONZALEZ-ALVA et al.,
2008). A presenca secundaria de infiltrado inflamatorio, relatada em alguns casos (AGARAM
et al.,, 2004; KUROYANAGTI et al., 2009), determina perda das caracteristicas celulares e
estruturais do revestimento epitelial (PHILIPSEN, 2005; GONZALEZ-ALVA et al., 2008).

Embora inicialmente considerado como uma variante do ceratocisto odontogénico,
atualmente, os cistos odontogénicos ortoceratinizados constituem uma entidade patologica
distinta (JORDAN, 2003; CHI; OWINGS; MULLER, 2005; PHILIPSEN, 2005). Em
comparagdo com 0s ceratocistos, os cistos odontogé€nicos ortoceratinizados apresentam menor
potencial de crescimento e menores taxas de recorréncia (JORDAN, 2003). Além disso,
histologicamente, os cistos odontogénicos ortoceratinizados ndo demonstram a camada de
células basais hipercromaticas, dispostas em palicada, caracteristica do ceratocisto
odontogénico (SILVA et al., 2002; JORDAN, 2003).

Resultados de estudos imuno-histoquimicos corroboram as diferencas no
comportamento bioldgico entre ceratocitos e cistos odontogénicos ortoceratinizados. Silva et
al. (2002) compararam ceratocistos e cistos odontogénicos ortoceratinizados em relagdo a
expressao imuno-histoquimica de tenascina, colagenos I e III e citoqueratinas 10, 13 e 14. Em
contraposicdo aos ceratocistos, o padrdo de expressio de citoqueratinas nos cistos
odontogénicos ortoceratinizados se apresentou compativel com um processo de ceratinizagdo

normal. Na capsula fibrosa, os cistos ortoceratinizados revelaram expressdo de colagenos I e
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III, sob a forma de fibrilas e ndo apresentaram positividade para tenascina. Por sua vez, a
capsula fibrosa dos ceratocistos exibiu expressdo difusa de colagenos I e III, sem uma
organizacdo evidente e apresentou positividade para tenascina. De acordo com os autores, 0s
resultados de seu estudo sugerem a existéncia de uma estrutura cistica estavel nos cistos
odontogénicos ortoceratinizados, compativel com seu potencial de crescimento limitado.

Rangiani e Motahhary (2009) avaliaram a expressdo imuno-histoquimica das
proteinas Bax, um importante fator pro-apoptdtico, e Bcl-2 no revestimento epitelial de
ceratocistos e cistos odontogénicos ortoceratinizados. Embora os grupos ndo tenham
apresentado diferencas significativas na expressdo de Bax, os ceratocistos odontogénicos
revelaram maior expressao de Bcl-2 (p < 0,05). Por sua vez, Okamoto et al. (2010) analisaram
a imunoexpressdo da podoplanina, uma glicoproteina transmembrana envolvida no processo
de migragdo celular, no revestimento epitelial de ceratocistos e cistos odontogénicos
ortoceratinizados. Comparados aos cistos ortoceratinizados, os ceratocistos apresentaram
maior expressdo de podoplanina. De acordo com Rangiani e Motahhary (2009) e Okamoto et
al. (2010), os resultados de seus estudos concordam com o comportamento bioldgico mais
agressivo dos ceratocistos odontogé€nicos em relagdo aos cistos odontogénicos
ortoceratinizados.

Varias modalidades terapéuticas tém sido empregadas para o tratamento dos
ceratocistos odontogénicos. Dentre as principais, destacam-se: enucleacdo, enucleagdo com
terapias adjuvantes, descompressdo e ressec¢do (MENDES; CARVALHO; VAN DER
WALL, 2010b; PITAK-ARNNORP et al., 2010). Embora as taxas de recorréncia demonstrem
uma ampla variagdo, a maioria das recidivas ¢ identificada nos primeiros cinco a sete anos
apos a intervengdo cirurgica (KUROYANAGI et al., 2009; PITAK-ARNNOP et al., 2010).
De forma geral, o tratamento apenas com enucleacdo demonstra as maiores taxas de
recorréncia, variando de 17% a 56% (MAURETTE; JORGE; MORAES, 2006). Por sua vez,
apos resseccdo cirurgica, marginal ou segmentar, o percentual de recidiva é proximo a zero
(MENDES; CARVALHO; VAN DER WALL, 2010b).

Diversas hipoteses foram formuladas para explicar as elevadas taxas de recorréncia
dos ceratocistos, merecendo destaque a remocao incompleta do revestimento cistico da lesdo e
o desenvolvimento de uma nova lesdo a partir de cistos satélites ou ilhas de epitélio
odontogénico presentes em fragmentos da cépsula fibrosa deixados no leito cirargico. E
possivel, ainda, que algumas lesdes interpretadas como recorréncia representem um novo
ceratocisto em uma area adjacente a afetada pela lesdo original (WOOLGAR; RIPPIN;
BROWNE, 1987; MENDES; CARVALHO; VAN DER WALL, 2010b).
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A maioria dos estudos sugere a utilizagdo de técnicas cirurgicas conservadoras para o
tratamento dos ceratocistos odontogénicos (GIULIANI et al., 2006; MAURETTE; JORGE;
MORAES, 2006; PITAK-ARNNOP et al., 2010), em especial a descompressdo seguida de
enucleacdo secundaria (GIULIANI et al., 2006; MAURETTE; JORGE; MORAES, 2006).
Comumente, a enucleagdo secundaria ¢ realizada em associacdo a terapias adjuvantes,
incluindo curetagem, ostectomia periférica, crioterapia e uso de solucdo de Carnoy
(MAURETTE; JORGE; MORAES, 2006; GOSAU et al., 2010; MENDES; CARVALHO;
VAN DER WALL, 2010b).

Os procedimentos cirargicos conservadores determinam baixas taxas de recorréncia,
geralmente inferiores a 15% (MAURETTE; JORGE; MORAES, 2006; GOSAU et al., 2010)
e ndo resultam em grandes complicagdes pds-operatorias (GIULIANI et al., 2006). Embora
determine as menores taxas de recidiva, a ressec¢do cirirgica resulta em significativa
morbidade (GIULIANI et al, 2006; MAURETTE; JORGE; MORAES, 2006; PITAK-
ARNNORP et al., 2010). Assim, o uso desta modalidade terapéutica para o tratamento dos
ceratocistos se restringe aos casos recorrentes, aqueles que estdo localizados em regides que
ndo permitem a utilizagdo de outros métodos, como lesdes em condilo mandibular, ou em
casos de transformacdo maligna (GIULIANI et al., 2006; GOSAU et al., 2010).

Embora constitua um evento bastante raro, ha relatos de desenvolvimento de
carcinomas em lesdes prévias de ceratocisto odontogénico (KESZLER; PILONI, 2002;
FALAKI et al., 2009). Apesar da baixa frequéncia, a possibilidade de transformac¢do maligna
nos ceratocistos ressalta a importancia de uma avaliagdo histopatologica cuidadosa destas

lesdes (KESZLER; PILONI, 2002).

2.1.3 Sindrome de Gorlin

O primeiro relato da sindrome de Gorlin ¢ atribuido a Jarish (1894), o qual, a época,
descreveu o caso de um paciente que apresentava numerosos carcinomas basocelulares,
escoliose e dificuldades de aprendizagem. Anos mais tarde, Howell e Caro (1959) associaram
os achados reportados por Jarish (1894) a outras desordens e anomalias cutineas. Em
sequéncia, Gorlin e Goltz (1960) definiram a condicdo como uma verdadeira sindrome,
delineando como triade principal a presenca de muiltiplos carcinomas basocelulares,

ceratocistos odontogé€nicos e anomalias esqueléticas.
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Desde entdo, foram identificados diversos componentes da sindrome de Gorlin,
dentre os quais se destacam: fossetas palmo-plantares, calcificagdes da foice do cérebro,
espinha bifida oculta, agenesia de corpo caloso, ponte nasal larga, hipertelorismo ocular,
estrabismo, cegueira, hiperplasia mandibular, hipoplasia maxilar, fenda palatina, costelas
bifidas, hidrocefalia, proeminéncias frontal e parietal, cistos sebaceos, fibromas cutianeos e
ovarianos, lipomas, meduloblastomas, craniofaringiomas, hidrocefalia congénita e
hipogonadismo (DIAZ-FERNANDEZ et al., 2005; TAYLOR; COOK; LEATHERBARROW,
2006; LO MUZIO, 2008; VISIOLI et al., 2010).

Apesar da realizacdo de pesquisas com objetivo de elaborar testes laboratoriais para
identificacdo precoce da sindrome de Gorlin, o diagnostico desta condicdo permanece um
processo baseado eminentemente na identificagdo de achados clinicos e radiograficos (HIGH;
ZEDAN, 2005; TAYLOR; COOK; LEATHERBARROW, 2006; GARCIA DE MARCOS et
al., 2009). Dentre os principais sistemas utilizados para diagnostico da sindrome de Gorlin,
destacam-se os propostos por Evans et al. (1993) (Quadro 1) e Kimonis et al. (1997) (Quadro
2), os quais elencam critérios principais e secundarios. Independente do sistema utilizado, a
sindrome ¢ diagnosticada ao se observar dois achados principais ou um achado principal

associado a dois achados secundarios.

Critérios Principais

e Mais de dois carcinomas de células basais, sendo um destes antes dos 30 anos de idade; ou
mais de dez nevos basocelulares

e Qualquer ceratocisto odontogé€nico (diagnosticado histologicamente) ou cisto Osseo
poliostdtico

e Trés ou mais fossetas palmares ou plantares

e Calcificagdes ectdpicas em pacientes abaixo dos 20 anos de idade (calcificagdes lamelares ou
precoces da foice do cérebro)

e Historia familiar positiva para sindrome de Gorlin

Critérios Secundarios

e Anomalias esqueléticas congénitas (costelas bifidas, fusionadas ou ausentes; vértebras bifidas
ou fusionadas)

e Circunferéncia occipito-frontal maior que o percentil 97, com bosselamento frontal

e Fibromas ovarianos ou cardiacos

e Meduloblastomas

o Cistos linfo-mesentéricos

e Malformagdes congénitas como fendas labio-palatais, polidactilismo e anomalias oculares
(catarata e colobomas)

Quadro 1. Critérios diagnoésticos para sindrome de Gorlin, de acordo com Evans et al. (1993).
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Critérios Principais

e Mais de dois carcinomas de células basais ou um carcinoma de células basais em paciente
com menos de 20 anos de idade

e Ceratocistos odontogénicos (diagnosticados histologicamente)

e Trés ou mais fossetas palmares ou plantares

e Calcificagdes lamelares da foice do cérebro

o Costelas bifidas, fusionadas ou marcadamente divergentes

e Parente em primeiro grau com sindrome de Gorlin

Critérios Secundarios

e Macrocefalia

e Malformagdes congénitas (fendas labio-palatais, bosselamento frontal, moderado ou severo
hipertelorismo)

e Qutras anomalias esqueléticas (deformidade de Sprengel, marcante sindactilia dos dedos)

e Anormalidades radiograficas (anomalias de vértebras, defeitos de formagdo de maos e pés,
radiolucéncias em forma de chama nas maos e nos pés)

e Fibromas ovarianos ou meduloblastomas

Quadro 2. Critérios diagnoésticos para sindrome de Gorlin, de acordo com Kimonis et al. (1997).

A prevaléncia estimada para a sindrome de Gorlin ¢ bastante variavel, dependendo
da populagdo em estudo. Em uma pesquisa realizada na Inglaterra, a frequéncia observada foi
de 1 caso para cada 55.600 individuos (EVANS et al., 1993). Por sua vez, estudos
desenvolvidos na Australia e na Itdlia revelaram prevaléncias de 1 caso para cada 164.000
pessoas (SHANLEY et al., 1994) e de 1 caso para cada 256.000 individuos (LO MUZIO et
al., 1999b), respectivamente. De uma forma geral, a prevaléncia estimada ¢ de 1 caso para
cada 60.000 pessoas (GORLIN, 1999; HIGH; ZEDAN, 2005).

A sindrome de Gorlin apresenta padrao de transmissdo autossémico dominante, com
penetrancia completa e expressao variavel (LO MUZIO, 2008; L1 et al., 2010; VISIOLI et al.,
2010). Contudo, 20% a 60% dos individuos afetados ndo possuem familiares com a sindrome,
possivelmente representando novas mutagdes (MANFREDI et al., 2004; TAYLOR; COOK;
LEATHERBARROW, 2006; LO MUZIO, 2008). Embora a maioria dos casos seja
identificada em individuos da raga branca, provavelmente todos os grupos étnicos sio
acometidos (MANFREDI et al., 2004).

Analises moleculares levaram a implicagdo de mutagdes no gene localizado no
cromossomo 9 (q22.3-q31), como responsaveis pelo surgimento da sindrome de Gorlin.
Através de clonagens posicionais, constatou-se que o gene envolvido no desenvolvimento da
sindrome consistia no homoélogo humano do gene pfch da mosca Drosophila, sendo, desta

forma, designado de gene PTCH (MANFREDI et al., 2004; PASTORINO et al., 2005).
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O gene PTCH, classificado como um supressor tumoral, possui 23 éxons e codifica
uma cadeia polipeptidica com 1.447 aminoacidos, disposta sob a forma de proteina com doze
dominios transmembrana e duas grandes alcas extracelulares (ZHANG et al., 2006; LO
MUZIO, 2008). A proteina PTCH, oriunda da transcricao do gene PTCH, atua como receptor
na via de sinalizacdo que envolve a proteina SHH, produto da transcri¢do do gene SHH, a
proteina SMO, produto da transcrigdo do gene homdnimo e uma verdadeira familia de fatores
de transcrig@o, denominados de GLI (EPSTEIN, 2008; KIM et al., 2009).

A proteina SHH ¢ sintetizada como um precursor de 45 quilodéltons (kDa),
constituido por um dominio N-terminal, contendo o peptideo sinalizador, um dominio central
e um dominio C-terminal. Este precursor sofre processamento autocatalitico, resultando em
um fragmento N-terminal de 20 kDa associado a moléculas de acido palmitico e colesterol
(ATHAR et al., 2006; KATOH; KATOH, 2008). Sugere-se que a molécula de colesterol seja
importante para limitar a difusdo da proteina SHH, restringindo sua agdo a sitios especificos
(BALE; YU, 2001). O fragmento processado ¢é responsavel por todas as atividades biologicas
da proteina SHH, desencadeadas a partir de sua interacdo com um complexo receptor na
membrana citoplasmatica, formado pelas proteinas transmembrana PTCH e SMO (ATHAR et
al., 2006; KATOH; KATOH, 2008).

A proteina SMO, com peso molecular de 115 kDa, apresenta estrutura similar aos
receptores acoplados da proteina G transmembrana-7. Quando a proteina SHH se liga ao
receptor PTCH, o efeito inibitdrio deste ultimo sobre a proteina SMO ¢ eliminado (ATHAR et
al., 2006; EPSTEIN, 2008; GOMES; DINIZ; GOMEZ, 2009). A liberagdo da proteina SMO
leva a ativagdo dos fatores de transcricdo GLI1, GLI2 e GLI3, os quais atuam sobre diversos
genes-alvo. Dentre eles, destacam-se: genes relacionados a via de sinalizagdo SHH, como os
que codificam as proteinas GLI1 e PTCH, genes envolvidos na regulagdo do ciclo celular e
apoptose, como os que codificam a ciclina D1, a ciclina D2 e o Bcl-2 e genes implicados na
determinagdo do destino celular, como os genes FOXA2, FOXEI, FOXFI, RUNX2 e SOX13
(CHARI; MCDONNELL, 2007; KATOH; KATOH, 2008).

A via SHH desempenha importantes fungdes em processos diversos. Durante a
embriogénese, esta via de sinalizagdo esta implicada na diferenciagdo celular, morfogénese e
configuracdo espacial do embrido. Apds o desenvolvimento embriondrio, a via SHH tem se
mostrado importante para a manutengcdo da homeostasia dssea, para a maturacdo de células
germinativas e para o processo de reparo (ATHAR et al., 2006; LE et al., 2008; HO;
ALMAN, 2010). Por sua vez, a ativagdo aberrante da via SHH tem sido associada ao

desenvolvimento de diversas neoplasias, como carcinoma de células basais, meduloblastoma,
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condrossarcoma, além de canceres de prostata, ovario, esofago, estdmago, pulmado e pancreas
(BALE; YU, 2001; EPSTEIN, 2008; KATOH; KATOH, 2008; HO; ALMAN, 2010).

Os mecanismos envolvidos na ativagdo da via SHH no processo de carcinogénese
apresentam-se incompletamente elucidados, merecendo destaque os trés modelos teodricos
recentemente propostos por Scales e de Sauvage (2009). No modelo tipo I, denominado de
ligante-independente, a ativacdo da via SHH decorreria de mutagdes com perda de fungdo do
PTCH ou com ganho de fungdo da SMO. No modelo tipo II, ligante-dependente, a via seria
ativada em virtude da sintese aumentada da proteina SHH pelas células tumorais, a qual
atuaria de forma autocrina ou justicrina. No modelo tipo III ou paracrino, a proteina SHH
produzida pelas células tumorais atuaria sobre as células do estroma, as quais responderiam
produzindo fatores de crescimento e citocinas capazes de estimular o crescimento e a
sobrevida das células neoplasicas. Scales e de Sauvage (2009) descreveram, ainda, uma
variagdo no modelo tipo III, designada de sinalizagdo paracrina reversa, na qual a proteina
SHH sintetizada por células estromais ativaria a via SHH nas células tumorais.

Ja foram identificadas mais de 100 mutagdes no gene PTCH (WANG et al., 2009; LI
et al., 2010). Muitas destas representam mutacdes por mudanga da matriz de leitura ou
mutagdes sem sentido, as quais podem resultar na formacao de uma proteina PTCH truncada
(WICKING et al., 1997; HIGH; ZEDAN, 2005; LINDSTROM et al., 2006). Sugere-se que
esta proteina truncada ndo seria capaz de atuar como inibidor da proteina SMO, resultando em
ativag@o aberrante da via de sinalizagdo SHH (HIGH; ZEDAN, 2005; ZHANG et al., 2006).
Ao contrario de outros genes, pesquisas verificaram mutagdes ao longo de toda a seqiiéncia
codante do gene PTCH, sugerindo a inexisténcia de “pontos comuns” de mutacdo no mesmo
(WICKING et al., 1997; XIE et al., 1998; LO MUZIO, 2008; WANG et al., 2009). A despeito
disto, a maioria das mutagdes no gene PTCH foi identificada em regides que codificam as
duas grandes algas extracelulares (WICKING et al., 1997; LINDSTROM et al., 2006).

Mutagdes no gene PTCH constituem a mais importante alteracdo genética
identificada em ceratocistos odontogénicos (GOMES; DINIZ; GOMEZ, 2009). Lench et al.
(1997) foram os primeiros a reportar mutacdes no gene PTCH em ceratocistos, os quais
haviam sido removidos de pacientes portadores da sindrome de Gorlin. Estudos subsequentes
demonstraram a presenca de mutagdes no gene PTCH no revestimento epitelial de
ceratocistos isolados (BARRETO et al., 2000; GU et al., 2006; SUN; LI; LI, 2008). Dentre os
éxons em que foram constatadas mutacdes, nos casos de ceratocistos associados a sindrome
de Gorlin, elencam-se: 2, 3, 6, 7,9, 14, 16, 17, 19, 20 e 21 (BARRETO et al., 2000; GU et al.,
2006; SUN; LI; LI, 2008; PAN; LI, 2009). Por sua vez, em relacdo aos ceratocistos isolados,
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foram observadas mutagdes nos éxons 3, 4, 7, 9, 10, 11, 12, 16, 18, 19, 21, 22 e 23
(BARRETO et al., 2000; GU et al., 2006; SUN; LI; LI, 2008; PAN; LI, 2009). Recentemente,
foram identificadas, em ceratocistos associados a sindrome de Gorlin, mutagdes nos introns 9,
10 e 15 (SUN; LI; LI 2008; PAN; LI, 2009).

Evidéncias recentes sugerem, ainda, que mutagdes no gene PTCH podem estar
associadas a diferengas fenotipicas nestas lesdes. Pan e Li (2009) verificaram que ceratocistos
com mutagdes no gene PTCH exibiam maiores indices de proliferagdo celular, mensurados
pela imunoexpressdo do Ki-67, em comparagdo aos ceratocistos sem mutagdes no referido
gene. Além disso, as lesdes com mutagdes capazes de resultar em uma proteina PTCH
truncada apresentaram maiores indices de marcagdo para o Ki-67, em comparagdo com as
lesdes que exibiam mutagdes incapazes de determinar truncamento desta proteina. De acordo
com os autores, mutagdes no gene PTCH, particularmente aquelas capazes de determinar
truncamento da proteina, estariam associadas a um subgrupo de ceratocistos com atividade
proliferativa aumentada e, dessa forma, poderiam estar relacionadas a um fenétipo de maior
tendéncia a recorréncias.

Considerando as mutagdes no gene PTCH, sdo sugeridos dois modelos teoricos
principais para o desenvolvimento dos ceratocistos odontogénicos. De acordo com a teoria de
dois eventos, os ceratocistos associados a sindrome de Gorlin se originariam de células
precursoras contendo uma mutagdo hereditaria em um dos alelos do gene PTCH (primeiro
evento), as quais sofreriam mutagdo no alelo normal deste gene (segundo evento), resultando
em perda da heterozigosidade. De acordo com esta mesma teoria, os ceratocistos isolados
seriam oriundos de células susceptiveis, as quais sofreriam duas mutagdes somaticas
(eventos), uma em cada um dos alelos do gene PTCH (BARRETO et al., 2000; GOMES;
DINIZ; GOMEZ, 2009; MENDES; CARAVALHO; VAN DER WALL, 2010a). Por sua vez,
no modelo tedrico da haploinsuficiéncia, ceratocistos isolados ou associados a sindrome de
Gorlin seriam decorrentes da perda de apenas um dos alelos do gene PTCH, a qual levaria a

reducdo da dose génica (GOMES; DINIZ; GOMEZ, 2009).

2.1.4 Estudos em ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin

Tem sido reportado que os ceratocistos odontogénicos associados a sindrome de

Gorlin, em comparagdo aos ceratocistos isolados, apresentam maior capacidade de
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crescimento e infiltragdo (KIMI et al., 2001) e maior tendéncia a recorréncia (AHN et al,,
2004; MANFREDI et al., 2004; DIAZ-FERNANDEZ et al., 2005). Resultados provenientes
de estudos sobre a expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular e a apoptose (EL-
MUTARDI; MCCARTAN, 1996; LO MUZIO et al., 1999a ; KIMI et al., 2001; KOLAR et
al., 2006), oncogenes e genes supressores tumorais (KOLAR et al., 2006), componentes da
matriz extracelular (AMORIM et al., 2004) e metaloproteinases de matriz (MMPs)
(CAVALCANTE et al., 2008; LEONARDI et al., 2010), suportam a existéncia de um
comportamento biologico distinto entre ceratocistos odontogénicos isolados e associados a
sindrome de Gorlin.

Em um estudo imuno-histoquimico, El-Mutardi e McCartan (1996) compararam a
expressdo do PCNA entre ceratocistos odontogénicos isolados (n = 20) e associados a
sindrome de Gorlin (n = 21), por meio da determinagdo do percentual de células epiteliais
revelando positividade nuclear, em um total de 1.000 células do revestimento destas lesdes.
Todos os casos avaliados revelaram expressio do PCNA. No entanto, em comparagdo as
lesdes isoladas, os ceratocistos associados a sindrome de Gorlin apresentaram maior indice de
positividade para este antigeno (p < 0,05). Para os autores, o comportamento bioldgico mais
agressivo dos ceratocistos odontogénicos associados a sindrome de Gorlin estaria relacionado
a maior taxa de proliferagdo celular no epitélio destas lesdes.

Lo Muzio et al. (1999a) avaliaram a expressdo imuno-histoquimica de proteinas
relacionadas ao ciclo celular e a apoptose no revestimento epitelial de ceratocistos
odontogénicos isolados (n = 16) e associados a sindrome de Gorlin (n = 16). Nenhum dos
ceratocistos isolados revelou expressdo de P53 ou ciclina D1, ao passo que as lesdes
associadas a sindrome de Gorlin apresentaram superexpressdo destas proteinas (p < 0,05).
Positividade para PCNA e Bcl-2 foi identificada em ambos os grupos, sem diferencas
significativas (p > 0,05). De acordo com os autores, o comportamento bioldgico mais
agressivo das lesdes associadas a sindrome de Gorlin estaria relacionado a expressdo
desregulada das proteinas P53 e ciclina D1, as quais estdo envolvidas no controle do ciclo
celular.

Por sua vez, Kimi et al. (2001) analisaram a imunoexpressdo epitelial de diversos
fatores relacionados ao ciclo celular e a apoptose em ceratocistos odontogénicos isolados (n =
24), recorréncias de lesoes isoladas (n = 10) e lesdes associadas a sindrome de Gorlin (n = 9).
Em comparacdo aos ceratocistos isolados e as recorréncias, as lesdes associadas a sindrome
revelaram maior percentual de casos positivos para ciclina D1 e P16 (p < 0,05) e maior

namero de células imunorreativas 8 DNA topoisomerase Ila (p < 0,05). Além disso, lesoes
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associadas a sindrome de Gorlin apresentaram maior expressdo de receptores Fas (CD95)
quando comparadas as lesdes isoladas. Por sua vez, a andlise da apoptose, realizada através de
anticorpos anti-fita simples de DNA, revelou maior numero de células positivas nos
ceratocistos associados a sindrome, quando comparados as lesdes isoladas e as recorréncias.
De acordo com os autores, os resultados do seu estudo sugerem que os ceratocistos associados
a sindrome de Gorlin constituem uma entidade distinta dos ceratocistos isolados.

Diferencas na composicdo da matriz extracelular também foram evidenciadas entre
ceratocistos associados a sindrome de Gorlin e ceratocistos isolados. Amorim et al. (2004)
analisaram a imunoexpressdo de tenascina, fibronectina e coldgeno IV em ceratocistos
associados a sindrome de Gorlin (n = 5) e ceratocistos isolados (n = 10). Em comparagdo as
lesOes isoladas, os ceratocistos associados a sindrome exibiram, ao longo da membrana basal,
expressdo reduzida de colageno IV e fibronectina e expressdo aumentada de tenascina. De
acordo com os autores, este padrio de expressdo das proteinas da matriz extracelular nos
casos associados a sindrome estaria relacionado a maior facilidade de penetracao de estruturas
adjacentes e maior atividade proliferativa do revestimento epitelial. Para Amorim et al.
(2004), os achados identificados em seu estudo reiterariam o posicionamento descrito na
literatura, indicando um comportamento bioldgico mais agressivo para os ceratocistos
associados a sindrome do carcinoma nevoide basocelular.

Kolar et al. (2006) realizaram um estudo imuno-histoquimico, avaliando diversos
componentes relacionados ao ciclo celular, apoptose e proteinas derivadas de oncogenes ¢
genes supressores tumorais, em ceratocistos isolados (n = 39) e associados a sindrome de
Gorlin (n = 18). Através do calculo de um indice H-score, que leva em consideragdo o
percentual de células imunomarcadas e a intensidade de imunomarcacdo, os autores
verificaram que as lesdes associadas a sindrome de Gorlin apresentavam maior expressao
epitelial de Bcl-2, P27%"! ¢ ¢-ErbB-2 e menor indice de prolifera¢do celular, mensurada pela
expressao de Ki-67, em comparacdo aos ceratocistos isolados. Para estes autores, ceratocistos
isolados e associados a sindrome de Gorlin possuiriam imunofendtipos distintos.

Estudos sobre a expressio de MMPs também suportam a existéncia de um
comportamento bioldgico mais agressivo nas lesdes associadas a sindrome de Gorlin.
Cavalcante et al. (2008) avaliaram a imunoexpressdao de MMPs-1, -7 e -26 em ceratocistos
odontogénicos isolados (n = 20) e associados a sindrome de Gorlin (n = 21). A analise
qualitativa no revestimento epitelial revelou maior expressao de MMP-1 em lesdes associadas
a sindrome (p < 0,05). De forma similar, em comparagdo aos ceratocistos isolados, lesdes

\

associadas a sindrome apresentaram maior percentual de casos com forte expressdo de
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MMPs-7 e -26 (p > 0,05). Em relagdo a capsula fibrosa, o percentual de casos com forte
expressado de MMP-1 se apresentou discretamente maior no grupo de lesdes associadas a
sindrome de Gorlin (p > 0,05). Para Cavalcante et al. (2008), a expressdo aumentada de
MMPs-1, -7 e -26 constituiria um dos mecanismos responsaveis pela maior agressividade dos
ceratocistos odontogénicos associados a sindrome de Gorlin.

Achados similares aos descritos por Cavalcante et al. (2008) foram observados por
Leonardi et al. (2010), os quais analisaram a imunoexpressdo de MMP-13 em ceratocistos
isolados (n = 26) e associados a sindrome de Gorlin (n = 11). A andlise semi-quantitativa no
revestimento epitelial revelou maior expressdo desta protease em lesOes associadas a
sindrome de Gorlin (p < 0,05). Em relacdo a céapsula fibrosa, nenhum dos ceratocistos
isolados exibiu expressdo de MMP-13, ao passo que todos os casos associados a sindrome
demonstraram forte imunorreatividade para esta metaloproteinase. De acordo com os autores,
o comportamento mais agressivo dos ceratocistos associados a sindrome de Gorlin estaria
relacionado a maior expressdo de MMP-13, particularmente na capsula fibrosa destas lesdes.

Em estudo publicado recentemente, Figueroa et al. (2010) compararam ceratocistos
odontogénicos isolados (n = 12) e ceratocistos associados a sindrome de Gorlin (n = 7) em
relacdo a imunoexpressao de P53, Ki-67 e PCNA. A andlise da expressdo epitelial destes
marcadores, levando-se em consideragdo o percentual de células positivas e a intensidade de
imunomarcagdo, nao revelou diferencgas significativas entre os grupos (p > 0,05). Baseado em
seus resultados, os autores sugeriram nao haver evidéncias que indiquem um comportamento
bioldgico mais agressivo dos ceratocistos odontogénicos associados a sindrome de Gorlin, em

comparagdo aos ceratocistos isolados.

2.2 REMODELACAO OSSEA

2.2.1 Consideracoes gerais

O tecido 6sseo ¢ uma forma especializada de tecido conjuntivo, caracterizado por
uma matriz mineralizada que confere, ao mesmo tempo, elasticidade e resisténcia. A
remodelagdo deste tecido permite sua adaptac@o as forcas mecanicas, além de ser responsavel

pela homeostasia dos ions calcio e fosforo no organismo (THEOLEYRE et al., 2004;



45

MATSUO, 2009). O processo de remodelagdo dssea ¢ um evento constante, observado em
pequenas areas das superficies dsseas corticais e medulares, que envolve a agdo integrada de
osteoclastos e osteoblastos, os quais constituem a denominada unidade multicelular basica do
tecido 6sseo (SIMS; GOOI, 2008; MATSUO, 2009; PROFF; ROMER, 2009).

O ciclo de remodelacdo do tecido dsseo, que envolve a reabsor¢do Ossea pelos
osteoclastos e a sintese de matriz organica pelos osteoblastos, pode ser dividido em quatro
etapas fundamentais: ativagdo, reabsor¢do, reversdo e formagdo (KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008). Inicialmente, uma superficie ¢ssea quiescente ¢ ativada por fatores
ainda ndo completamente conhecidos, os quais atraem precursores osteoclasticos da
circulagdo. Estes precursores se fusionam e constituem pré-osteoclastos, os quais aderem a
superficie 6ssea, sofrem diferenciacdo em osteoclastos maduros e iniciam a reabsor¢io ossea.
Ao final da reabsorgdo, os osteoclastos sdo removidos através de apoptose e a superficie 6ssea
¢ povoada por precursores osteoblasticos, caracterizando a etapa de reversdo (HENRIKSEN
et al.,, 2009). Os precursores osteobldsticos se diferenciam em osteoblastos maduros, que
depositam matriz 6ssea e controlam sua mineralizacdo. Finalmente, a superficie 6ssea retorna
ao seu estado quiescente através da apoptose dos osteoblastos ou pela transformagdo destes
em osteocitos e/ ou células de revestimento da superficie 6ssea (KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008; PROFF; ROMER, 2009).

O estudo realizado por Epker e Frost (1965) foi um dos pioneiros a demonstrar que
interagdes entre osteoblastos e osteoclastos seriam essenciais a remodelagdo Ossea.
Atualmente, sabe-se que o equilibrio entre as atividades osteoclastica e osteoblastica ¢
regulado por fatores fisicos, como a estimulacdo mecanica e por diversos polipeptideos, como
hormonios e citocinas (BOYCE; XING, 2008; ANANDARAIJAH, 2009). Disturbios no
equilibrio desses fatores levam ao desenvolvimento de anormalidades 6sseas, que podem se
caracterizar por aumento ou diminuicdo da massa 6ssea. Processos patoldgicos caracterizados
por aumento na atividade osteoclastica sdo mais freqiientes e incluem: osteoporose pos-
menopausa, artrite reumatodide, doenca de Paget do osso, tumores Osseos primarios e
metastases 0sseas (THEOLEYRE et al., 2004; BOYCE; XING, 2008; KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008).

As primeiras evidéncias de que contatos célula-célula seriam necessarios a inducao
da osteoclastogénese foram reportadas por Jimi et al. (1996) e Takahashi et al. (1998). Nestes
estudos, constatou-se que a co-cultura de osteoblastos e precursores osteoclasticos resultava
na formacao de osteoclastos funcionais. Entretanto, quando estas populacdes celulares foram

separadas por uma membrana seletiva, que permitia a passagem de fatores soluveis, mas ndo
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possibilitava a passagem de células, ndo houve formacdo de osteoclastos. Com base nessas
evidéncias, sugeriu-se que o processo de osteoclastogénese envolvia a interagdo de ligantes,
presentes nas membranas citoplasmaticas dos osteoblastos, com receptores existentes na
membrana celular dos osteoclastos.

Impulsionados pelos achados de Jimi et al. (1996) e Takahashi et al. (1998), diversos
grupos de pesquisadores se langcaram na busca pela identificagdo dos fatores envolvidos na
interagdo osteoblasto-osteoclasto. Dessa forma, entre 1997 e 1998, foram descobertas
moléculas pertencentes ao grupo de receptores e ligantes relacionados ao TNF, representadas
pelo RANK, RANKL e OPG, que seriam essenciais ao processo de remodelacdo dssea
(ANDERSON et al., 1997; SIMONET et al., 1997; TSUDA et al., 1997, LACEY et al., 1998;
YASUDA et al., 1998b). Na realidade, essas moléculas constituem um verdadeiro sistema
capaz de interagir com diversas vias de sinalizagdo, estando envolvido na regulagdo dos
sistemas osteoarticular, imune ¢ vascular (THEOLEYRE et al., 2004; BAUD HUIN et al.,
2007; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008).

2.2.2 Sistema RANK/ RANKL/ OPG

2.2.2.1 Caracterizacio dos componentes

O primeiro componente do sistema RANK/ RANKL/ OPG a ser identificado foi a
OPG. Sua descoberta foi relatada, de forma simultanea, por dois grupos de pesquisadores.
Nos Estados Unidos da América, Simonet et al. (1997) observaram, em estudos para
identificacdo de moléculas relacionadas ao receptor do TNF com provavel utilidade
terapéutica, que ratos transgénicos que superexpressavam um determinado DNA
complementar (cDNA) desenvolviam marcante osteopetrose. Este cDNA codificava uma
proteina truncada, semelhante ao receptor do TNF, que ndo possuia sequéncias hidrofobicas
transmembranares. Analises subsequentes nesses animais revelaram que a osteopetrose era
resultado de uma reducdo significativa no nimero de osteoclastos, indicando um papel
importante para essa proteina truncada na regulacdo da osteoclastogénese. Desta forma, esta

molécula protetora do tecido 6sseo recebeu a designagao de OPG.
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Simultaneamente, um grupo de pesquisadores do Japao (TSUDA et al., 1997) relatou
o isolamento de uma molécula idéntica a descrita por Simonet et al. (1997). Baseados em
evidéncias de experimentos prévios, os quais demonstraram que cé€lulas estromais e/ ou
osteoblastos seriam essenciais a osteoclastogénese (TAKAHASHI et al.,, 1988; SUDA;
TAKAHASHI; MARTIN, 1992), esse grupo de pesquisadores buscava, de forma sistematica,
identificar fatores soluveis que pudessem estar envolvidos na inibi¢do e/ ou estimulagdo deste
processo. Em um desses estudos, Tsuda et al. (1997) isolaram, a partir de culturas de
fibroblastos humanos embrionarios, um fator capaz de inibir a osteoclastogénese. Esta
molécula, designada de fator inibidor da osteoclastogénese (OCIF), interferia na interacao
entre células estromais e osteoclastos, determinando supressdo da sobrevida destes ultimos
(AKATSU et al., 1998). Estudos subsequentes confirmaram que OPG e OCIF representavam
a mesma molécula (LACEY et al., 1998; MIZUNO et al., 1998b; YASUDA et al., 1998a).

A OPG, uma glicoproteina secretada, ¢ sintetizada sob a forma de um precursor com
401 aminoécidos, o qual sofre clivagem do peptideo sinalizador, resultando em uma molécula
madura, com 380 aminoacidos (LEIBBRANDT; PENNINGER; 2008; REID; HOLEN, 2009;
LAMOUREUX et al., 2010). A OPG pode se apresentar sob uma forma monomérica, com
aproximadamente 55 - 62 kDa, ou constituir homodimeros, unidos por pontes dissulfeto, com
peso molecular aproximado de 110 - 120 kDa (LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008; ZAULI
et al., 2009). A forma homodimérica possui uma afinidade de ligagdo ao RANKL cerca de mil
vezes superior a forma monomérica (SCHNEEWEIS; WILLARD; MILLA, 2005), sugerindo
que, em detrimento aos monomeros de OPG, os homodimeros possuem maior a¢do inibitdria
sobre o ligante de RANK (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008). Por se apresentar
como uma proteina secretada, ndo possuir dominios transmembrana e ndo revelar
propriedades primarias de sinalizagdo, a OPG ¢ descrita como um membro atipico da
superfamilia de proteinas relacionadas ao receptor do TNF (KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008; ZAULI et al., 2009).

Estruturalmente, a OPG apresenta um peptideo sinalizador, quatro dominios ricos em
cisteina homologos ao receptor de TNF, duas regides homoélogas ao dominio de morte e um
dominio de ligagdo a heparina (REID; HOLEN, 2009; ZAULI et al., 2009). O peptideo
sinalizador estd envolvido na secre¢do da OPG (SIMONET et al., 1997, KEARNS;
KHOSLA; KOSTENUIK, 2008), ao passo que os dominios homologos ao receptor de TNF
sdo responsaveis pela ligacdo ao RANKL (SCHNEEWEIS; WILLARD; MILLA, 2005),
conferindo a atividade anti-osteoclastogénica da molécula (BAUD’HUIN et al., 2007; REID;
HOLEN, 2009; LAMOUREUX et al., 2010). Embora as fun¢des das regides homologas ao
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dominio de morte ainda ndo sejam completamente conhecidas (LAMOUREUX et al., 2010),
o dominio de ligagdo a heparina tem sido considerado importante para a interacdo da OPG
com proteoglicanos (THEOLEYRE et al., 2004; REID; HOLEN, 2009) e para a formagao dos
homodimeros (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008).

Além do tecido 6sseo, a expressdo do RNA mensageiro de OPG foi constatada no
pulmao, coragdo, rim, figado, baco, estdmago, intestino, cérebro, medula espinhal, placenta,
prostata, pele e glandula tiredide (SIMONET et al., 1997; YASUDA et al, 1998a;
THEOLEYRE et al., 2004; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008). Em relacdo aos elementos
celulares, a expressdo de OPG foi identificada em células da medula o6ssea, células
dendriticas, linfocitos T e B, neutréfilos, células endoteliais, células epiteliais, células
musculares lisas, fibroblastos, mondcitos, macrofagos e megacariocitos (SIMONET et al.,
1997; YASUDA et al., 1998a; HOFBAUER et al., 2001; ANDRADE et al., 2008; REID;
HOLEN, 2009; ZAULI et al., 2009).

Os mesmos grupos de pesquisadores que haviam caracterizado a OPG (SIMONET et
al., 1997; TSUDA et al., 1997), em estudos empregando técnicas de clonagem em vetores de
expressdo, identificaram o ligante desta molécula, o qual recebeu as sinonimias de fator de
diferenciacdo de osteoclasto (ODF) (YASUDA et al., 1998b) e ligante da OPG (OPGL)
(LACEY et al., 1998). Surpreendentemente, ODF e OPGL eram idénticos a duas outras
moléculas descritas anteriormente, denominadas de citocina relacionada ao TNF induzida por
ativagdo (TRANCE) (WONG et al., 1997b) e RANKL (ANDERSON et al., 1997). TRANCE
foi originalmente identificado como um produto de sintese de células T (WONG et al., 1997b)
¢ RANKL, como um fator estimulador da fun¢do de células dendriticas (ANDERSON et al.,
1997).

O RANKL, sintetizado sob a forma de uma glicoproteina com 317 aminodacidos,
pode se apresentar sob trés isoformas principais (BLAIR; ZHENG; DUNSTAN, 2007;
LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008). RANKLI e RANKL2 exibem um dominio
transmembrana, uma regido de conexdo e um dominio homoélogo a familia do TNF. Por sua
vez, RANKL3, uma isoforma secretada, possui apenas a regido de conexdo e o dominio
homoélogo a familia do TNF (THEOLEYRE et al., 2004; LEIBBRANDT; PENNINGER,
2008). O dominio transmembrana permite a associacdo destas proteinas a membrana
citoplasmatica, ao passo que a regido de conexdo fornece um sitio proteolitico, permitindo a
liberagdo do RANKL a partir da membrana celular. Por sua vez, o dominio homoélogo a
familia do TNF ¢é necessario a ativagdo de RANK (BLAIR; ZHENG; DUNSTAN, 2007,
KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008). A semelhanga de outras citocinas da familia do
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TNF, as moléculas de RANKL se associam e constituem estruturas triméricas (ITO et al,,
2002; BOYCE; XING, 2008; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008).

Como verificado para a OPG, a expressdo de RANKL ndo estd restrita ao tecido
6sseo, sendo identificada no timo, linfonodos, musculo esquelético, pulmdo, coragdo, rim,
figado, bago, cérebro, placenta, testiculo e glandula tire6ide (SIMONET et al., 1997;
YASUDA et al., 1998a; THEOLEYRE et al., 2004; BLAIR; ZHENG; DUNSTAN, 2007,
LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008). Em relacdo aos elementos celulares, foi identificada
expressio de RANKL em células da medula oOssea, osteoblastos, osteoclastos, células
dendriticas, linfocitos T, células endoteliais, células epiteliais, células musculares lisas,
fibroblastos, mondcitos ¢ macroéfagos (ANDERSON et al., 1997; SIMONET et al., 1997;
YASUDA et al., 1998a; HOFBAUER et al., 2001; MENEZES et al., 2006; BAUD’HUIN, et
al., 2007; BOYCE; XING, 2008).

Anderson et al. (1997), em um estudo com células dendriticas e linfocitos T, ja
haviam identificado o receptor para RANKL. Pesquisas subsequentes foram desenvolvidas,
com o objetivo de confirmar o envolvimento de RANK no processo de remodelacdo 6ssea,
destacando-se, neste contexto, o trabalho desenvolvido por Hsu et al. (1999). Estes autores
verificaram, in vivo, alta expressio do RNA mensageiro de RANK em progenitores
osteoclasticos derivados da medula Ossea e em osteoclastos maduros. Além disso, ratos
transgénicos que expressavam uma proteina de fusdo solivel (RANK-Fc), desenvolviam
osteopetrose severa e exibiam um fendtipo esquelético similar ao identificado em ratos
transgénicos para a OPG.

Evidéncias definitivas de que RANK seria o receptor para RANKL, em células
precursoras osteoclasticas, foram observadas no estudo de Li et al. (2000). Estes autores
demonstraram que ratos nocaute para RANK ndo apresentavam osteoclastos e, como
consequéncia, desenvolviam osteopetrose severa. Neste mesmo estudo, constatou-se que a
transfeccdo de cDNA de RANK em precursores hematopoiéticos determinava formagio de
osteoclastos. A semelhanga dos ratos nocaute para RANKL, animais nocaute para RANK nio
apresentavam formacdo de linfonodos periféricos e exibiam defeitos na maturagdo de
linfocitos T e B.

O RANK ¢ uma proteina transmembrana, constituida por 616 aminoacidos, que
pertence a superfamilia de receptores do TNF. Estruturalmente, esta proteina apresenta um
peptideo sinalizador (28 aminoacidos), um dominio extracelular N-terminal (184
aminoacidos), um dominio transmembrana (21 aminoacidos) e um grande dominio

citoplasmatico C-terminal (383 aminoacidos) (ANDERSON et al., 1997; THEOLEYRE et al.,
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2004; KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008). A semelhanca de outros receptores da
superfamilia do TNF, sugere-se que a formagao de homotrimeros de RANK constitua um pré-
requisito para a ligagdo de RANKL e, consequentemente, para a sinalizacdo (LOCKSLEY;
KILLEEN; LENARDO, 2001; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008).

Embora inicialmente detectada apenas em precursores osteoclasticos, osteoclastos
maduros, células dendriticas e linfocitos T ¢ B (ANDERSON et al., 1997, NAKAGAWA et
al., 1998; HSU et al., 1999), tem sido relatada expressdo de RANK em outros tipos celulares,
como fibroblastos, condrdcitos, células endoteliais e células epiteliais de glandulas mamarias
(ANDERSON et al.,, 1997, BUCAY et al., 1998; HSU et al.,, 1999; MIN et al., 2003;
SRIVASTAVA et al., 2003; THEOLEYRE et al., 2004; ANDRADE et al, 2008;
LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008).

A cascata de sinalizagdo ativada pela interacdio RANK/ RANKL ¢ complexa e ainda
ndo completamente compreendida. O evento inicial consiste na ligacdo de proteinas
adaptadoras, pertencentes a familia do fator associado ao receptor do TNF (TRAF), ao
dominio citoplasmatico de RANK (THEOLEYRE et al., 2004; BAUD’HUIN, et al., 2007;
KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008). Dos seis
membros da familia TRAF, as proteinas TRAF-2, TRAF-5 e TRAF-6 sdo capazes de se
associar ao RANK. Entretanto, apenas a TRAF-6 parece ser critica para a sinalizac@o
(THEOLEYRE et al., 2004; BOYCE; XING, 2008; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008). A
TRAF-6 ¢ capaz de interagir com fatores de transcricdo, como fator nuclear kB (NF-kB),
proteina ativadora-1 (AP-1) e fator nuclear de células T ativadas (NFAT), com proteinas-
quinase ativadas por mitégeno (MAPK), como P38 MAPK, quinase c-Jun N-terminal (JNK) e
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (THEOLEYRE et al., 2004; BAUD’HUIN, et
al., 2007; BOYCE; XING, 2008; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008), além de ativar a via
fosfatidil-inositol-3’-quinase/ Akt, que envolve o alvo mamifero da rapamicina (mTOR)

(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; LEE; KIM, 2003; BAUD’HUIN et al., 2007).

2.2.2.2 Funcdes biolégicas

Embora OPG, RANK e RANKL sejam produzidos por diversos tipos celulares,
distribuidos em uma variedade de tecidos, pesquisas desenvolvidas com animais transgé€nicos

e nocaute t€m apresentado evidéncias que sugerem um envolvimento mais especifico desta
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triade molecular em trés grandes sistemas biologicos: osteoarticular, imune e vascular
(THEOLEYRE et al., 2004; BAUD’HUIN et al., 2007; LEIBBRANDT; PENNINGER,
2008).

O papel primordial do sistema RANK/ RANKL/ OPG na regulacdo da reabsorcao
Ossea foi extensivamente demonstrado em estudos com camundongos transgénicos e nocaute,
nos quais as expressdes destas moléculas foram geneticamente suprimidas ou aumentadas
(SIMONET et al., 1997, TSUDA et al.,, 1997). Nestas pesquisas, verificou-se que a
superexpressdo de OPG resultava em aumento da massa 6ssea cortical e trabecular, bem como
em diminui¢do do numero de osteoclastos (SIMONET et al., 1997). De forma similar, animais
nocaute para RANK ¢ RANKL desenvolviam severa osteopetrose, em associagdo a uma
auséncia quase que completa de osteoclastos (KONG et al, 1999; LI et al., 2000).
Contrariamente, animais nocaute para OPG desenvolviam marcante fenotipo osteopénico,
caracterizado por aumento da remodelacdo Ossea e reducdo no volume e na densidade do
tecido o6sseo cortical e trabecular (BUCAY et al, 1998; MIZUNO et al.,, 1998a;
NAKAMURA et al., 2003). Resultados similares foram constatados em camundongos e ratos
adultos com deficiéncia relativa de OPG, obtida por meio da injecdo de RANKL (YUAN et
al., 2005).

A interacdo de RANKL, presente na membrana dos osteoblastos, com RANK,
localizado na membrana dos precursores osteoclasticos, estimula a expressdo de proteinas
necessarias ao processo de fusdo destes ultimos, como Atp6v0d2, DAP12, FcRy e DC-
STAMP (SIMS; GOOI, 2008). Por meio da interagdao com NF-kB, P38 MAPK, JNK ¢ NFAT,
a sinalizagdo pelo RANKL promove a diferenciacdo dos precursores em osteoclastos
maduros, bem como a ativacdo destes ultimos (DAVID et al., 2002; XING et al., 2002;
LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008; REID; HOLEN, 2009). Finalmente, o RANKL ainda ¢
capaz de estimular a sobrevida dos osteoclastos, por meio da ativagdo das vias ERK e
fosfatidil-inositol-3’-quinase/ Akt/ mTOR (GLANTSCHNIG et al., 2003; REID; HOLEN,
2009).

A OPG atua como um receptor solivel para o RANKL. Ao impedir a associagdo de
RANK com seu ligante, a OPG inibe a diferenciacdo final e ativacdo dos osteoclastos
(KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008; ANANDARAJAH, 2009; LAMOUREUX et al.,
2010). Além disso, tem sido demonstrado que a OPG ¢ capaz de inibir a adesdo dos
osteoclastos as superficies o0sseas (O’BRIEN; WILLIAMS; MARSHALL, 2001) e induzir a
apoptose destes tipos celulares (AKATSU et al., 1998; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS,
2006; COCHRAN, 2008; KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008).
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As expressoes de OPG e RANKL sdo moduladas por diversos fatores osteotropicos,
como estrogeno, horménio do crescimento, paratormdnio, glicocorticoides, 1,25-diidroxi-
vitamina D3, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e fator transformador de crescimento-f3
(TGF-B). Alguns dos fatores que determinam aumento da expressio de RANKL, como
paratormonio, peptideo relacionado ao paratormonio, glicocorticoides, prostaglandina E2 e
interleucina-17, sdo capazes de reduzir a expressio de OPG (KEARNS; KHOSLA;
KOSTENUIK, 2008; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008; REID; HOLEN, 2009). Por outro
lado, a expressdo de RANK em células da linhagem osteoclastica sofre minima regulagio por
estes fatores. Tais observagdes sugerem que a triade RANK/ RANKL/ OPG possui papel
fundamental na biologia 6ssea e que a maioria dos fatores osteotropicos controla o
metabolismo 6sseo através da regulacdo das expressdes de RANKL ¢ OPG (THEOLEYRE et
al., 2004; HADJIDAKIS; ANDROULAKIS, 2006; KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK,
2008).

Desequilibrios na propor¢ao RANKL/ OPG constituem a base de diversas patologias,
locais ou sistémicas, que se caracterizam pela reabsor¢@o do tecido 6sseo (ANANDARAJAH,
2009; LAMOUREUX et al., 2010). As alteracdes na propor¢io RANKL/ OPG podem ser
decorrentes de um aumento nos niveis de RANKL, de uma diminuig¢@o nos niveis de OPG ou
de alteragdes concomitantes nos niveis de ambas as proteinas (BOYCE; XING, 2008;
COCHRAN, 2008). O resultado, em todas estas situa¢des, ¢ um aumento nos niveis do ligante
de RANK, estimulando a atividade osteoclastica e, consequentemente, a reabsor¢do Ossea
(BOYCE; XING, 2008; COCHRAN, 2008; ANANDARAJAH, 2009). Evidéncias
provenientes de estudos em processos patologicos variados, como ostedlise periprotética
(WANG et al., 2010), artrite reumatdide (AINOLA et al., 2008), doenca periodontal
(COCHRAN, 2008), talassemia (SKORDIS et al., 2008), mieloma multiplo (GORANOVA-
MARINOVA et al.,, 2007) e metastases tumorais (CANON et al., 2008) corroboram a
sugestdo de que a proporcdo RANKL/ OPG constitui um determinante importante do
processo de reabsorcdo Ossea.

Os primeiros indicios de que o sistema RANK/ RANKL/ OPG estaria envolvido na
biologia vascular foram provenientes do fendtipo vascular identificado em ratos com
deficiéncia de OPG. Bucay et al. (1998) observaram que ratos nocaute para OPG
desenvolviam calcificagdes na tinica média da artéria aorta e das artérias renais.
Posteriormente, foi constatado que a superexpressdo transgénica de OPG impedia a formacao
destas calcificagdes vasculares, indicando que a inibicao sistémica de RANKL seria capaz de

prevenir as consequéncias vasculares da deficiéncia endégena de OPG (MIN et al., 2000).
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Além dos achados reportados anteriormente, pesquisas revelaram que a OPG ¢ capaz
de promover a sobrevida (CROSS et al., 2006; ZAULI et al., 2009), bem como estimular a
proliferacdo e migracdo das células endoteliais (KOBAYASHI-SAKAMOTO et al., 2008;
MCGONIGLE; GIACHELLI; SCATENA, 2009). Provavelmente, o estimulo a sobrevida nao
esta relacionado a neutralizacdo do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL),
uma importante molécula pro-apoptotica, ja que estudos com culturas de células endoteliais
revelaram que estes tipos celulares ndo exibem TRAIL (CROSS et al., 2006; ZAULI et al.,
2007). Além disso, Zannettino et al. (2005) verificaram que, em células endoteliais, a OPG se
localiza no interior dos corpos de Weibel-Palade e est4 associada ao fator de von Willebrand
(FvyW). De acordo com estes autores, em resposta a estimulos inflamatorios, as células
endoteliais secretam rapidamente o complexo OPG-FvW no meio extracelular.

Em relacdo ao RANKL, estudos revelaram que esta glicoproteina é capaz de
promover a proliferacdo e sobrevida das células endoteliais, além de induzir a migracdo destes
tipos celulares (KIM et al., 2003; MIN et al., 2003; MIN et al., 2007). Kim et al. (2003)
observaram, em estudo com cultura de células, que o RANKL inibe a apoptose das células
endoteliais por meio da ativagdo da via fosfatidil-inositol-3’-quinase/ Akt. Também
empregando um modelo de estudo com cultura de células, Min et al. (2007) observaram que o
RANKL estimula a migragdo das células endoteliais ¢ a formagdo de capilares. De acordo
com Min et al. (2007), estes processos envolvem a sintese e secrecao de 6xido nitrico sintase
endotelial, por meio da ativagdo da via fosfatidil-inositol-3’-quinase/ Akt.

O retardo no desenvolvimento dos timdcitos em ratos transgénicos para OPG foi uma
das primeiras evidéncias da relacdo entre a triade RANK/ RANKL/ OPG e o sistema imune
(BUCAY et al., 1998). Estudos posteriores verificaram que camundongos nocaute para
RANKL, além de exibir retardo no desenvolvimento dos timocitos, ndo apresentavam
formac@o de linfonodos (KONG et al., 1999; FATA et al., 2000). Por sua vez, camundongos
nocaute para RANK, apesar de exibirem maturagdo defeituosa de linfocitos T e B e auséncia
de formagdo de linfonodos, ndo demonstravam altera¢cdes no desenvolvimento do timo (LI et
al., 2000).

O sistema RANK/ RANKL/ OPG exerce atividades em diferentes tipos celulares
envolvidos na imunidade. Estudos demonstraram que o RANKL promove a sobrevida dos
macrofagos e aumenta a capacidade destas células em apresentar antigenos, através do
aumento na expressao de moléculas co-estimulatorias (SESHASAYEE et al., 2004; PARK;
PARK; SHIN, 2005). Adicionalmente, o ligante de RANK se apresenta como um fator

quimiotatico para monocitos, induzindo a migragdo destes tipos celulares através da ativagdo
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das vias de sinalizacdo fosfatidil-inositol-3’-quinase, fosfodiesterase e Src quinase
(MOSHEIMER et al., 2004; BAUD’HUIN et al., 2007). Pesquisas revelaram, ainda, que o
RANKL induz a proliferacio de células T (ANDERSON et al, 1997) e inibe
significativamente a apoptose de células dendriticas, através do aumento da expressdo de Bcl-
xL (WONG et al., 1997a).

Mosheimer et al. (2005) observaram que a OPG, através de sua ligagdo ao sindecan-1
e sinalizag@o envolvendo a proteina-quinase C, fosfatidil-inositol-3’-quinase/ Akt e tirosina-
quinase, ¢ capaz de modular a migragdo de monocitos. Ashcroft et al. (2003) verificaram, em
modelo animal de autoimunidade, que o tratamento com OPG determina reduc¢do na sobrevida
das células dendriticas e, por conseguinte, inibe o processo inflamatorio mediado por células
T. Achados similares foram observados por Chino, Draves e Clark (2009), os quais
constataram que células dendriticas nocaute para OPG, derivadas da medula de ratos,
apresentam maior sobrevida do que as células dendriticas com gendtipo selvagem. Além
disso, em resposta aos lipopolissacarideos de Escherichia coli, as células dendriticas nocaute
para OPG exibem maior expressao de citocinas pro-inflamatorias. Dessa forma, a semelhanga
do observado no tecido dsseo, especula-se que a OPG, por inibir a interagdo RANK-RANKL,
constitua um regulador negativo da resposta imune (REID; HOLEN, 2009).

Evidéncias sugerem, ainda, o envolvimento do sistema RANK/ RANKL/ OPG na
biologia tumoral. Niveis aumentados da expressdo de RANKL foram observados em tumores
0sseos primarios, como mieloma muiltiplo (ESTEVE; RODMAN, 2007) e osteossarcoma
(LAMOUREUX et al., 2007) e metastases 6sseas de tumores malignos, como carcinoma de
pulmdo (MOUNTZIOS et al., 2007), carcinoma de mama (MOUNTZIOS et al., 2007,
CANON et al., 2008) e carcinoma de células renais (MIKAMI et al., 2009). Estudos in vitro
verificaram que o RANKL estimula a migracdo de células de carcinoma de prostata
(ARMSTRONG et al., 2008) e carcinoma de células renais (MIKAMI et al., 2009), sugerindo
um papel importante para esta glicoproteina no processo de metastase destes tumores. Além
disso, Mikami et al. (2009) constataram que a expressdo elevada de RANK ¢ RANKL em
carcinomas de células renais, associada a expressdo reduzida de OPG, constitui fator preditivo
independente para recorréncia, metastase 6ssea e pobre prognostico.

Além do exposto previamente, tem sido demonstrado, em tumores 6sseos primarios e
metastases 6sseas, um papel fundamental do RANKL no que foi designado de “ciclo vicioso”
de reabsorcdo dssea e crescimento tumoral (LAMOUREUX et al., 2007; LAMOUREUX et
al., 2010). Neste processo, as células tumorais secretariam mediadores que estimulariam a

atividade dos osteoclastos. Estes, através do processo de reabsorc¢do, liberariam citocinas e
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fatores de crescimento aprisionados na matriz dssea, os quais estimulariam a proliferacdo das
células tumorais (LAMOUREUX et al., 2007; FILI; KARALAKI; SCHALLER, 2009;
LAMOUREUX et al., 2010). Baseado neste modelo, a OPG poderia constituir uma opgao
terapéutica promissora para inibir os processos concatenados de reabsor¢do e crescimento
tumoral em lesdes 6sseas (LAMOUREUX et al., 2007).

A despeito da assertiva anterior, tem se observado que a OPG pode desempenhar
tanto um papel antitumoral quanto um papel pré-tumoral, dependendo de sua interagdo com
RANKL ou TRAIL. Quando associada ao RANKL, a OPG suprime a destrui¢do éssea e,
consequentemente, inibe o crescimento tumoral no interior do tecido 6sseo. Por sua vez, ao se
associar com TRAIL, a OPG protege as células neoplasicas do processo de apoptose induzido
por este ligante (ZAULI et al., 2009; LAMOUREUX et al., 2010). Coerentemente, estudos in
vitro revelaram que a presenca de OPG no microambiente tumoral ¢ capaz de estimular a
sobrevida de células de mieloma (LOCKLIN et al., 2007) e carcinomas de prostata

(NYAMBO et al., 2004) e mama (HOLEN et al., 2005).

2.2.2.3 Estudos em cistos e tumores odontogénicos

Estudos sobre o papel do sistema RANK/ RANKL/ OPG em cistos e tumores
odontogénicos sdo escassos. A maioria dos trabalhos foi publicada apenas nos ultimos seis
anos (KUMAMOTO; OOYA, 2004; TAY et al., 2004; SANDRA et al., 2005; MENEZES et
al., 2006; SANDRA; HENDARMIN; NAKAMURA, 2006; ANDRADE et al., 2008; SATHI
et al., 2008; SILVA et al., 2008) e, at¢ o momento, ndo ha estudos comparativos sobre a
expressio de RANKL e OPG entre ceratocistos odontogénicos isolados e associados a
sindrome de Gorlin.

Em uma pesquisa com germes dentarios (n = 9), ameloblastomas sélidos (n = 36) e
ameloblastoma metastatizante (n = 1), Kumamoto e Ooya (2004) avaliaram, por meio de
reacdao em cadeia da polimerase por transcriptase reversa e imuno-histoquimica, as expressoes
de RANKL, OPG e da proteina relacionada ao hormdnio da paratiredide. Em ameloblastomas
e nos germes dentarios, as células epiteliais revelaram menor expressdo de RANKL e OPG do
que as células do tecido conjuntivo. Em comparagdo aos germes dentarios, as células
epiteliais dos ameloblastomas exibiram expressdo discretamente menor de RANKL e OPG.

Além disso, ameloblastomas plexiformes revelaram tendéncia a maior expressdo de RANKL
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quando comparados aos ameloblastomas foliculares. Baseados em seus achados, Kumamoto e
Ooya (2004) sugeriram o envolvimento de RANKL e OPG no desenvolvimento dentério, bem
como na diferenciagdo celular e progressdo dos ameloblastomas.

Tay et al. (2004) analisaram as imunoexpressdoes do RANKL e da fosfatase acida
tartarato-resistente (TRAP) em ameloblastomas (n = 5), cistos dentigeros (n = 5), ceratocistos
odontogénicos (n = 5) e cistos radiculares (n = 5). Todos os espécimes avaliados revelaram
expressao de RANKL e TRAP no tecido conjuntivo, havendo uma similaridade nos elementos
celulares positivos para estes marcadores. Apos serem submetidas a hibridizacdo in situ, as
células positivas para TRAP também exibiram positividade para o receptor de calcitonina
humana, sugerindo um fenotipo pré-osteoclastico. De acordo com Tay et al. (2004), o
RANKL desempenharia papel fundamental no processo de reabsorcdo dssea associado a estas
lesdes odontogénicas.

Com o objetivo de esclarecer os mecanismos envolvidos no processo de reabsor¢do
6ssea nos ameloblastomas, Sandra et al. (2005) avaliaram as expressoes de RANKL, OPG e
TNF-0 em amostras (n = 9) e em uma linhagem celular deste tumor (AM-1). Além disso, os
autores analisaram a influéncia das células AM-1 no processo de osteoclastogénese in vitro. A
analise western blotting revelou expressao de RANKL e TNF-a, tanto nas amostras tumorais
como na linhagem celular. Por meio de ensaio de imunoabsor¢@o enzimatica, verificou-se que
as células AM-1 exibiam concentra¢des superiores de RANKL e TNF-a, em comparagdo com
OPG. Por sua vez, a co-cultura das células AM-1 com precursores monocitico/ macrofagicos
e células de uma linhagem precursora osteoclastica altamente responsiva ao RANKL
(RAW264) resultou na diferenciagdo destes elementos celulares em osteoclastos. Em
sequéncia, a aplicagdo de OPG nestas co-culturas determinou uma supressdo importante da
osteoclastogénese. Conforme os autores, através da secre¢do de RANKL e TNF-a, as cé¢lulas
dos ameloblastomas seriam capazes de induzir a osteoclastogénese.

Sandra, Hendarmin e Nakamura (2006) avaliaram o potencial de OPG, RANKL,
TNF-a e TRAIL na indugdo da apoptose em ameloblastomas. Para isso, foram utilizadas
amostras de ameloblastoma (n = 20) e a linhagem celular AM-1. A expressdo de OPG nas
amostras e¢ na linhagem celular AM-1 foi confirmada, respectivamente, por imuno-
histoquimica e imunofluorescéncia. Em um modelo in vifro, os autores constataram que
TRAIL apresentava maior capacidade de induzir apoptose de células AM-1, em comparagio
com RANKL e TNF-a. Embora a OPG se associe preferencialmente ao RANKL, sob baixas
concentragdes deste ultimo, os autores observaram uma marcante associacdo entre OPG e

TRAIL. Além disso, apds tratamento com OPG, a indu¢o de apoptose por TRAIL em células



57

AM-1 foi inibida. Com base nesses resultados, os autores sugeriram um importante papel para
a OPG na inibi¢ao da apoptose induzida por TRAIL em ameloblastomas.

Menezes et al. (2006) compararam a imunoexpressdo de RANKL e OPG em cistos
radiculares (n = 10) e granulomas periapicais (n = 10), por meio da quantificacdo das células
imunomarcadas no tecido conjuntivo, em 10 campos consecutivos (aumento de 100x). A
razao entre o numero de células positivas para RANKL e a quantidade total de células foi
maior que a razao entre nimero de células positivas para OPG e a quantidade total de células,
tanto nos cistos radiculares quanto nos granulomas periapicais (p < 0,05). Entretanto, para
ambos 0s grupos, a razdo entre a quantidade de células positivas para RANKL e o nimero de
células positivas para OPG ndo revelou diferenga estatisticamente significativa (p > 0,05).
Para os autores, a presenga de RANKL e OPG em cistos radiculares e granulomas periapicais
sugere o envolvimento destes produtos génicos no desenvolvimento das lesdes periapicais.

Silva et al. (2008) avaliaram as imunoexpressoes de RANK, RANKL ¢ OPG em
ameloblastomas solidos (n = 12), ameloblastomas unicisticos (n = 8), ceratocistos (n = 19),
cistos dentigeros (n = 9) e foliculos dentarios (n = 9). Em seu estudo, os autores quantificaram
as c¢lulas positivas em 5 campos, tanto no componente epitelial (aumento de 100x) quanto no
conjuntivo (aumento de 250x). No componente epitelial, todos os grupos revelaram expressao
de RANK, RANKL e¢ OPG (p > 0,05). Em relacdo ao conjuntivo, na maioria dos
ameloblastoma solidos (75%) e unicisticos (62,5%), o numero de células positivas para
RANKL foi superior ao nimero de células positivas para OPG. Por sua vez, na maioria dos
ceratocistos (62,4%) e em todos os cistos dentigeros, o niimero de células positivas para OPG
foi superior ao numero de células positivas para RANKL. Conforme Silva et al. (2008),
desequilibrios na expressdo de RANK, RANKL e OPG poderiam contribuir para as diferengas
existentes na reabsorcdo Ossea e dentdria entre as lesdes estudadas.

Em um estudo com metodologia idéntica a utilizada por Silva et al. (2008), Andrade
et al. (2008) analisaram as imunoexpressdes de RANK, RANKL e OPG em tumores
odontogénicos cisticos calcificantes (n = 7), tumores odontogénicos adenomatoides (n = 7),
tumores odontogénicos epiteliais calcificantes (n = 7), mixomas odontogénicos (n = 7) e
fibromas ameloblasticos (n = 5). No componente epitelial, todos os grupos revelaram
expressdao de RANK, RANKL e OPG (p > 0,05). Em relacdo ao conjuntivo, na maioria dos
tumores odontogénicos adenomatdides (71,4%) e tumores odontogénicos cisticos calcificantes
(71,4%), o nimero de células positivas para OPG foi superior ao niimero de células positivas

para RANKL. Por sua vez, na maioria dos fibromas ameloblasticos (80%), o niimero de
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células positivas para RANKL foi superior ao nimero de células positivas para OPG. De
acordo com os autores, a reabsor¢ao dssea associada aos tumores odontogénicos avaliados em
seu estudo poderia ser modulada localmente pelas expressdes de RANK, RANKL e OPG.
Recentemente, Moraes (2010) comparou as imunoexpressoes de RANK, RANKL e
OPG em cistos dentigeros (n = 20) e cistos radiculares (n = 20). A andlise semi-quantitativa
revelou expressdo de RANK, RANKL e OPG no revestimento epitelial das lesdes, sem
diferengas significativas entre os grupos (p > 0,05). Por sua vez, na capsula fibrosa, a
avaliacdo quantitativa demonstrou maior nimero de células positivas para RANK ¢ RANKL
em cistos dentigeros (p < 0,05). Quando relacionados os escores de positividade para RANKL
e OPG no revestimento epitelial, constatou-se, para ambos os grupos, maior propor¢do de
casos com expressdo de OPG maior que a de RANKL (p < 0,05). Em relacdo a capsula
fibrosa, constatou-se, para a maioria dos cistos dentigeros e cistos radiculares, expressdo de
OPG semelhante a de RANKL (p > 0,05). De acordo com a autora, os resultados obtidos
sugerem a atuagdo de RANK, RANKL e OPG no desenvolvimento ¢ expansdo dos cistos

dentigeros e cistos radiculares.

2.3 ANGIOGENESE

2.3.1 Consideracdes gerais

A formag¢do de novos vasos sanguineos pode ocorrer pelos processos de
vasculogénese ou angiogénese. A vasculogénese consiste no surgimento de vasos sanguineos
de novo a partir de precursores celulares, os quais se diferenciam em células endoteliais,
formam lumens e originam uma rede vascular primitiva. Por sua vez, a angiogénese
representa a formagdo de novos vasos sanguineos a partir da migra¢do e proliferacdo de
células endoteliais da vasculatura pré-existente (CLAPP et al., 2009; NIKITENKO, 2009;
UCUZIAN et al., 2010).

O surgimento de novos vasos sanguineos ¢ um processo altamente complexo e
coordenado, envolvendo a atuagdo de fatores pro- e antiangiogénicos. Em adultos, sob
condigdes fisioldgicas, a angiogénese ocorre apenas durante processos relacionados ao ciclo

menstrual, gestacdo e reparo tecidual. Dessa forma, normalmente, fatores antiangiogénicos
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mantém o endotélio em um estado quiescente. Porém, em processos patologicos, como artrite
reumatoide, psoriase, retinopatia diabética, doenga hepatica policistica, degeneragdo macular
relacionada a idade, asma, aterosclerose e cancer, o delicado balango entre fatores pro- e
antiangiogénicos ¢ alterado em favor da formagao de novos vasos sanguineos (LALLA et al.,
2003; KYZAS et al., 2005; FABRIS et al., 2006; CLAPP et al., 2009; NIKITENKO, 2009;
GORDON; MENDELSON; KATO, 2010). Por sua vez, outras patologias, como isquemias
cerebral e cardiaca e doengas neurodegenerativas, estdo caracterizadas por angiogé€nese
insuficiente e/ ou regressdo vascular anormal (CLAPP et al., 2009).

A angiogénese in vivo pode ocorrer por dois processos. O primeiro deles,
denominado de angiogénese por intussuscepcdo, envolve a formagdo de pilares teciduais
transluminais no interior dos capilares, os quais se fusionam, delineando novos vasos
sanguincos (MAKANYA; HLUSHCHUK; DJONOV, 2009; RIBATTI; NICO;
CRIVELLATO, 2009; GORDON; MENDELSON; KATO, 2010). O segundo processo
envolve o brotamento de células endoteliais, a partir de estruturas vasculares pré-existentes,
para os tecidos circunvizinhos (ADAMS; ALITALO, 2007; UCUZIAN et al., 2010).

Na angiogénese por intussuscepgdo, a rede capilar aumenta em complexidade e
superficie através da inser¢cdo de diversos pilares transcapilares. Este processo pode ser
dividido nas seguintes etapas principais: 1) criagdo de uma zona de contato entre paredes
capilares opostas; 2) reorganizacdo das juncdes intercelulares endoteliais, com perfuracdo
central da bicamada de células endoteliais; 3) formagdo de um coério pilar intersticial; 4)
invasdo do pilar por extensdes citoplasmaticas dos miofibroblastos e pericitos, com
subsequente deposicdo de fibras colagenas (MAKANYA; HLUSHCHUK; DJONOV, 2009;
RIBATTI; NICO; CRIVELLATO, 2009).

A angiogénese por brotamento das células endoteliais também é um processo de
multiplas etapas. Em resposta a um estimulo, como a hipoxia, sfo liberados diversos
mediadores quimicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), a
angiopoietina-2 e o o6xido nitrico (PUGH; RATCLIFFE, 2003). Como resultado, ocorre
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, culminando com o extravasamento de
proteinas plasmaticas, as quais constituirdo um arcabougo provisorio para o ingresso das
c¢lulas endoteliais (BAO et al., 2009; CLAPP et al., 2009).

Por mecanismos ainda ndo completamente conhecidos, um determinado grupo de
células endoteliais ¢ selecionado para constituir um brotamento e, dessa forma, respondem a
sinais pro-angiogénicos por vias que envolvem a atuagdo dos receptores Notch e seus ligantes

Delta-like 4 (ADAMS; ALITALO, 2007; CLAPP et al., 2009). A direcdo de migracdo das
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células endoteliais ¢ influenciada, primariamente, pelo VEGF, pelas angiopoietinas-1 e -2 e
pelo fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb) (CLAPP et al., 2009). Outras
moléculas, como efrinas, semaforinas e netrinas também atuam neste processo (ADAMS;
ALITALO, 2007; RIBATTI; NICO; CRIVELLATO, 2009).

Em sequéncia, proteases liberadas pelas células endoteliais, como ativadores do
plasminogénio, MMPs, especialmente as MMPs-2, -9 e a MTI-MMP (LAFLEUR;
HANDSLEY; EDWARDS, 2003; NGUYEN et al., 2009), triptases e catepsinas degradam ¢
alteram a composi¢do da matriz extracelular, fornecendo um arcabougo adequado a migragdo
celular. Concomitante a este processo, o brotamento endotelial aumenta em extensdo através
da proliferacdo das células endoteliais (NGUYEN et al., 2009). Além de remodelar a matriz
extracelular, as proteases facilitam o brotamento vascular através da liberagdo de fatores
angiogénicos sequestrados, como FGFb, e da ativagdo de citocinas angiogénicas, como a IL-
I (CLAPP et al., 2009; RODRIGUEZ; MORRISON; OVERALL, 2010). A matriz
extracelular remodelada permite tanto o processo de migra¢ao das células endoteliais como a
ativagcdo de vias de sinaliza¢do nestes elementos celulares, mediadas por integrinas como a
avB3 e a avp5 (SERINI; VALDEMBRI; BUSSOLINO, 2006; CLAPP et al., 2009).

Os brotamentos endoteliais constituem um limen rudimentar e, subsequentemente,
através da fusdo de vacuolos, inicialmente intracelulares e posteriormente intercelulares,
formam tubos que se inosculam com outras estruturas vasculares (UCUZIAN et al., 2010).
Em decorréncia do inicio do fluxo sanguineo nas estruturas vasculares neoformadas, ha
aumento do aporte de oxigénio e, como conseqiiéncia, reducao na expressao local do VEGF e
inibicdo do estimulo a proliferagdo das células endoteliais. Estes eventos, em associacdo ao
recrutamento de pericitos e a deposicdo de uma membrana basal subendotelial, promovem a
maturagdo e estimulam a quiescéncia do vaso neoformado (CLAPP et al., 2009; UCUZIAN et
al., 2010). Estes processos finais sdo regulados pela interacdo da angiopoietina-1, do fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e do TGF-f com seus respectivos receptores
celulares (ADAMS; ALITALO, 2007; CLAPP et al, 2009). Proteases também podem
participar desta etapa da angiogénese através da liberagdo de fatores antiangiogé€nicos
sequestrados na matriz extracelular, como a trombospondina-1, a endostatina e a tumstatina
(NYBERG; XIE; KALLURI, 2005; CLAPP et al., 2009).

Por muito tempo, acreditou-se que a angiogénese a partir de células endoteliais de
vasos pré-existentes fosse o Unico mecanismo pelo qual novos vasos sanguineos seriam
formados em adultos (RISAU, 1997). No entanto, Asahara et al. (1997) identificaram células

presentes na circulagdo periférica, as quais eram mobilizadas a partir da medula dssea e
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enderegadas a sitios angiogénicos, sugerindo um envolvimento potencial destes tipos celulares
na angiogénese. A descoberta destes precursores revolucionou o campo da biologia vascular e
impulsionou a identificacdo de outros elementos celulares capazes de dar origem as células
endoteliais. Dessa forma, verificou-se que células-tronco mesenquimais localizadas em
diversos orgdos e tecidos, como no tecido adiposo, parede de vasos sanguineos, bago, figado e
intestino, podem se diferenciar em células endoteliais, constituindo um verdadeiro pool de

precursores endoteliais (ZAMPETAKI; KIRTON; XU, 2008; TILKI et al., 2009).

2.3.2 Mensuracao da angiogénese

Diversos métodos podem ser empregados para se mensurar a angiogénese nos
tecidos. Em estudos in vivo, destaca-se a utilizagdo de métodos ndo-invasivos, como a
ressondncia magnética dindmica com contraste aumentado, a tomografia computadorizada
com emissdo de positrons e a tomografia computadorizada com emissdo de foéton tnico
(PERINI et al., 2008). Em pesquisas ex vivo, como nos estudos realizados com materiais
biologicos provenientes de bidpsias, a atividade angiogénica de um tecido pode ser mensurada
pela determinacdo do indice angiogénico, obtido por meio da contagem dos microvasos
presentes no espécime (EL-GAZZAR; MACLUSKEY; OGDEN, 2005; FREITAS et al.,
2005). Neste caso, as técnicas existentes se baseiam na avaliagdo microscopica dos tecidos,
com auxilio de anticorpos capazes de reconhecer epitopos expressos por células endoteliais,
como o FvW, o CD31, o CD34 ¢ o CD105 (VERMEULEN et al., 2002; HANNEN;
RIEDIGER, 2004; EL-GAZZAR; MACLUSKEY; OGDEN, 2005; FREITAS et al., 2005;
SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007).

O FvW, uma glicoproteina multimérica estocada no interior dos corpos de Weibel-
Palade das células endoteliais, foi um dos primeiros antigenos a ser utilizado para analise da
angiogénese (EL-GAZZAR; MACLUSKEY; OGDEN, 2005). A despeito de sua
especificidade (HANNEN; RIEDIGER, 2004), células endoteliais de microvasos, em
comparagdo as células endoteliais de vasos mais calibrosos, armazenam menores quantidades
do FvW. Além disso, vasos neoformados, sob influéncia de citocinas pro-angiogénicas,
secretam o FvW. Dessa forma, a avaliagdo com anticorpos contra este antigeno pode resultar
em menores contagens vasculares (ZANETTA et al., 2000; EL-GAZZAR; MACLUSKEY;
OGDEN, 2005).
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O CD31 ¢ uma proteina transmembrana cuja expressao pode ser identificada em
células endoteliais, plaquetas, granulocitos e mondcitos (HANNEN; RIEDIGER, 2004;
BALUK; MCDONALD, 2008). Por sua vez, o CD34 ¢ uma glicoproteina transmembrana
presente em células endoteliais e precursores hematopoiéticos (BALUK; MCDONALD,
2008). De acordo com protocolos estabelecidos no ultimo consenso internacional sobre
critérios de avaliacdo da angiogé€nese em tumores humanos solidos, os anticorpos anti-CD31 e
anti-CD34 sdo os recomendados para a identificacdo de vasos sanguineos em material
parafinado (VERMEULEN et al., 2002).

A endoglina, ou CDI105, ¢ uma glicoproteina transmembrana associada ao receptor
do TGF-B. Além das células endoteliais, verifica-se expressao do CD105 em diversos tipos
celulares, como células musculares lisas, mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
melandcitos, células mesangiais glomerulares, células intersticiais extraglomerulares e
precursores eritroides (FONSATTI; MAIO, 2004; DALLAS et al., 2008). Embora
referenciado como um marcador de células endoteliais proliferantes (DALLAS et al., 2008),
evidéncias sugerem que a expressio do CDI105 pode refletir a atividade metabolica dos
tecidos, ndo estando necessariamente relacionado a formagdo de novos vasos sanguineos
(DAVEY et al., 2008).

Em relagdo as técnicas de mensuracdo da angiogénese, empregadas na avaliacdo dos
tecidos submetidos ao processamento imuno-histoquimico, a analise dos trabalhos existentes
na literatura revela como mais frequentemente empregadas as da densidade microvascular
(MVD), do volume microvascular (MVV) e da contagem microvascular (MVC) (HANNEN;
RIEDIGER, 2004; EL-GAZZAR; MACLUSKEY; OGDEN, 2005; FREITAS et al., 2005;
SOUZA; FREITAS; MIRANDA, 2007; DAVEY et al., 2008).

A técnica da MVD foi descrita por Weidner et al. (1991), em um estudo com
carcinomas de mama. Sob microscopia de luz, com aumentos de 40x ¢ 100x, sdo identificadas
trés areas de maior vascularizagdo no espécime. Em sequéncia, sob aumento de 200x, sdo
quantificados os microvasos presentes em cada uma destas areas. O resultado, designado de
MYVD alta, consiste no maior nimero de microvasos existentes em uma destas areas. Dessa
forma, ndo ¢é estabelecido um valor médio, sendo o resultado apresentado sob a forma de
microvasos/ mm®.

Além de estabelecerem a técnica da MVD, Weidner et al. (1991) explicitaram
pardmetros para nortear o processo de quantificacdo dos microvasos. De acordo com os
autores, deveriam ser considerados como um unico microvaso as células endoteliais isoladas

ou grupos de células endoteliais claramente separadas de microvasos adjacentes ou de outros
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tipos celulares do tecido conjuntivo. Além disso, grupos de células endoteliais isoladas que
poderiam constituir sec¢des distintas do mesmo microvaso deveriam ser consideradas como
microvasos distintos. Lumens vasculares, embora geralmente identificdveis, ndo seriam
necessarios para definir uma estrutura como microvaso.

Posteriormente, com base na metodologia descrita por Weidner et al. (1991), foi
proposta uma variagdo da MVD alta, designada de MVD média (SCHOR et al., 1998a;
SCHOR et al., 1998b). Nesta técnica, sob aumento de 200x, sdo quantificados os microvasos
em 10 — 15 campos microscopicos aleatorios. Com os valores obtidos em cada um destes
campos ¢ estabelecido o nimero médio de microvasos do espécime. Na andlise da MVD
média, os resultados sdo apresentados sob a forma de média de microvasos + desvio padréo.

O MVYV consiste em uma técnica estereologica para determinagdo do volume dos
microvasos. Neste processo, sob microscopia de luz (aumento de 200x), com o auxilio de uma
ocular contendo um reticulo com 100 pontos marcados, sio avaliados 15 campos
microscopicos aleatdrios, perfazendo um total de 1.500 pontos. Em cada um destes campos,
sdo quantificados os vasos que coincidem com os pontos do reticulo. Ao final, o resultado ¢
expresso em porcentagem de volume (PAZOUKI et al., 1997; SCHOR et al., 1998a).

A técnica da MVC foi descrita por Maeda et al. (1995), em um estudo com
carcinomas gastricos. Sob microscopia de luz, com aumento de 5x, sdo identificadas cinco
areas de maior vascularizagdo no espécime. Em sequéncia, sob aumento de 200x, sdo
quantificados os microvasos presentes em cada uma destas areas. Nesta andlise, o resultado
obtido ¢é apresentado como o numero médio de microvasos em cada secgdo histologica. Além
de constituir uma técnica de facil execugdo (FREITAS et al., 2005), a MVC se destaca por
apresentar relevancia progndstica em diversos tumores (NANASHIMA et al., 2008;

NANASHIMA et al., 2009).

2.3.3 Estudos em cistos e tumores odontogénicos

A angiogénese e os fatores envolvidos neste processo tém se constituido objetos de
investigacdes em cistos e tumores odontogénicos. Numericamente, as pesquisas realizadas
com lesoes cisticas (EL-LABBAN; AGHABEIGI, 1990; TSAI et al., 2002; LEONARDI et
al., 2003; GRAZIANI et al., 2006; JURISIC et al., 2008; NONAKA et al., 2008; MITROU et
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al., 2009; RUBINI et al., 2010) sdo superiores as desenvolvidas com tumores odontogénicos
(KUMAMOTO; OHKI; OOYA, 2002; KUMAMOTO; OOYA, 2006; ALAEDDINI et al.,
2009; CHEN et al., 2009b). Até o momento, ndo ha estudos comparativos sobre a
angiogénese entre ceratocistos odontogénicos isolados e associados a sindrome de Gorlin.

Um dos trabalhos pioneiros sobre a vascularizacdo em cistos odontogénicos foi
desenvolvido por El-Labban e Aghabeigi (1990), os quais realizaram analises estereoldogicas ¢
ultra-estruturais em ceratocistos (n = 15) e cistos dentigeros (n = 15). Através da analise
estereologica, constatou-se que ceratocistos e cistos dentigeros ndo exibiam diferengas
significativas no volume ou na area de superficie dos vasos sanguineos. Sobre os achados
ultra-estruturais, em comparacdo aos cistos dentigeros, os ceratocistos apresentaram maior
numero de vasos com degeneragdo e trombose. Além disso, a presenca de corpos de Weibel-
Palade foi um achado incomum no endotélio dos vasos dos ceratocistos. Finalmente, apenas
os ceratocistos exibiram capilares fenestrados em proximidade ao epitélio cistico. De acordo
com El-Labban e Aghabeigi (1990), a presenca destes capilares fenestrados nos ceratocistos
indicaria a necessidade de uma rapida transferéncia de fluidos, provavelmente em decorréncia
da maior atividade proliferativa no revestimento epitelial destas lesdes. Adicionalmente, para
os autores, fatores de crescimento liberados pelas plaquetas presentes no interior dos vasos
trombosados poderiam contribuir para a proliferagdo epitelial nos ceratocistos odontogénicos.

Kumamoto, Ohki e Ooya (2002) realizaram estudo sobre a expressdo imuno-
histoquimica do VEGF e a MVD, por meio da imunorreatividade ao anticorpo anti-CD34, em
germes dentarios (n = 5), ameloblastomas sélidos (n = 35), carcinomas ameloblasticos (n = 4)
¢ ameloblastoma metastatizante (n = 1). Em comparagdo aos germes dentarios, os
ameloblastomas so6lidos e as variantes malignas apresentaram maior expressdao de VEGF (p <
0,05) e maior MVD (p < 0,01). Analisando apenas os tumores, ndo foram identificadas
diferengas significativas na expressdo deste fator pro-angiogénico ou na MVD entre lesdes
benignas e malignas (p > 0,05). Apesar da auséncia de significancia estatistica, tumores com
maior expressdo de VEGF revelaram maiores médias MVD (p > 0,05). Segundo Kumamoto,
Ohki e Ooya (2002), os resultados de seu estudo sugerem que o VEGF constitui um
importante mediador da angiogénese em ameloblastomas, carcinomas ameloblasticos e
ameloblastomas metastatizantes.

Em um estudo imuno-histoquimico, Leonardi et al. (2003) verificaram importantes
diferencas na expressdo de VEGF entre granulomas periapicais (n = 17) e cistos radiculares (n
= 6). Nos granulomas periapicais, a maioria das células inflamatdrias exibiu positividade para

o VEGF, ao passo que a maioria das células inflamatorias nos cistos radiculares revelou
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negatividade para este fator angiogénico. Apesar desta auséncia de expressao em cé€lulas
inflamatorias, o revestimento epitelial dos cistos radiculares revelou forte positividade para o
VEGF. Conforme Leonardi et al. (2003), os resultados do seu estudo sugerem papéis
relativamente distintos para o VEGF nas lesdes avaliadas. Nos granulomas periapicais, o
VEGF estaria primariamente relacionado ao aumento da permeabilidade vascular e a
angiogénese, favorecendo o acimulo de células inflamatdrias no local. Por sua vez, nos cistos
radiculares, este fator pré-angiogénico estaria envolvido com o acimulo de fluido no imen
cistico.

Em uma pesquisa com cistos radiculares (n = 24), Graziani et al. (2006) avaliaram a
imunoexpressdo de VEGF e a MVD, com uso do anticorpo anti-CD34, e relacionaram ambas
com a intensidade do infiltrado inflamatorio nas lesdes. Foi constatada positividade para o
VEGF em células da cépsula fibrosa e do revestimento epitelial, com tendéncia a uma maior
expressao nas células do tecido conjuntivo. Além disso, na amostra avaliada, a MVD revelou
correlag@o positiva com a intensidade do infiltrado inflamatoério (p < 0,01) e com o numero de
células positivas para o VEGF (p < 0,01). Com base nesses resultados, Graziani et al. (2006)
sugeriram que o VEGF poderia desempenhar um importante papel na patogénese e
crescimento dos cistos radiculares.

Resultados semelhantes foram observados por Nonaka et al. (2008), os quais
analisaram a imunoexpressao do VEGF e a angiogénese em granulomas periapicais (n = 20),
cistos radiculares (n = 20) e cistos residuais (n = 10). Neste estudo, a angiogénese foi
mensurada através da MVC, com uso do anticorpo anti-FvW. De forma geral, os granulomas
periapicais e cistos radiculares revelaram maior expressdo de VEGF do que os cistos residuais
(» > 0,05). Além disso, lesdes apresentando intenso infiltrado inflamatério exibiram maior
expressao de VEGF e maior MVC, em comparacdo com lesdes que apresentavam escasso
infiltrado inflamatorio (p < 0,05). Independente da intensidade do infiltrado inflamatorio, a
maioria dos cistos radiculares (55%) e cistos residuais (70%) demonstraram forte expressao
de VEGF no revestimento epitelial. De acordo com os autores, os resultados obtidos sugerem
um importante papel para o VEGF, e consequentemente para a angiogénese, na formagao e
desenvolvimento das lesdes analisadas.

Alaeddini et al. (2009) avaliaram a MVD, através da imunorreatividade ao anticorpo
anti-CD34, em cistos dentigeros (n = 13), ceratocistos (n = 20), ameloblastomas sélidos (n =
14) e ameloblastomas unicisticos (n = 6). Foi observado que os ameloblastomas possuiam a
maior média MVD (18,85 + 6,71), seguidos dos ceratocistos (12,57 =+ 3,58), dos
ameloblastomas unicisticos (9,99 = 3,61) e dos cistos dentigeros (5,07 + 2,45). A média MVD
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dos cistos dentigeros foi estatisticamente inferior as médias MVD dos ameloblastomas solidos
e dos ceratocistos (p < 0,05). Por sua vez, a analise estatistica revelou diferencas significativas
entre as médias MVD dos ameloblastomas sélidos e dos ceratocistos (p < 0,05). De acordo
com Alaeddini et al. (2009), a angiogénese poderia ser um dos fatores responsaveis pelas
diferengas no comportamento bioldgico de ameloblastomas, ceratocistos odontogénicos e
cistos dentigeros.

Mitrou et al. (2009) investigaram a expressao de VEGF e o indice de proliferagao
celular, mensurado pela positividade ao Ki-67, no revestimento epitelial de ceratocistos (n =
42), cistos dentigeros (n = 26) e cistos residuais (n = 15). Neste estudo, a expressdo de VEGF
foi avaliada de forma qualitativa, baseando-se na intensidade de imunoexpressao, de acordo
com as categorias: negativa, fraca, moderada, forte e muito forte. Por sua vez, a expressao de
Ki-67 foi avaliada de forma quantitativa. Grande parte dos ceratocistos (48,65%) revelou
expressdo muito forte de VEGF, ao passo que grande parte dos cistos dentigeros (38,89%)
exibiu fraca expressdo deste fator pro-angiogénico. Em relagdo aos cistos residuais, houve um
predominio dos casos com expressio de VEGF fraca (26,67%) e moderada (26,67%).
Especialmente nos ceratocistos, a andlise de regressdo logistica multivariada revelou uma
relagdo linear entre a expressao de VEGF e o indice de proliferacdo celular. Conforme os
autores, o VEGF poderia promover o crescimento dos ceratocistos através de um efeito
proliferativo autocrino sobre o revestimento epitelial e de um efeito pardcrino sobre os vasos
sanguineos do tecido conjuntivo.

Chen et al. (2009b) avaliaram as imunoexpressoes de VEGF e da enzima o6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) em ceratocistos (n = 10), ameloblastomas primarios (n = 24),
ameloblastomas recorrentes (n = 11) e ameloblastomas malignos (n = 5). Além disso, os
resultados da andlise das expressdoes de VEGF e iNOS foram relacionados a MVD das lesdes,
avaliada com auxilio do anticorpo anti-CD34. Em relacdo a iNOS, constatou-se positividade
em 10% dos ceratocistos, 33% dos ameloblastomas primarios, 55% dos ameloblastomas
recorrentes € 80% dos ameloblastomas malignos. Para o VEGF, evidenciou-se positividade
em 10% dos ceratocistos, 54% dos ameloblastomas primarios, 64% dos ameloblastomas
recorrentes e 80% dos ameloblastomas malignos. De forma similar, em relagio a MVD, a
menor média foi observada em ceratocistos (15,1 = 6,52) ¢ a maior em ameloblastomas
malignos (36,8 + 8,23). Especificamente no grupo dos ameloblastomas, as expressdes de
VEGF e iNOS apresentaram correlagio positiva e as maiores médias MVD foram observadas
em lesdes com maior expressdo de VEGF e iNOS (p < 0,05). Segundo Chen et al. (2009b), o

VEGF e a iNOS seriam importantes para a angiogénese nos ameloblastomas e,



67

consequentemente, contribuiriam para o crescimento destes tumores. Além disso, a expressao
destes fatores pro-angiogé€nicos estaria intimamente relacionada ao comportamento bioldgico
das lesdes ameloblasticas, exibindo niveis menores nos ameloblastomas solidos e maiores nos

tumores malignos.

2.4 MIOFIBROBLASTOS

2.4.1 Consideracdes gerais

O termo “miofibroblasto” foi originalmente proposto para designar fibroblastos,
presentes em reacoes de granulagdo de feridas em processo de cicatrizagdo, que exibiam
caracteristicas similares as observadas em células musculares lisas. Em virtude dos aspectos
fenotipicos destas células, sugeriu-se, inicialmente, que elas estivessem envolvidas na
producdo de forgas contrateis durante o processo de cicatrizacdo (GABBIANI; RYAN;
MAIJNO, 1971).

Estudos posteriores revelaram que os miofibroblastos ndo estavam restritos as
reacdes de granulacdo. De acordo com a literatura, estes elementos celulares ja foram
identificados em diversas regides do corpo humano, como na cavidade oral, trato
gastrointestinal, pele, figado, rim, pulmao, pancreas, coragdo, medula 6ssea, prostata, ovario,
testiculo e utero (POWELL et al., 1999; TOMASEK et al., 2002; MCKAIG et al., 2003;
ANDOH et al., 2007; EYDEN, 2008; EYDEN et al., 2009).

Morfologicamente, os miofibroblastos se apresentam como células fusiformes ou
estreladas, de citoplasma palidamente eosinofilico e nicleo vesicular alongado, com discretas
indentagdes e pequenos nucléolos. Comumente, os miofibroblastos encontram-se envoltos por
uma abundante matriz pericelular (EYDEN, 2008; EYDEN et al., 2009). Em tecidos normais,
¢ possivel realizar a identificagdo dos miofibroblastos com relativa facilidade, levando-se em
consideragdo a morfologia celular e o contexto histologico. Entretanto, em processos
patologicos, os tecidos tornam-se genética e fenotipicamente mais complexos, dificultando a
identificac@o destes tipos celulares (EYDEN, 2008).

Ultra-estruturalmente, os miofibroblastos estdo caracterizados pela presenca de um

aparato contratil, organizado sob a forma de feixes de miofilamentos periféricos, os quais s@o
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analogos as fibras de estresse evidenciadas em fibroblastos cultivados in vitro. Estes
miofilamentos estdo conectados a complexos de adesdo especializados, os quais se localizam
na superficie celular, designados fibronexos (MCANULTY, 2007; EYDEN, 2008; EYDEN et
al., 2009). Nestas estruturas, os miofilamentos ligam-se as integrinas, as quais, por sua vez,
conectam-se a fibronectina existente na matriz extracelular. Funcionalmente, este aparato
contratil prové um sistema mecanotransdutor, capaz de transmitir a for¢a gerada pelas fibras
de estresse a matriz extracelular (TOMASEK et al., 2002; GABBIANI, 2003; EYDEN et al.,
2009). Além disso, a semelhanga dos fibroblastos, os miofibroblastos apresentam reticulo
endoplasmatico rugoso proeminente e aparelho de Golgi com producdo de granulos de
secrecdo contendo colageno (EYDEN, 2008; EYDEN et al., 2009).

Outra caracteristica observada nos miofibroblastos, compartilhada com células
musculares lisas, ¢ a presenca de jungdes do tipo gap, que permitem a comunicacdo eletro-
quimica entre células (TOMASEK et al., 2002; SCHURCH et al., 2007; EYDEN, 2008).
Jungdes do tipo gap funcionais foram identificadas em miofibroblastos presentes em areas de
cicatrizagdo, sugerindo que estas células podem constituir unidades contrateis multicelulares
durante a contragdo da reacdo de granulacdo (TOMASEK et al., 2002). Por sua vez, em
contraposicdo as células musculares lisas, os miofibroblastos sdo desprovidos de lamina
externa (EYDEN, 2008; EYDEN et al., 2009)

Inicialmente, acreditava-se que a substitui¢do ou expansdo dos miofibroblastos,
durante a homeostase ou em processos patologicos, se dava apenas a expensas de populagdes
celulares residentes nos tecidos, com especial énfase para os fibroblastos (HINZ, 2007;
MCANULTY, 2007; EYDEN et al., 2009). Entretanto, dependendo da natureza do tecido e de
outras caracteristicas do microambiente, diversos tipos celulares podem atuar como
precursores para os miofibroblastos, como células musculares lisas, pericitos (SCHURCH et
al., 2007; HINZ, 2010), células endoteliais (HINZ et al., 2007; ZEISBERG et al., 2007),
células estreladas do pancreas e do figado (HINZ et al., 2007, DE WEVER et al., 2008)
adipocitos e células mioepiteliais (DE WEVER et al., 2008). Estudos tém demonstrado, ainda,
outras fontes potenciais para os miofibroblastos, incluindo as células-tronco mesenquimais
residentes nos tecidos, os fibrocitos derivados da medula 6ssea e a transicdo epitélio-
mesenquimal (DESMOULIERE; GUYOT; GABBIANI, 2004; MCANULTY, 2007; EYDEN,
2008; EYDEN et al., 2009; HINZ, 2010).

A despeito da diversidade de tipos celulares que podem atuar como precursores para
os miofibroblastos, a sequéncia de eventos que levam ao desenvolvimento destas células se

apresenta relativamente bem estabelecida (GABBIANI, 2003; HINZ et al., 2007). Frente a



69

uma modificagdo no microambiente do tecido conjuntivo, que pode ser provocada por
diversos estimulos, fibroblastos e/ ou células recrutadas de outras fontes sintetizam actinas
citoplasmaticas y e B, as quais constituem as designadas fibras de estresse, passando a ser
identificados como proto-miofibroblastos (TOMASEK et al.,, 2002; GABBIANI, 2003;
EYDEN et al., 2009). Sob estimulacdo de tensdes mecanicas e fatores de crescimento,
particularmente o TGF-B1, estas células sintetizam a isoforma de fibronectina contendo o
dominio ED-A, a qual estimula a sintese de a-actina de musculo liso (a-SMA). Por sua vez, a
a-SMA ¢ incorporada as fibras de estresse, constituindo, dessa forma, feixes de miofilamentos
com densidades focais. Em sequéncia, novas proteinas sdo sintetizadas, como vinculina,
talina, paxilina, tensina, fibronectina celular e quinase de adesdo focal, além de integrinas
avfB3 e aSP1. A sintese destes componentes permite a formagdo de adesdes moleculares entre
os miofilamentos contendo a-SMA, a membrana citoplasmatica e as fibrilas de fibronectina,
caracterizando os miofibroblastos completamente diferenciados (HINZ; GABBIANI, 2003;
EYDEN, 2008).

O TGF-PB1 constitui a principal citocina envolvida no processo de diferenciagdo dos
miofibroblastos (HINZ et al., 2007; DE WEVER et al., 2008; HINZ, 2010). Sintetizado como
uma proteina homodimérica, o TGF-B1 ¢ secretado sob a forma de um complexo com a
proteina associada a laténcia (LAP) (WIPFF; HINZ, 2009; HINZ, 2010). Por sua vez, o
complexo TGF-B1/ LAP se associa a proteina-1 de ligacdo ao TGF-B1 latente (LTBP-1),
constituindo um grande complexo (TODOROVIC et al., 2005; HINZ, 2010). A LTBP-1,
através de sitios de ligacdo para moléculas como fibrilina-1, fibronectina e vitronectina,
permite que o TGF-B1 seja estocado na matriz extracelular (ANNES; MUNGER; RIFKIN,
2003; TODOROVIC et al., 2005; WIPFF; HINZ, 2009).

A ativacdo do TGF-B1 envolve sua dissociagdo a partir dos complexos formados com
LAP e LTBP-1. Diversos mecanismos siao capazes de ativar o TGF-B1, destacando-se a
clivagem proteolitica, através de sua interacdo com a trombospondina-1 e com o receptor de
manose-6-fosfato (ANNES; MUNGER; RIFKIN, 2003; JENKINS, 2008), ¢ o processo de
ativagdo envolvendo integrinas, especialmente a avf3, a avp5 e a avp8 (SHEPPARD, 2005;
WIPFF; HINZ, 2008). O TGF-B1 ativo liga-se ao receptor tipo Il do TGF-B, o que leva a
fosforilagdo e recrutamento do receptor tipo I do TGF-B, constituindo um complexo
heteromérico. A atividade serina/ treonina quinase do complexo fosforila Smad2 e Smad3.
Sequencialmente, Smad3 se associa a Smad4. O conjunto formado se transloca para o nicleo,
onde, em conjunc¢do com outros fatores nucleares, determina a transcrigdo do gene da a-SMA

(HINZ, 2007). O TGF-B1 pode, ainda, estimular a transcricdo do gene da a-SMA por vias
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independentes de Smads. Embora ndo completamente conhecidas, estas vias provavelmente
envolvem o elemento controle de TGF-f1, o qual, em associagdo a regido hipersensivel de
TGF-B1, atua como sitio de ligacdo para as proteinas ativadoras de transcricdo Spl e Sp2,
membros da familia de fatores kriippel-simile (SUBRAMANIAN et al., 2004; TOMASEK et
al., 2005).

Estudos experimentais revelam que diversos fatores soliveis sdo capazes de
antagonizar a diferenciacdo de miofibroblastos induzida por TGF-f1. Em culturas de
fibroblastos dérmicos suplementadas com TGF-B1, a utilizacdo de uma forma recombinante
de interleucina-1 inibiu a expressdo de a-SMA nestas células (SHEPHARD et al., 2004). Por
sua vez, Mookerjee et al. (2009), em estudo com culturas de fibroblastos renais, constataram
que a relaxina, através de um mecanismo dependente da via da 6xido nitrico sintase, era capaz
de inibir a diferenciagcdo miofibroblastica induzida por TGF-B1. Recentemente, Angunawela e
Marshall (2010) observaram que a utilizagdo de manose-6-fosfato, em culturas de fibroblastos
da cornea, resulta em significativa inibi¢do do processo de diferenciagdo miofibroblastica
induzida por TGF-f1.

O interferon-y, uma citocina produzida por células inflamatorias, demonstra efeitos
opostos ao TGF-p, especialmente sobre fibroblastos (YAMANAKA et al., 2003; ISHIDA et
al., 2004). Estudos revelaram que o interferon-y ¢ capaz de reduzir a expressdo de a-SMA em
fibroblastos mantidos em cultura suplementada com TGF- (HIGASHI et al., 2003; HINZ,
2007; SOBRAL et al., 2007). Este efeito parece envolver a ativagdo da proteina repressora
YB-1, a qual se transloca para o nucleo e impede a transcricdo de genes mediada por Smad3
(HIGASHI et al., 2003). Além disso, YB-1 aumenta a transcricdo do gene que codifica a
proteina Smad7, um regulador negativo de Smad3 (DOOLEY et al., 2006).

A o-SMA tem sido descrita como o marcador mais importante para identificar
miofibroblastos diferenciados (BAUER et al., 2006; WANG; ZOHAR; MCCULLOCH, 2006;
HINZ, 2007; HINZ et al., 2007; DE WEVER et al., 2008), embora nao permita a distin¢ao
entre estes elementos celulares e as células musculares lisas (HINZ, 2007; EYDEN et al.,
2009). Usualmente, os miofibroblastos sdo negativos para antigenos presentes em células
musculares lisas, como as cadeias pesadas de miosina de musculo liso, caldesmon e desmina
(MCANULTY, 2007; SCHURCH et al., 2007; EYDEN, 2008; HINZ, 2010). A despeito da
assertiva anterior, estudos revelaram que os miofibroblastos, especialmente em estagios mais
avancados de diferenciacdo, podem expressar antigenos observados em células musculares

lisas, como os elencados previamente (SERINI; GABBIANI, 1999; TOMASEK et al., 2002).
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Até a década de 90, a smoothelin, uma proteina associada ao aparato contratil, era
considerada um marcador de diferenciagdo tardia de células musculares lisas, cuja expressdo
ndo era observada em miofibroblastos (VAN DER LOOP et al., 1996; VAN DER LOOP et
al., 1997). Porém, posteriormente, verificou-se que fibroblastos pulmonares tratados com
TGF-B1 eram capazes de expressar smoothelin (CHAMBERS et al., 2003). Recentemente, a
isoforma 4Ig da proteina paladina das fibras de estresse foi proposta como um novo marcador
de diferenciagdo miofibroblastica (RONTY et al,, 2006). Entretanto, um estudo western
blotting prévio, utilizando anticorpos contra diversas formas de proteinas paladinas, indicou
expressdo desta isoforma em células musculares lisas (MYKKANEN et al., 2001). Dessa
forma, conforme Hinz (2007), at¢ o momento, ndo foi identificada uma proteina de
citoesqueleto capaz de, isoladamente, diferenciar miofibroblastos de células musculares lisas.

Além de atuar no processo de cicatrizagdo, os miofibroblastos sdo importantes para a
manutengdo estrutural e correto funcionamento de unidades fisiologicas fundamentais, como
glomérulos renais (SORIANO, 1994) e alvéolos pulmonares (BOSTROM et al., 1996).
Estudos demonstram, ainda, o envolvimento destas células no desenvolvimento e progressao
de patologias variadas (EYDEN, 2008; NOVO et al., 2009; EYDEN et al., 2009).

Em decorréncia da sua capacidade de retragdo tecidual e sintese de componentes da
matriz extracelular, como os colagenos fibrilares tipo I e tipo III (DE WEVER et al., 2008;
NOVO et al., 2009), sugere-se um papel importante para os miofibroblastos na patogénese de
doengas fibroticas, como fibrose hepatica, fibrose pulmonar idiopatica, fibrose tibulo-
intersticial renal e esclerose sistémica (HINZ et al., 2007, AKHMETSHINA et al., 2008;
EYDEN et al., 2009; NOVO et al., 2009; LEPPARANTA et al., 2010).

Além de poderem originar neoplasias e lesdes pseudo-tumorais, como miofibroma,
tumor miofibroblastico inflamatério, dermatomiofibroma, fibroma da bainha do tenddo,
fasciite nodular e sarcoma miofibroblastico (EYDEN et al., 2009), os miofibroblastos tém
sido identificados como um componente importante do estroma de diversos tumores, como
carcinoma epidermoide oral, carcinoma gastrico, carcinoma hepatocelular, carcinoma ductal
invasivo de mama, adenocarcinoma de colon (DESMOULIERE; GUYOT; GABBIANI,
2004; KONSTANTINOPOULOS et al., 2007; DE WEVER et al., 2008; GUO et al., 2008;
KAWASHIRI et al.,, 2009). Embora inicialmente considerados como uma barreira a
disseminacdo das células neoplasicas, um niimero crescente de evidéncias sugere que as
funcdes desempenhadas pelos miofibroblastos durante processos fisiologicos sdo subvertidas

em favor da progressdo tumoral (EYDEN, 2008; EYDEN et al., 2009).
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Em virtude de sua capacidade de sintese e secre¢do de varios fatores de crescimento,
como PDGF, FGFb, fator de crescimento de hepatocitos (HGF), fator de crescimento de
ceratinocitos (KGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e fator estimulador de
colonia de granulécito-macréfago (GM-CSF) (CHEDID et al., 1994; RUBIN et al., 1995;
POWELL et al., 1999; DESMOULIERE; GUYOT; GABBIANI, 2004), os miofibroblastos
podem estimular a proliferacdo de células neoplasicas (BHOWMICK; NEILSON; MOSES,
2004; BAGLOGLE et al., 2006).

Além disso, os miofibroblastos podem favorecer a migra¢do das células neoplasicas
(CHEN et al., 2009a; EYDEN et al., 2009). Esta fungdo esta relacionada a secre¢do de
proteases capazes de degradar componentes da matriz extracelular, como as MMPs-2, -3 e -9
(DE WEVER et al., 2008; NOVO et al., 2009), a uroquinase ativadora do plasminogénio
(DESMOULIERE; GUYOT; GABBIANI, 2004; BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004) e
a proteina ativadora de fibroblastos (CHEN et al.,, 2009a), bem como a sintese de
componentes especificos da matriz extracelular, como algumas isoformas de laminina
(FRANZ et al., 2010).

Pesquisas recentes tém demonstrado que os miofibroblastos também podem
desempenhar um importante papel na angiogénese tumoral. Konstantinopoulos et al. (2007)
verificaram, em estudo com cultura de células, que os miofibroblastos associados a
adenocarcinomas de coélon constituiam fontes importantes de VEGF e cicloxigenase-2, dois
reconhecidos fatores pro-angiogénicos. Por sua vez, Guo et al. (2008) constataram, em
modelo murino de cancer gastrico, que os miofibroblastos eram estimulados pelas células
tumorais a expressar VEGF-A, constituindo a principal fonte deste fator angiogénico. Além
disso, Guo et al. (2008) observaram que a incubacdo de células endoteliais com meio
condicionado, extraido de fibroblastos ativados pelas células tumorais, determinou um
aumento importante na formagao de estruturas vasculares capilares.

Lederle et al. (2010), utilizando um modelo animal para estudo do carcinoma
epidermoide de pele, verificaram que animais com genétipo selvagem para a MMP-13
apresentavam tumores volumosos, bem vascularizados e com altos niveis protéicos de VEGF.
De acordo com os autores, os miofibroblastos eram as células responsaveis pela expressao de
MMP-13. Por sua vez, animais nocaute para a MMP-13 exibiam tumores de dimensdes
reduzidas, pobremente vascularizados e com baixos niveis protéicos de VEGF. A despeito das
diferencas nos niveis protéicos de VEGF, animais selvagens e camundongos nocaute
revelaram niveis semelhantes de expressio do RNA mensageiro deste fator pro-angiogénico.

Para os autores, o baixo nivel protéico de VEGF nos animais nocaute seria decorrente do
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sequestro desta proteina na matriz extracelular em virtude da auséncia de MMP-13,
impedindo, desta forma, a ligacdo eficiente do anticorpo de detecgdo. De acordo com Lederle
et al. (2010), os miofibroblastos desempenhariam um papel crucial nos carcinomas
epidermoides de pele, promovendo a formagdo de novos vasos sanguineos através da

liberagdo do VEGF aprisionado na matriz extracelular, via secre¢do de MMP-13.

2.4.2 Estudos em cistos e tumores odontogénicos

Excetuando-se as investigagdes sobre o fenotipo das células que constituem os
mixomas odontogénicos (LOMBARDI et al., 1995; LO MUZIO et al., 1996; MARTINEZ-
MATA et al., 2008), sdo escassos os estudos sobre a presenca de miofibroblastos em cistos e
tumores odontogénicos. Neste sentido, destacam-se apenas os trabalhos realizados por
Lombardi e Morgan (1995), Vered et al. (2005) e Fregnani et al. (2009).

Lombardi e Morgan (1995) avaliaram o fenotipo dos fibroblastos presentes na
capsula de ceratocistos (n = 15), cistos dentigeros (n = 15), cistos radiculares (n = 15), cistos
residuais (n = 6), cistos periodontais laterais (n = 4), cisto gengival (n = 1) e cisto
odontogénico calcificante (n = 1). Os casos foram analisados segundo a presenca ou auséncia
de marcagdo para anticorpos anti-vimentina, anti-a-SMA e anti-desmina. Com exce¢do do
cisto odontogénico calcificante e do cisto gengival, as demais lesdes apresentaram
fibroblastos com perfil imuno-histoquimico compativel com miofibroblastos, caracterizado
pela positividade para vimentina e a-SMA e negatividade para desmina. Em sequéncia, a
avaliacdo dos casos por imunofluorescéncia, com dupla marcagdo, confirmou os achados
imuno-histoquimicos previamente reportados. Finalmente, a analise por microscopia
eletronica de transmissdo nas areas imunopositivas revelou células compativeis com fenotipo
miofibroblastico, exibindo reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi bem
desenvolvido, miofilamentos intracitoplasmaticos com distribuicao subplasmalemal e corpos
densos. De acordo com os autores, os miofibroblastos constituiriam um componente
importante da capsula fibrosa dos cistos odontogénicos.

Vered et al. (2005) analisaram a presencga de miofibroblastos em cistos dentigeros (n
= 7), ceratocistos (n = 8), cistos odontogénicos ortoceratinizados (n = 9), ameloblastomas
unicisticos (n = 6), ameloblastomas soélidos (n = 7) e fibromas/ fibro-odontomas

ameloblasticos (n = 11). Para avaliacdo dos miofibroblastos, foram quantificadas as células
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positivas ao anticorpo anti-a-SMA, em 10 campos microscopicos (aumento de 400x). Em
comparagdo as demais lesoes, ceratocistos e ameloblastomas sélidos apresentaram maiores
médias de miofibroblastos (p < 0,05). Conforme Vered et al. (2005), o comportamento
bioldgico mais agressivo dos ceratocistos odontogénicos ¢ ameloblastomas sélidos pode estar
relacionado a maior quantidade de miofibroblastos no tecido conjuntivo destas lesdes.
Fregnani et al. (2009) avaliaram, por meio de imuno-histoquimica, a presenca de
miofibroblastos e as expressdoes de MMP-2 e do ativador de plasminogénio do tipo uroquinase
em ameloblastomas solidos intra-6sseos (n = 57). A presenca dos miofibroblastos, avaliada
com auxilio do anticorpo anti-a-SMA, foi categorizada em: ausente (0), escassa (1) ou
abundante (2). Por sua vez, a analise da expressdo de MMP-2 e do ativador de plasminogénio
do tipo uroquinase foi realizada de forma semi-quantitativa, seguindo os pardmetros: ausente,
menos de 50% das células positivas (+) e mais de 50% das células positivas (++). Neste
estudo, a ruptura da cortical Ossea revelou associagdo estatisticamente significativa com a
presenga de um nimero abundante de miofibroblastos (p < 0,001) e com a expressdo de
MMP-2 (p < 0,05). Além disso, foi observada uma associacdo significativa entre a presenga
de miofibroblastos e a expressio de MMP-2 no estroma tumoral, sugerindo que estes
elementos celulares constituam a principal fonte desta protease nestas lesdes. De acordo com
os autores, a expressdo de MMP-2 e a presenca abundante de miofibroblastos podem estar

associadas com um comportamento mais agressivo em ameloblastomas sé6lidos.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho consistiu em analisar, descritiva e comparativamente,
por meio de imuno-histoquimica, a expressio de RANKL e OPG, o indice angiogénico
(CD34) e a presenca de miofibroblastos (0-SMA), em espécimes de ceratocistos
odontogénicos isolados primarios e recorrentes e ceratocistos associados a sindrome de
Gorlin, com a finalidade de fornecer subsidios para melhor compreensao das diferencas,
descritas na literatura, no comportamento bioldgico entre lesdes isoladas e associadas a esta

sindrome.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

A presente pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Informagdes Sobre Etica
em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP) e submetida a analise de seu conteudo
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (CEP/
UFRN). Conforme parecer n° 101/2010 (ANEXO A), seu protocolo foi aprovado.

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo caracterizou-se por uma pesquisa laboratorial, consistindo de uma
analise imuno-histoquimica, descritiva ¢ comparativa, da expressdo de RANKL e OPG, do
indice angiogénico (CD34) e da presenca de miofibroblastos (a-SMA), em espécimes de
ceratocistos odontogénicos isolados primarios e recorrentes e ceratocistos associados a

sindrome de Gorlin.

4.3 POPULACAO

A populagdo deste estudo foi constituida por todos os casos de ceratocisto
odontogénico mantidos nos arquivos dos Laboratorios dos Servigos de Anatomia Patologica
das Disciplinas de Patologia Oral da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e do Departamento
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).
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4.4 AMOSTRA

Um total de 52 casos de ceratocisto odontogénico, diagnosticados nos Servigos
referenciados anteriormente, foram utilizados nesta pesquisa. Destes, 22 casos foram oriundos
de pacientes portadores da sindrome de Gorlin e 30 casos foram provenientes de pacientes
ndo portadores da referida sindrome. Dos 30 casos ndo associados a sindrome, 22
constituiram lesdes primarias e 8 representaram recorréncias de lesdes primarias.

Foram incluidos na amostra, apenas os casos com material bioldgico suficiente para
realizacdo do estudo imuno-histoquimico e que apresentavam blocos de parafina em bom
estado de conservacdo. Especificamente para constituicdo do grupo de lesdes associadas a
sindrome, foram selecionados apenas os casos que apresentavam fichas clinicas, mantidas nos
arquivos dos Servicos referenciados anteriormente, contendo informagdes suficientes para
confirmacdo do diagndstico da sindrome de Gorlin, conforme critérios propostos por Evans et
al. (1993) (Quadro 1).

A seleco de casos para o grupo das lesdes recorrentes foi baseada em informagdes a
respeito da localizagdo anatdmica e da intervengdo cirurgica instituida, coletadas a partir das
fichas clinicas. Foram incluidos no grupo de lesdes recorrentes, os casos situados na mesma
localizagdo anatomica da lesdo primaria. Além disso, s6 foram incluidos no grupo de lesdes
recorrentes, 0s casos cujas lesdes primarias foram submetidas a enucleag@o, enucleagdo com

terapias adjuvantes, resseccdo ou bidpsia excisional.

4.5 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

4.5.1 Método imuno-histoquimico

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi
submetida a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro
devidamente preparadas com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao

método da imunoperoxidase pela técnica da estreptoavidina-biotina (LSAB), utilizando
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anticorpos policlonais anti-RANKL e anti-OPG e anticorpos monoclonais anti-a-SMA e anti-
CD34 (Quadro 3).

Como controle positivo para os anticorpos anti-RANKL e anti-OPG, foram
utilizados espécimes de lesdo central de células gigantes. O controle positivo para os
anticorpos anti-a-SMA e anti-CD34 foi realizado com cortes histologicos de hemangioma
capilar. O controle negativo consistiu na substituicdo do anticorpo primario por albumina de
soro bovino a 1% (BSA) em solug@o tampao, seguido por todos os passos subsequentes do
protocolo descrito a seguir:
= Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (10 minutos cada);
= Re-hidratacdo em cadeia descendente de etandis:

e Alcool etilico absoluto I (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto II (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto IIT (5 minutos);
e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);
= Remocdo de pigmentos formolicos com hidroxido de amonia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
= Lavagem em dgua corrente (10 minutos)
= Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);
= Recuperagdo dos sitios antigénicos (Quadro 3);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);
= Duas incubagdes dos cortes em solugdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporgdo de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endogena tecidual (10 minutos cada);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Duas passagens em agua destilada (5 minutos cada);
= Duas passagens em solu¢do tampao TRIS-HCL (tris-hidroximetil-aminometano, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacéo dos cortes com anticorpos primarios (Quadro 3), em solugdo diluente (Antibody
diluent with background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, CA,
USA);
= Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
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= Incubagdo com o anticorpo secundario (Biotinylated link universal, Dako North America
Inc., Carpinteria, CA, USA), em dilui¢do 1:200, a temperatura ambiente (30 minutos);
= Duas passagens em solu¢do de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com o complexo estreptoavidina-biotina HRP (Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (30 minutos);
= Duas passagens em soluc¢do tampao TRIS-HCL pH 7,4 (5 minutos cada);
= Revelagdo da reagdo com solucdo cromogena constituida por 25mg a 30mg de
diaminobenzidina (3,3-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), diluida
em 100ml de TRIS-HCI pH 7.4, ativada por 1,2ml de peroxido de hidrogénio 10 volumes, em
camara escura (3 minutos);
= Lavagem em agua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Contracolora¢do com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (10 minutos);
= Desidrata¢do em cadeia ascendente de ctandis:

e Alcool etilico 80°GL (2 minutos);

e Alcool etilico 95°GL (2 minutos);

e Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
= Duas passagens em xilol (2 minutos cada);

= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

Recuperacio
Especificidade Clone Fabricante Diluicao Incubacgio
Antigénica
Santa Cruz Citrato, pH 6,0 Overnight
RANKL N-19 1:200 )
Biotechnology Pascal, 3 min (18 horas)
Santa Cruz Citrato, pH 6,0 Overnight
OPG N-20 ) 1:200 )
Biotechnology Pascal, 3 min (18 horas)
Novocastra Citrato, pH 6,0 )
a-SMA a-sml 1:50 ) 60 minutos
Laboratories Pascal, 3 min
Tris-EDTA, pH 9,0 Overnight
CD34 QBEnd-10 Dako 1:50 )
Pascal, 3 min (18 horas)

Quadro 3. Especificidade, clone, fabricante, dilui¢do, recupera¢do antigénica e tempo de incubacao

dos anticorpos primarios utilizados no estudo.
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4.5.2 Analise imuno-histoquimica

Apbs o processamento dos cortes histologicos, cada espécime foi analisado a
microscopia de luz (Olympus CH30, Olympus Japan Co., Tokyo, JPN), por dois
examinadores previamente treinados. Destaca-se que a andlise imuno-histoquimica foi
realizada sem que os examinadores tivessem conhecimento se o caso em questdo referia-se a
uma lesdo associada a sindrome de Gorlin ou isolada.

A andlise da imunoexpressdo de RANKL e OPG foi realizada no revestimento
epitelial e na capsula de tecido conjuntivo fibroso. No revestimento epitelial, realizou-se uma
analise semi-quantitativa, adaptando-se, para isto, a metodologia empregada no estudo de
Nonaka et al. (2008). Sob aumento de 100x, o revestimento epitelial das lesdes foi avaliado
em toda sua extensdo, estabelecendo-se o percentual de células positivas, de acordo com os
seguintes escores: escore 0 (< 10% das células positivas), escore 1 (11% - 50% das células
positivas), escore 2 (51% - 75% das células positivas) e escore 3 (> 76% das células
positivas). Em sequéncia, adaptando-se a metodologia utilizada por Silva et al. (2008), os
casos foram categorizados, de acordo com a proporcdao escore RANKL/ escore OPG, em:
RANKL > OPG, RANKL < OPG ¢ RANKL = OPG. Os dados obtidos com esta avaliaciao
foram anotados em fichas apropriadas (APENDICE A).

Na capsula fibrosa, a andlise da imunoexpressao de RANKL e OPG foi realizada de
forma quantitativa. Para isto, realizou-se uma adaptagdo da metodologia descrita por Silva et
al. (2008). Sob aumento de 100x, imediatamente abaixo do revestimento epitelial, foram
selecionados 5 campos de maior imunorreatividade aos anticorpos anti-RANKL e anti-OPG.
Em cada um destes campos, sob aumento de 400%, foram determinadas as quantidades de
células imunomarcadas e de células negativas. Com os dados obtidos nestes 5 campos, foi
estabelecido o percentual de células positivas para cada caso. Em sequéncia, adaptando-se a
metodologia empregada no estudo de Nonaka et al. (2008), os casos foram categorizados em:
escore 0 (< 10% das células positivas), escore 1 (11% - 50% das células positivas), escore 2
(51% - 75% das células positivas) e escore 3 (> 76% das células positivas). Posteriormente,
adaptando-se a metodologia utilizada por Silva et al. (2008), os casos foram categorizados, de
acordo com a propor¢do escore RANKL/ escore OPG, em: RANKL > OPG, RANKL < OPG
¢ RANKL = OPG. Os dados obtidos com esta avaliagdo foram anotados em fichas
apropriadas (APENDICE A).
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O indice angiogénico foi avaliado por meio da determina¢do da MVC. Para isso,
realizou-se uma adaptag¢do da metodologia empregada no estudo de Maeda et al. (1995). Sob
aumento de 100x, imediatamente abaixo do revestimento epitelial, foram selecionados 5
campos de maior imunorreatividade ao anticorpo anti-CD34. Posteriormente, sob aumento de
200x%, foram quantificados os microvasos em cada um destes campos. Os valores obtidos em
cada campo foram somados, estabelecendo-se o numero total de microvasos. Finalmente, com
este ultimo dado, foi calculada a média de microvasos por campo, para cada caso. Baseado
nos critérios descritos por Weidner et al. (1991), foram considerados como microvasos as
células imunopositivas isoladas, bem como os grupos de células imunopositivas,
independente da presenca de um limen conspicuo. Além disso, grupos de células endoteliais
isoladas que poderiam constituir sec¢des distintas do mesmo microvaso foram consideradas
como microvasos distintos. Os dados obtidos com esta avaliacdo foram anotados em fichas
apropriadas (APENDICE B).

Para a avaliacdo dos miofibroblastos, empregou-se a metodologia proposta por Vered
et al. (2005). Sob aumento de 100%, imediatamente abaixo do revestimento epitelial, foram
selecionados 10 campos de maior imunorreatividade ao anticorpo anti-o-SMA. Em cada um
destes campos, sob aumento de 400x, foram quantificadas as células positivas, excluindo-se
aquelas situadas na periferia de vasos sanguineos. Os valores obtidos em cada um destes
campos foram somados, estabelecendo-se o niimero total de células positivas ao anticorpo
anti-o-SMA. Finalmente, com este ultimo dado, calculou-se a média de células positivas por
campo, para cada caso. Os dados obtidos com esta avaliacdo foram anotados em fichas

apropriadas (APENDICE C).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos com a analise imuno-histoquimica foram digitados em planilha
eletronica Excel (Microsoft Office 2007®) e posteriormente exportados para o programa
Statistical Package for the Social Sciences (versdo 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA), no
qual foram realizadas as analises estatisticas.

Em relacdo aos escores relativos ao percentual de células positivas para RANKL e
OPG no revestimento epitelial e na capsula fibrosa das lesdes, variaveis categoricas ordinais,

a comparagdo entre ceratocistos associados a sindrome de Gorlin, ceratocistos isolados
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primarios e ceratocistos isolados recorrentes foi realizada por meio do teste ndo-paramétrico
de Kruskall-Wallis. Considerando-se a propor¢do escore RANKL/ escore OPG, variavel
categdrica nominal, os grupos referenciados anteriormente foram comparados através do teste
de Qui-quadrado.

Os dados obtidos com a MVC e com a quantificagdo dos miofibroblastos, variaveis
quantitativas discretas, foram submetidos a analise pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, o qual
revelou auséncia de distribui¢do normal. Dessa forma, a comparacdo do indice angiogénico e
da quantidade de miofibroblastos entre ceratocistos associados a sindrome de Gorlin,
ceratocistos isolados primarios e ceratocistos isolados recorrentes foi realizada por meio do
teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis.

Em cada um dos grupos de ceratocisto e na amostra geral, constituida pelos 52 casos
de ceratocisto odontogénico, foram analisadas possiveis correlagdes entre a quantidade de
miofibroblastos, o indice angiogénico e as expressdes de RANKL e OPG. Para isso, utilizou-
se o teste de correlagdo de Spearman.

Para todos os testes estatisticos utilizados no presente estudo, o nivel de significancia

foi estabelecido em 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 IMUNOEXPRESSAO DE RANKL E OPG

A analise da expressio de RANKL e OPG no revestimento epitelial das lesdes
demonstrou imunorreatividade citoplasmatica para estas proteinas, sem um padrdo definido de
distribuicdo em relagdo aos estratos epiteliais. Especificamente para a expressdo de RANKL,
os ceratocistos associados a sindrome de Gorlin revelaram maior frequéncia do escore 3 (n =
14; 63,6%) (Figura 1), seguido dos escores 1 (n = 6; 27,3%) e 2 (n = 2; 9,1%). Nas lesdes
isoladas primarias, a maioria dos casos foi classificada como escore 3 (n = 9; 40,9%), seguido
dos escores 2 (n =8; 36,4%) e 1 (n=15;22,7%) (Figura 2). Para as lesdes isoladas recorrentes,
constatou-se predominio do escore 2 (n = 4; 50,0%), seguido dos escores 3 (n=2; 25,0%) e 1
(n = 2; 25,0%). O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis demonstrou ndo existir diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos em relacdio a expressado de RANKL no

revestimento epitelial das lesdes (p = 0,408) (Tabela 1) (Grafico 1).

Tabela 1. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW e
significAncia estatistica (p) para os escores de expressio de RANKL no

revestimento epitelial, em relagdo aos grupos de ceratocisto. Natal, RN — 2010.

Grupos n Mediana Q;5-Q75 Médiados KW p
postos

Ceratocisto isolado primario 22 2 1,75-3 2541 1,794 0,408

Ceratocisto isolado recorrente 8 2 1,25 -2,75 22,00

Ceratocisto sindromico 22 3 1-3 29,23

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Grifico 1. Box-plot relativo aos escores de expressao de RANKL no revestimento epitelial,

de acordo com os grupos de ceratocisto odontogénico. Natal, RN — 2010.

Em relagdo a imunoexpressio de OPG no revestimento epitelial das lesdes, os
ceratocitos isolados primarios exibiram predominio do escore 3 (n = 19; 86,4%) (Figura 3),
seguido dos escores 2 (n = 2; 9,1%) e 1 (n = 1; 4,5%). No grupo das lesdes isoladas
recorrentes, a maioria dos casos foi classificada como escore 3 (n = 5; 62,5%), com
frequéncias menores para os escores 1 (n = 2; 25,0%) ¢ 2 (n = 1; 12,5%). Para as lesdes
associadas a sindrome de Gorlin, constatou-se predominio do escore 3 (n = 18; 81,8%),
seguido dos escores 2 (n =2;9,1%), 1 (n=1;4,5%) (Figura4) ¢ 0 (n=1; 4,5%). O teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos em relagdo a imunoexpressdao de OPG no revestimento epitelial

das lesoes (p = 0,313) (Tabela 2) (Grafico 2).

Tabela 2. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW e
significancia estatistica (p) para os escores de expressao de OPG no revestimento

epitelial, em relacdo aos grupos de ceratocisto. Natal, RN — 2010.

Grupos n Mediana Q,5-Q7;5 Médiados KW p
postos

Ceratocisto isolado primario 22 3 3-3 28,09 2,322 0,313

Ceratocisto isolado recorrente 8 3 1,25-3 21,56

Ceratocisto sindromico 22 3 3-3 26,70

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Grifico 2. Box-plot relativo aos escores de expressao de OPG no revestimento epitelial, de

acordo com os grupos de ceratocisto odontogénico. Natal, RN — 2010.

Apos categorizagdo dos casos de acordo com a propor¢do escore RANKL/ escore
OPG no revestimento epitelial, verificou-se, para os ceratocistos isolados primarios, uma
maior frequéncia de casos com propor¢ao escore RANKL < escore OPG (n = 12; 54,5%). No
grupo das lesdes isoladas recorrentes, foi observada uma distribui¢do relativamente similar
entre casos com escore RANKL < escore OPG (n = 4; 50,0%) e casos com escore RANKL =
escore OPG (n = 3; 37,5%). Em relagdo as lesoes sindromicas, constatou-se predominio da
propor¢ao escore RANKL = escore OPG (n = 13; 59,1%). A andlise estatistica demonstrou
ndo existir diferenca significativa entre os grupos em relagdo as proporgdes escore RANKL/

escore OPG no revestimento epitelial das lesdes (p = 0,573) (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo dos casos de ceratocisto isolado primario, ceratocisto isolado
recorrente e ceratocisto sindromico, de acordo com a proporgdo escore RANKL/

escore OPG no revestimento epitelial. Natal, RN —2010.

Proporg¢ao escore RANKL/ escore OPG

Grupos RANKL > OPG RANKL <OPG RANKL =O0OPG p*
n (%) n (%) n (%)
Ceratocisto isolado primario 1(4,5) 12 (54,5) 9 (40,9) 0,573
Ceratocisto isolado recorrente 1(12,5) 4 (50,0) 3 (37,5)
Ceratocisto sindromico 2(9,1) 7 (31,8) 13 (59,1)

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
* Teste do Qui-quadrado.
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Na capsula fibrosa, foi constatada imunoexpressdo de RANKL e OPG em células
endoteliais e células morfologicamente compativeis com fibroblastos (Figuras 1 e 3), bem
como, em c¢lulas justapostas a fragmentos de tecido dsseo, compativeis com osteoblastos e
osteoclastos, presentes em alguns espécimes. Em relacdo a expressdo de RANKL, a maioria
das lesoes isoladas primarios revelou escore 3 (n = 12; 54,5%), seguido dos escores 2 (n = 9;
40,9%) e 1 (n=1; 4,5%). Nas lesdes isoladas recorrentes, a maioria dos casos foi classificada
como escore 2 (n = 5; 62,5%), com frequéncia um pouco menor para o escore 3 (n = 3;
37,5%). Para as lesdes sindromicas, houve predominio do escore 3 (n = 12; 54,5%), seguido
dos escores 2 (n = §; 36,4%) e 1 (n = 2; 9,1%). O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
demonstrou ndo existir diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacdo a

expressao de RANKL na cépsula fibrosa das lesdes (p = 0,805) (Tabela 4) (Grafico 3).

Tabela 4. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW ¢
significancia estatistica (p) para os escores de expressio de RANKL na capsula

fibrosa, em relagdo aos grupos de ceratocisto. Natal, RN —2010.

Grupos n Mediana Qy5-Q7;s Médiados KW p
postos

Ceratocisto isolado primario 22 3 2-3 27,30 0,435 0,805

Ceratocisto isolado recorrente 8 2 2-3 23,69

Ceratocisto sindromico 22 3 2-3 26,73

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 3. Box-plot relativo aos escores de expressio de RANKL na capsula fibrosa, de

acordo com os grupos de ceratocisto odontogénico. Natal, RN —2010.
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Em relagdo a imunoexpressdo de OPG na céapsula fibrosa das lesdes, o grupo dos
ceratocitos isolados primarios exibiu predominio do escore 3 (n = 14; 63,6%), seguido pelos
escores 2 (n = 7; 31,8%) e 1 (n = 1; 4,5%). No grupo das lesdes isoladas recorrentes, a
maioria dos casos foi classificada como escore 2 (n = 5; 62,5%), com frequéncias menores
para os escores 3 (n =2;25,0%) e 1 (n=1; 12,5%). Para as lesoes associadas a sindrome de
Gorlin, constatou-se discreto predominio do escore 3 (n = 13; 59,1%), seguido pelo escore 2
(n = 9; 40,9%). A andlise estatistica, por meio do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,
demonstrou ndo existir diferenga significativa entre os grupos em relacdo a imunoexpressao

de OPG na capsula fibrosa das lesdes (p = 0,128) (Tabela 5) (Grafico 4).

Tabela 5. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW ¢
significancia estatistica (p) para os escores de expressio de OPG na capsula

fibrosa, em relagdo aos grupos de ceratocisto. Natal, RN —2010.

Grupos n  Mediana Q;5-Q;s Médiados KW p
postos

Ceratocisto isolado primario 22 3 2-3 28,86 4,107 0,128

Ceratocisto isolado recorrente 8 2 2-275 18,25

Ceratocisto sindromico 22 3 2-3 27,77

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 4. Box-plot relativo aos escores de expressdo de OPG na céapsula fibrosa, de acordo

com os grupos de ceratocisto odontogénico. Natal, RN —2010.
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Apos categorizagdo dos casos de acordo com a proporgdo escore RANKL/ escore
OPG na capsula fibrosa, verificou-se, para o grupo de ceratocistos isolados primarios, um
predominio de casos com propor¢ao escore RANKL = escore OPG (n = 18; 81,8%). De forma
similar, a maioria das lesdes isoladas recorrentes (n = 6; 75,0%) e associadas a sindrome de
Gorlin (n = 10; 45,5%) apresentaram propor¢do escore RANKL = escore OPG. A andlise
estatistica demonstrou ndo existir diferenca significativa entre os grupos em relagdo as

proporgdes escore RANKL/ escore OPG na capsula fibrosa (p = 0,061) (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo dos casos de ceratocisto isolado primario, ceratocisto isolado
recorrente e ceratocisto sindromico, de acordo com a propor¢ao escore RANKL/
escore OPG na cépsula fibrosa. Natal, RN —2010.
Proporg¢ao escore RANKL/ escore OPG

Grupos RANKL > OPG RANKL <OPG RANKL =O0PG p*
n (%) n (%) n (%)
Ceratocisto isolado primario 1 (4,5) 3 (13,6) 18 (81,8) 0,061
Ceratocisto isolado recorrente 2 (25,0) 0 (0,0) 6 (75,0)
Ceratocisto sindromico 5(22,7) 7 (31,8) 10 (45,5)

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
* Teste do Qui-quadrado.

5.2 INDICE ANGIOGENICO

A avaliagdo dos espécimes imunomarcados com o anticorpo anti-CD34 revelou
imunoexpressao deste epitopo em células endoteliais de vasos com lamen conspicuo, grupos
de células endoteliais sem um limen vascular distinto, bem como em células isoladas. A
analise do indice angiogénico, por meio da MVC, demonstrou, para o grupo dos ceratocistos
isolados primarios, valores médios que variaram de 47,0 a 108,0, com uma média de 69,2
microvasos. Em relagdo aos ceratocistos isolados recorrentes, foram observados valores
médios que variaram de 34,0 a 104,4, com uma média de 67,6 microvasos (Figura 5). Para as
lesGes associadas a sindrome de Gorlin, os valores médios variaram de 52,4 a 107,2, com uma

média de 71,6 microvasos (Figura 6). O teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou nao
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existir diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relagdo ao indice

angiogénico das lesdes (p = 0,809) (Tabela 7) (Grafico 5).

Tabela 7. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW e
significancia estatistica (p) para o indice angiogénico (CD34), em relagdo aos

grupos de ceratocisto. Natal, RN —2010.

Grupos n  Mediana Q25-Q7s Médiados KW p
postos

Ceratocisto isolado primario 22 66,50 58,50 - 76,15 25,93 0,424 0,809
Ceratocisto isolado recorrente 8 62,00 58,30 - 80,45 24,13

Ceratocisto sindromico 22 69,00 60,25 - 75,65 27,93

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Grafico 5. Box-plot relativo a quantidade de microvasos (CD34), de acordo com os grupos de

ceratocisto odontogénico. Natal, RN — 2010.

Em cada um dos grupos de ceratocisto, foram analisadas possiveis correlagdes entre
o indice angiogénico e os escores de expressdo de RANKL e de OPG na céapsula fibrosa e no
revestimento epitelial das lesdes. Para todos os grupos estudados, ndo foram constatadas
correlacdes significativas entre a quantidade de microvasos e as expressdoes de RANKL e

OPG na capsula fibrosa (Tabela 8) e no revestimento epitelial das lesdes (Tabela 9).
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Tabela 8. Tamanho da amostra, valor estatistico para o coeficiente de correlagdo de Spearman
(r) e significancia estatistica (p) para o indice angiogénico (CD34) em relacdo aos
escores de expressdo de RANKL e OPG na capsula fibrosa, de acordo com os

grupos de ceratocisto. Natal, RN —2010.

Grupos n r P

Ceratocisto isolado primario

CD34 x RANKL 22 - 0,047 0,837

CD34 x OPG 22 - 0,004 0,987
Ceratocisto isolado recorrente

CD34 x RANKL 8 - 0,340 0,410

CD34 x OPG 8 - 0,484 0,224
Ceratocisto sindrémico

CD34 x RANKL 22 -0,203 0,364

CD34 x OPG 22 -0,117 0,605

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.

Tabela 9. Tamanho da amostra, valor estatistico para o coeficiente de correlagdo de Spearman
(r) e significancia estatistica (p) para o indice angiogénico (CD34) em relacdo aos
escores de expressdao de RANKL e OPG no revestimento epitelial, de acordo com

os grupos de ceratocisto. Natal, RN — 2010.

Grupos n r P

Ceratocisto isolado primario

CD34 x RANKL 22 -0,204 0,235

CD34 x OPG 22 - 0,051 0,821
Ceratocisto isolado recorrente

CD34 x RANKL 8 0,466 0,245

CD34 x OPG 8 -0,228 0,587
Ceratocisto sindrémico

CD34 x RANKL 22 - 0,295 0,183

CD34 x OPG 22 0,017 0,941

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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De forma similar, a analise conjunta dos 52 casos de ceratocisto odontogénico
demonstrou ndo haver correlagdes significativas entre o indice angiogénico ¢ os escores de
expressao de RANKL e de OPG na cépsula fibrosa e no epitélio de revestimento das lesdes
(Tabela 10).

Tabela 10. Tamanho da amostra, valor estatistico para o coeficiente de correlacdo de
Spearman (7) e significancia estatistica (p) para o indice angiogénico (CD34) em
relacdo aos escores de expressao de RANKL e OPG no revestimento epitelial e

na capsula fibrosa das lesoes. Natal, RN —2010.

Localizacao n r )%

Revestimento epitelial

CD34 x RANKL 52 - 0,130 0,358

CD34 x OPG 52 - 0,024 0,864
Capsula fibrosa

CD34 x RANKL 52 -0,130 0,359

CD34 x OPG 52 - 0,075 0,596

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.

5.3 MIOFIBROBLASTOS

A avaliagdo dos miofibroblastos, identificados pela imunorreatividade ao anticorpo
anti-a-SMA, revelou a existéncia destes elementos celulares em todos os grupos de
ceratocisto. Nas lesOes isoladas primarias, foram constatados valores médios que variaram de
17,9 a 53,2, com uma média de 34,4 miofibroblastos (Figura 7). Em relacdo aos ceratocistos
isolados recorrentes, foram observados valores médios que variaram de 11,7 a 44,6, com uma
média de 29,3 miofibroblastos. Para as lesdes associadas a sindrome de Gorlin, os valores
médios variaram de 20,5 a 56,7, com uma média de 33,7 miofibroblastos (Figura 8). O teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis revelou ndo existir diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos em relagdo a quantidade de miofibroblastos nas lesdes (p = 0,590) (Tabela 11)
(Gréfico 6).
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Tabela 11. Tamanho da amostra, mediana, quartis 25 e 75, média dos postos, estatistica KW
e significancia estatistica (p) para a quantidade de miofibroblastos (a-SMA), em
relagdo aos grupos de ceratocisto. Natal, RN —2010.

Grupos n  Mediana Q25-Q7s Médiados KW p
postos

Ceratocisto isolado primario 22 34,30 27,87 -42,25 27,77 1,055 0,590
Ceratocisto isolado recorrente 8 30,30 18,87 - 37,80 21,50

Ceratocisto sindromico 22 34,15 2432 -39,12 27,05

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Grifico 6. Box-plot relativo a quantidade de miofibroblastos (a-SMA), de acordo com os

grupos de ceratocisto odontogénico. Natal, RN —2010.

Em cada um dos grupos de ceratocisto, foram analisadas possiveis correlagdes entre
a quantidade de miofibroblastos e os escores de expressdo de RANKL e OPG na cépsula
fibrosa das lesdes. Apenas para o grupo de ceratocistos isolados primarios, o teste de
correlacdo de Spearman revelou uma fraca correlagdo entre o nimero de miofibroblastos e a
expressdo de RANKL (» = 0,459; p = 0,032) (Tabela 12). Por sua vez, em todos os grupos
estudados, ndo foram observadas correlagdes significativas entre a quantidade de

miofibroblastos e o indice angiogénico das lesdes (Tabela 12).
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Tabela 12. Tamanho da amostra, valor estatistico para o coeficiente de correlagdo de
Spearman (r) e significancia estatistica (p) para a quantidade de miofibroblastos
(a-SMA) em relagdo aos escores de expressdo de RANKL e OPG ¢ ao indice
angiogénico (CD34), de acordo com os grupos de ceratocisto. Natal, RN — 2010.

Grupos n r p
Ceratocisto isolado primario
a-SMA x RANKL 22 0,459 0,032
a-SMA x OPG 22 0,323 0,142
a-SMA x CD34 22 0,055 0,807
Ceratocisto isolado recorrente
a-SMA x RANKL 8 -0,169 0,689
a-SMA x OPG 8 - 0,247 0,555
a-SMA x CD34 8 0,216 0,608
Ceratocisto sindromico
a-SMA x RANKL 22 -0,210 0,349
a-SMA x OPG 22 0,306 0,166
a-SMA x CD34 22 -0,169 0,452

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.

A analise conjunta dos 52 casos de ceratocisto odontogénico demonstrou nao haver
correlacdo significativa entre a quantidade de miofibroblastos e os escores de expressdao de
RANKL e OPG na cépsula fibrosa das lesdes (Tabela 13). De forma similar, ndo foi
observada correlagdo significativa entre a quantidade de miofibroblastos e o indice

angiogénico das lesdes (Tabela 13).

Tabela 13. Tamanho da amostra, valor estatistico para o coeficiente de correlacdo de
Spearman (r) e significancia estatistica (p) para a quantidade de miofibroblastos
(a-SMA) em relagdo aos escores de expressdo de RANKL e OPG e ao indice
angiogénico (CD34) na cépsula fibrosa das lesdes. Natal, RN —2010.

Marcadores n r P
a-SMA x RANKL 52 0,063 0,657
a-SMA x OPG 52 0,237 0,091
a-SMA x CD34 52 0,000 0,997

Fonte: Programa de P6s-Graduag@o em Patologia Oral/ UFRN.
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Figura 1. Fotomicrografia demonstrando a imunoexpressdo de RANKL no revestimento
epitelial (escore 3) e em células da capsula fibrosa de ceratocisto odontogénico
associado a sindrome de Gorlin (LSAB, 400x).
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Figura 2. Fotomicrografia demonstrando a imunoexpressao de RANKL

Xp no revestimento
epitelial (escore 1) de ceratocisto odontogénico isolado primario (LSAB, 400x).
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Figura 3. Fotomicrografia demonstrando a imunoexpressdo de OPG no revestimento epitelial
(escore 3) e em células da capsula fibrosa de ceratocisto odontogénico isolado
primario (LSAB, 400x).
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Figura 4. Fotonﬁcrograﬁa demonstrando a imunoexpressdo de OPG no revestimento epitelial
(escore 1) de ceratocisto odontogénico associado a sindrome de Gorlin (LSAB,
400x).
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Figura 5. Fotomicrografia demonstrando microvasos imunomarcados com anticorpo anti-
CD34, muitos dos quais com limen conspicuo, na capsula fibrosa de ceratocisto

odontogénico isolado recorrente (LSAB, 100x).

Figura 6. Fotomicrografia exibindo microvasos imunomarcados com anticorpo anti-CD34,
alguns dos quais com lumen indistinto, na céapsula fibrosa de ceratocisto

odontogénico associado a sindrome de Gorlin (LSAB, 100x).
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Figura 7. Fotomicrografia demonstrando a presenca de miofibroblastos (a-SMA) (setas),
alguns dos quais com morfologia estrelada, na capsula fibrosa de ceratocisto
odontogénico isolado primario (LSAB, 400x).
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Figura 8. Fotomicrografia revelando a presenca de miofibroblastos (a-SMA) (setas), alguns
dos quais com morfologia estrelada, na capsula fibrosa de ceratocisto odontogénico

associado a sindrome de Gorlin (LSAB, 400x).
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6 DISCUSSAO

Em virtude de caracteristicas distintas em relagdo aos demais cistos odontogénicos,
como comportamento clinico potencialmente agressivo, tendéncia a recorréncias e associagdo
a sindrome de Gorlin (AGARAM et al., 2004; FIGUEROA et al., 2010), os ceratocistos
odontogénicos tém se apresentado como objeto de constantes investigagdes. Desde a
caracterizacdo inicial desta lesdo (PHILIPSEN, 1956), pesquisas t€m revelado diferengas
importantes, em nivel molecular, entre ceratocistos e outros cistos odontogénicos, sugerindo
que estas lesdes podem representar processos patologicos de natureza distinta (AGARAM et
al., 2004; KATASE et al., 2007; TSUNEKI et al., 2008; VERED et al., 2009).

Estudos tém demonstrado que os ceratocistos, em comparacdo com outras lesdes
cisticas odontogénicas, exibem maior indice de proliferagdo celular (KICHI et al., 2005;
KOLAR et al., 2006; TSUNEKI et al., 2008), bem como maior expressdo de fatores de
crescimento (LI; BROWNE; MATTHEWS, 1997; SUYAMA et al., 2009), de receptores para
fatores de crescimento (KOLAR et al., 2006), de proteinas anti-apoptoticas (KICHI et al.,
2005; KOLAR et al., 2006; VERED et al., 2009) e de proteinas supressoras tumorais
(SHEAR, 2002; KICHI et al., 2005). Investiga¢des destacam, também, a expressdo aumentada
de heparanase (KATASE et al., 2007) e de proteinas indutoras de MMPs (ALI, 2008), além
da presenca de depositos intra-epiteliais de perlecana (TSUNEKI et al., 2008) e de possiveis
instabilidades estruturais na capsula fibrosa dos ceratocistos (OLIVEIRA et al., 2004).

Somando-se aos aspectos descritos anteriormente, tem sido observado que os
ceratocistos, a semelhanca de varias neoplasias, apresentam perdas de heterozigosidade em
diversos genes supressores tumorais, como P16, P53, MCC, TSLCI, LTAS2, FHIT ¢ PTCH
(AGARAM et al.,, 2004; HENLEY et al., 2005). Em particular, muta¢cdes no gene PTCH,
responsaveis pelo surgimento da sindrome de Gorlin (MANFREDI et al., 2004; PASTORINO
et al., 2005), tém sido descritas como a alteracdo genética mais importante identificada em
ceratocistos odontogénicos (GOMES; DINIZ; GOMEZ, 2009). Em conjunto, tais achados
alicercam uma possivel natureza neoplasica para estas lesdes, como sugere a recente
classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude (PHILIPSEN, 2005).

Embora estudos sugiram que os ceratocistos associados a sindrome de Gorlin e os
ceratocistos isolados compartilhem uma patogénese comum, caracterizada por mutagdes no
gene PTCH e consequente ativagdo aberrante da via de sinalizagio SHH (BARRETO et al.,,
2000; GU et al., 2006; SUN; LI; LI, 2008; PAN; LI, 2009; HAKIM et al., 2010), tem sido
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reportado que as lesdes sindromicas, em comparagdo as lesdes isoladas, possuem maior
capacidade de crescimento ¢ infiltragdo (KIMI et al., 2001), bem como maior tendéncia a
recorréncia (AHN et al., 2004; MANFREDI et al., 2004; DIAZ-FERNANDEZ et al., 2005).
Investigagdes sobre a expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular e a apoptose (EL-
MUTARDI; MCCARTAN, 1996; LO MUZIO et al., 1999a ; KIMI et al., 2001; KOLAR et
al., 2006), oncogenes e genes supressores tumorais (KOLAR et al., 2006), componentes da
matriz extracelular (AMORIM et al, 2004) e MMPs (CAVALCANTE et al., 2008;
LEONARDI et al., 2010), corroboram a existéncia de um comportamento bioldgico distinto
entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin.

Nos ultimos cinco anos, estudos tém demonstrado que a angiog€nese, o0s
miofibroblastos e proteinas envolvidas no processo de remodelagdo 6ssea sdo importantes no
desenvolvimento e progressdo de cistos e tumores odontogénicos, incluindo os ceratocistos
(VERED et al., 2005; ANDRADE et al., 2008; SILVA et al., 2008; ALAEDDINI et al., 2009;
CHEN et al., 2009b; FREGNANI et al., 2009). Pesquisas tém sugerido, também, que lesdes
odontogénicas com comportamento bioldgico mais agressivo apresentam maior expressao de
proteinas relacionadas a reabsor¢@o Ossea, maior indice angiogénico e maior quantidade de
miofibroblastos (VERED et al., 2005; SILVA et al., 2008; ALAEDDINI et al., 2009; CHEN
et al.,, 2009b). Com base nestas observagdes, o presente trabalho analisou a expressdo de
RANKL e OPG, o indice angiogénico e a quantidade de miofibroblastos, em espécimes de
ceratocistos odontogénicos isolados primarios e recorrentes e ceratocistos associados a
sindrome de Gorlin, com a finalidade de fornecer subsidios para melhor compreensdo das
diferengas no comportamento bioldgico entre lesdes isoladas e associadas a esta sindrome.

No presente estudo, a andlise das expressdes de RANKL e OPG no revestimento
epitelial dos ceratocistos isolados demonstrou imunorreatividade citoplasmatica para estas
proteinas, sem um padrio definido de distribuicdo em relacdo aos estratos epiteliais. Na
capsula fibrosa, foi constatada express@do de RANKL e de OPG em células endoteliais, células
morfologicamente compativeis com fibroblastos, bem como em cé¢lulas justapostas a
fragmentos de tecido 6sseo, compativeis com osteoblastos e osteoclastos, presentes em alguns
espécimes. Tais achados corroboram aqueles observados em pesquisa prévia sobre a
expressao imuno-histoquimica destas proteinas nos ceratocistos odontogénicos (SILVA et al.,
2008). Apesar da auséncia de trabalhos sobre a imunoexpressio de RANKL e de OPG em
ceratocistos associados a sindrome de Gorlin, os resultados da presente investigacdo revelam
que o padrdo de expressdo destas proteinas nas lesdes sindromicas ¢ similar ao observado em

ceratocistos isolados.
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Considerando os escores de expressdo de RANKL no revestimento epitelial das
lesdes, a maioria dos ceratocistos isolados primarios (77,3%), isolados recorrentes (75,0%) e
sindromicos (72,7%) revelaram expressao desta proteina em mais de 50% das células (escores
2 ¢ 3). De forma similar, a maior propor¢ao das lesdes isoladas primarias (95,5%), isoladas
recorrentes (75,0%) e sindromicas (90,9%) exibiram expressdo de OPG em mais de 50% das
células (escores 2 e 3) do revestimento epitelial. Analises prévias sobre as expressdes de
RANKL e OPG no componente epitelial de ceratocistos isolados, cistos dentigeros,
ameloblastomas sélidos, ameloblastomas unicisticos (SILVA et al.,, 2008), tumores
odontogénicos cisticos calcificantes, tumores odontogé€nicos adenomatdides e tumores
odontogénicos epiteliais calcificantes (ANDRADE et al., 2008) demonstraram percentuais
médios de células imunopositivas para estas proteinas superiores a 90%. De acordo com Silva
et al. (2008) e Andrade et al. (2008), o componente epitelial constituiria uma fonte importante
de RANKL e OPG nas lesdes avaliadas em seus estudos. Apesar dos percentuais
discretamente inferiores, em especial para o ligante de RANK, os achados do presente estudo
corroboram o revestimento epitelial como fonte importante de RANKL e OPG nos
ceratocistos odontogénicos.

Em relagdo a expressao de RANKL na cépsula fibrosa, todos os ceratocistos isolados
recorrentes ¢ a maioria das lesdes isoladas primarias (95,0%) e sindromicas (90,9%)
demonstraram imunorreatividade para esta proteina em mais de 50% das células (escores 2 e
3). Por sua vez, todas as lesdes sindromicas e a maioria das lesdes isoladas primarias (95,4%)
e recorrentes (87,7%) revelaram expressdo de OPG em mais de 50% das células (escores 2 e
3) da capsula fibrosa. Diferencas entre as metodologias empregadas no presente estudo e em
outras pesquisas com cistos e tumores odontogénicos (MENEZES et al., 2006; ANDRADE et
al., 2008; SILVA et al., 2008) impossibilitam a comparagdo direta dos dados relativos as
expressoes de RANKL e OPG na capsula fibrosa dos ceratocistos. No entanto, deve-se
destacar que os percentuais de expressdo destas proteinas na capsula cistica das lesdes
avaliadas neste trabalho, foram superiores aos constatados no revestimento epitelial. Estes
achados denotam a expressdo significativa de RANKL e OPG nos ceratocistos isolados e
sindromicos, sugerindo o envolvimento destas proteinas na modulagdo do processo de
reabsor¢do Ossea associada a estas lesoes.

Desequilibrios na propor¢do RANKL/ OPG constituem a base de diversas patologias
caracterizadas pela reabsorcdo do tecido 6sseo (ANANDARAJAH, 2009; LAMOUREUX et
al., 2010) e podem derivar de um aumento nos niveis de RANKL, de uma diminui¢cdo nos

niveis de OPG ou de alteragdes concomitantes nos niveis de ambas as proteinas (BOYCE;
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XING, 2008; COCHRAN, 2008). O resultado, em todas estas situagdes, € um aumento nos
niveis do ligante de RANK, estimulando a atividade osteoclastica e, por conseguinte, a
reabsor¢do Ossea (COCHRAN, 2008; ANANDARAJAH, 2009). Constatagdes oriundas de
estudos em processos patologicos variados, como osteodlise periprotética (WANG et al,
2010), artrite reumatoide (AINOLA et al., 2008), doenca periodontal (COCHRAN, 2008),
talassemia (SKORDIS et al., 2008), micloma multiplo (GORANOVA-MARINOVA et al,,
2007) e metastases tumorais (CANON et al., 2008) corroboram a sugestdo de que a propor¢ao
RANKL/ OPG constitui um determinante importante do processo de reabsor¢do 6ssea.

Com base nos aspectos descritos previamente, seria esperado que os cistos e tumores
odontogénicos, a semelhanga de outros processos patologicos intra-6sseos, apresentassem
niveis de expressdo de RANKL superiores aos de OPG. De fato, trabalhos demonstraram que
lesdes, como ameloblastoma solido (SILVA et al., 2008), tumor odontogénico epitelial
calcificante, mixoma odontogénico ¢ fibroma ameloblastico (ANDRADE et al., 2008),
tendem a apresentar maior expressao de RANKL do que de OPG. De acordo com Andrade et
al. (2008) e Silva et al. (2008), estes achados sdo condizentes com o comportamento clinico
agressivo dos ameloblastomas s6lidos e com o potencial para recorréncia e reabsorgdo Ossea
observado nos mixomas odontogénicos e fibromas ameloblasticos.

Resultados provenientes do estudo de Sandra et al. (2005) corroboram a maior
expressado de RANKL em relagdo a OPG nos ameloblastomas e sugerem uma influéncia
importante das células deste tumor na osteoclastogénese. Estes autores verificaram que as
células de ameloblastoma da linhagem AM-1 exibiam concentra¢des superiores de RANKL e
TNF-a, em comparacdo com OPG. Adicionalmente, a co-cultura das células AM-1 com
precursores monocitico/ macrofagicos e células de uma linhagem precursora osteoclastica
altamente responsiva ao RANKL (RAW264) resultou na diferenciacdo destes elementos
celulares em osteoclastos. Conforme os autores, através da secre¢do de RANKL ¢ TNF-a, as
células dos ameloblastomas seriam capazes de induzir a osteoclastogénese.

A despeito dos achados apresentados anteriormente, analises da expressdo de
RANKL e OPG em outras lesdes odontogénicas, como tumor odontogénico adenomatoide,
tumor odontogénico cistico calcificante (ANDRADE et al., 2008), cisto radicular (MORAES,
2010) e cisto dentigero (SILVA et al., 2008; MORAES, 2010), revelaram uma tendéncia de
maior expressao de OPG em relacdo a RANKL ou de equilibrio na expressao destas proteinas.
Segundo Andrade et al. (2008), lesdes odontogénicas de natureza neoplésica que apresentam
arquitetura cistica, como o ameloblastoma unicistico, o tumor odontogénico cistico

calcificante e o tumor odontogénico adenomatdide, tendem a apresentar menores proporgdes
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RANKL/ OPG em comparagdo aos tumores solidos, achado que estaria relacionado ao menor
potencial osteolitico das mesmas. Apesar desta sugestdo, Andrade et al. (2008) destacam que
a osteodlise associada aos tumores envolve fases de atividade e inatividade. Cada uma destas
esta associada a niveis diferentes de expressado de RANKL e de OPG (ANDRADE et al,,
2008).

No presente estudo, ceratocistos isolados primarios, ceratocistos isolados recorrentes
e ceratocistos associados a sindrome de Gorlin ndo revelaram diferencas significativas nas
expressoes de RANKL e OPG, tanto no revestimento epitelial quanto na capsula fibrosa (p >
0,05). Por sua vez, a analise da propor¢do RANKL/ OPG no revestimento epitelial e na
capsula cistica revelou, para todos os grupos, maior propor¢ao de casos com escore RANKL
= escore OPG ou escore RANKL < escore OPG (p > 0,05). Estes achados sugerem que as
diferengas no comportamento bioldgico entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de
Gorlin podem ndo estar relacionadas as expressdes de RANKL e OPG ou a proporcdo
RANKL/ OPG nestas lesdes.

Em consondncia com os resultados obtidos na presente pesquisa, Silva et al. (2008)
verificaram que a maioria dos ceratocistos avaliados em seu estudo exibia propor¢io RANKL
= OPG no revestimento epitelial (47,4%) e propor¢ao RANKL < OPG na céapsula fibrosa
(62,4%). Em estudo prévio, menores propor¢des RANKL/ OPG foram relacionadas ao menor
potencial osteolitico de lesdes odontogénicas de natureza neopldsica com arquitetura cistica
(ANDRADE et al., 2008). Com base nestas considera¢des, os achados da presente pesquisa e
do estudo de Silva et al. (2008) poderiam levar a sugestdo de que os ceratocistos possuiriam
menor potencial osteolitico em comparacdo com outras lesdes odontogénicas, como
ameloblastomas sélidos, mixomas e fibromas ameloblasticos. Contudo, fundamentando-se nas
consideragdes de Andrade et al. (2008), é possivel que o processo de osteodlise associada aos
ceratocistos odontogénicos envolva fases de atividade e inatividade, cada uma destas exibindo
niveis diferentes de RANKL e de OPG.

Além disso, sabendo-se do comportamento clinico potencialmente agressivo dos
ceratocistos odontogénicos (HENLEY et al., 2005; SUYAMA et al., 2009; FIGUEROA et al.,
2010; HAKIM et al., 2010), a tendéncia a expressdo significativa de OPG nestas lesoes,
determinando niveis similares ou superiores aos de RANKL, sugere uma possivel atuagio
desta proteina em outros processos, além da modulagdo da reabsor¢do Ossea.

Neste contexto, destacam-se os achados reportados por Sandra, Hendarmin e
Nakamura (2006). Estes autores avaliaram o potencial de OPG, RANKL, TNF-a ¢ TRAIL na

inducdo de apoptose na linhagem celular AM-1 de ameloblastoma e constataram que TRAIL
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apresentava maior capacidade de induzir a apoptose destas células, em comparagdo com
RANKL e TNF-a. Embora a OPG se associe preferencialmente ao RANKL, sob baixas
concentra¢des deste ultimo, os autores observaram uma marcante associacdo entre OPG e
TRAIL. Apo6s tratamento com OPG, observou-se que a indugdo de apoptose por TRAIL em
células AM-1 foi inibida. Conforme os autores, a OPG desempenharia um papel importante
nos ameloblastomas, inibindo a apoptose das células tumorais induzida por TRAIL. Baseado
nos achados verificados por Sandra, Hendarmin e Nakamura (2006), seria possivel sugerir um
papel similar para a OPG nos ceratocistos odontogénicos, justificando, em parte, a expressao
significativa desta proteina, particularmente no revestimento epitelial destas lesodes.

Pesquisas tém demonstrado o envolvimento importante de RANKL e OPG na
biologia vascular, sendo capazes de promover a sobrevida das células endoteliais (KIM et al.,
2003; CROSS et al., 2006; MIN et al., 2007; ZAULI et al., 2009) e estimular a proliferacao e
migracdo destes tipos celulares (MIN et al.,, 2003; MIN et al., 2007, KOBAYASHI-
SAKAMOTO et al., 2008; MCGONIGLE; GIACHELLI; SCATENA, 2009). Apesar destas
observagdes, em todos os grupos de ceratocisto avaliados no presente estudo, ndo foi
constatada correlagdo significativa entre o indice angiogénico e os escores de imunoexpressao
de RANKL e de OPG, tanto no revestimento epitelial quanto na capsula fibrosa das lesdes (p
> 0,05). Achados idénticos foram observados com a andlise conjunta dos 52 casos de
ceratocisto odontogénico (p > 0,05). Dessa forma, os resultados do presente estudo sugerem
ser pouco provavel uma participacdo significativa de RANKL e OPG na formagdo de novos
vasos sanguineos nos ceratocistos odontogénicos.

A angiogénese ¢ um processo complexo, regulado por diversas vias de sinalizagdo
intercelulares, com fungdes tanto pro-angiogénicas como anti-angiogénicas (GORDON;
MENDELSON; KATO, 2010; UCUZIAN et al.,, 2010), que pode ser mensurado pela
determinacdo do indice angiogénico. Estudos tém demonstrado que a angiogénese e os fatores
envolvidos neste processo sdo importantes no desenvolvimento e progressdo de cistos e
tumores odontogénicos, incluindo os ceratocistos (LEONARDI et al., 2003; NONAKA et al.,
2008; ALAEDDINI et al., 2009; CHEN et al., 2009b; RUBINI et al., 2010).

Trabalhos publicados recentemente revelaram que lesdes odontogénicas com
comportamento biologico mais agressivo tendem a apresentar maiores indices angiogénicos
(ALAEDDINI et al., 2009; CHEN et al., 2009b). Alaeddini et al. (2009) avaliaram a MVD em
ceratocistos, cistos dentigeros, ameloblastomas solidos e ameloblastomas unicisticos. Neste
estudo, a média MVD dos cistos dentigeros foi inferior as médias dos ameloblastomas s6lidos

e dos ceratocistos (p < 0,05). Além disso, ameloblastomas solidos apresentaram maior média
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MVD em comparagdo aos ceratocistos (p < 0,05). Para os autores, a angiogénese constituiria
um dos fatores responsaveis pelas diferencas no comportamento biologico de
ameloblastomas, ceratocistos e cistos dentigeros. Por sua vez, Chen et al. (2009b) analisaram
a MVD em ceratocistos, ameloblastomas primarios, ameloblastomas recorrentes e
ameloblastomas malignos. Estes autores observaram um gradiente crescente na
vascularizagdo, com valores menores nos ceratocistos e maiores nos ameloblastomas
malignos, sugerindo que a MVD estaria intimamente relacionada ao comportamento bioldgico
das lesdes ameloblasticas, exibindo niveis menores nos ameloblastomas solidos e maiores nos
tumores malignos.

Na presente pesquisa, a analise da MVC revelou, para os ceratocistos isolados
primarios e ceratocistos sindromicos, valores médios de 69,2 microvasos ¢ 71,6 microvasos,
respectivamente, sem diferengas significativas entre os grupos (p > 0,05). Para os ceratocistos
1solados recorrentes, constatou-se uma média de 67,6 microvasos. Embora as lesdes isoladas
recorrentes tenham apresentado uma média de microvasos discretamente inferior aos
ceratocistos sindromicos, a analise estatistica ndo revelou diferencas significativas entre os
grupos (p > 0,05). Sabendo-se da importante relagdo entre o indice angiogénico e o
comportamento biolégico de cistos e tumores odontogénicos, identificada em alguns estudos
(ALAEDDINI et al., 2009; CHEN et al., 2009b), os resultados ora obtidos sugerem que as
diferengas no comportamento bioldgico entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de
Gorlin ndo estariam relacionadas ao indice angiogénico destas lesdes.

Os achados do presente estudo, embora indiquem similaridades nos indices
angiogénicos de ceratocistos isolados e sindromicos, ndo excluem a possibilidade de
diferencas qualitativas na vascularizagdo destas lesdes. Neste sentido, destaca-se o trabalho de
El-Labban e Aghabeigi (1990). Estes autores verificaram, por meio de andlise estereologica,
que ceratocistos e cistos dentigeros ndo exibiam diferencas significativas no volume ou na
area de superficie dos vasos sanguineos. Entretanto, em comparacgdo aos cistos dentigeros, os
ceratocistos apresentaram, ao exame ultra-estrutural, maior nimero de vasos com
degeneracdo e trombose. Somando-se a estes aspectos, apenas os ceratocistos exibiram
capilares fenestrados em proximidade ao epitélio cistico. Para os autores, a presenca destes
capilares fenestrados indicaria a necessidade de uma rapida transferéncia de fluidos nos
ceratocistos, provavelmente em decorréncia da maior atividade proliferativa no epitélio destas
lesdes. Adicionalmente, fatores de crescimento liberados pelas plaquetas, presentes no interior
dos vasos trombosados, poderiam contribuir para a proliferagdo epitelial nos ceratocistos.

Frente aos achados reportados por El-Labban e Aghabeigi (1990), seria possivel considerar a
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existéncia de diferengas ultra-estruturais nos vasos de ceratocistos isolados e associados a
sindrome de Gorlin.

Recentemente, pesquisas verificaram que, comparados a lesdes de comportamento
biolégico mais indolente, como os cistos dentigeros, os ceratocistos exibem maior expressao
de VEGF (RUBINI et al, 2010). Entretanto, quando comparados a lesdes com
comportamento biologico mais agressivo, como ameloblastomas so6lidos e ameloblastomas
malignos, os ceratocistos revelam menor expressdo deste fator angiogénico (CHEN et al,,
2009b). Até o momento, ndo ha estudos comparativos sobre a expressio de VEGF entre
ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin. Porém, com base na similaridade dos
indices angiogénicos entre lesdes isoladas e sindromicas, observada no presente estudo,
poderiam ser esperados niveis semelhantes de expressdo deste fator pro-angiogénico entre
estas lesdes. A constatacdo de correlagdes entre a expressdo de VEGF e o indice angiogénico
em lesdes odontogénicas diversas, como ameloblastomas so6lidos, ameloblastomas malignos
(KUMAMOTO; OHKI; OOYA, 2002; CHEN et al., 2009b) e cistos radiculares (GRAZIANI
et al., 2006), corroboram esta sugestao.

Ainda considerando a expressao de VEGF nos ceratocistos, resultados provenientes
do estudo de Mitrou et al. (2009) sugerem o envolvimento desta proteina em um papel
diferente do apresentado no paragrafo anterior. Estes autores investigaram a expressdo de
VEGF e o indice de proliferacdo celular no revestimento epitelial de ceratocistos, cistos
dentigeros e cistos residuais. Nos ceratocistos, a analise de regressdo logistica multivariada
revelou uma relagdo linear entre a expressdo de VEGF e o indice de proliferacao celular. De
acordo com os autores, este fator pro-angiogénico poderia promover o crescimento dos
ceratocistos através de um efeito proliferativo autocrino sobre o revestimento epitelial. Tal
sugestdo foi baseada em achados prévios de trabalhos com carcinomas de cabega e pescogo,
em cujas células tumorais foram observadas expressoes dos receptores 1 (VEGFR-1) e 2
(VEGFR-2) do VEGF (LALLA et al., 2003; KYZAS et al., 2005), e de pesquisa com cultura
de células de cistos biliares associados a doenca renal policistica. Nesta ultima, as células
epiteliais dos cistos biliares exibiram expressdo de VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 ¢ demonstraram
aumento da proliferagdo celular quando tratadas com VEGF (FABRIS et al., 2006), sugerindo
um efeito proliferativo autdcrino desta proteina.

Como ndo ha trabalhos na literatura sobre a expressdo de VEGFR-1 ou VEGFR-2
nos ceratocistos odontogénicos, o efeito proliferativo autdocrino do VEGF nestas lesoes,
conforme proposto por Mitrou et al. (2009), ainda necessita ser confirmado. No entanto, em

conjunto, as evidéncias apresentadas anteriormente enaltecem a importancia de serem
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realizados estudos comparativos sobre a expressio de VEGF e de seus receptores entre
ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin.

Os miofibroblastos sdo células especializadas, com caracteristicas de fibroblastos e
células musculares lisas (FREGNANI et al., 2009). Em virtude de sua habilidade contratil e
capacidade de sintese de diversos componentes da matriz extracelular, como colagenos I e III,
estas células estdo envolvidas na patogénese de doencgas fibréticas, como a fibrose pulmonar
idiopatica e a esclerose sistémica (GABBIANI, 2003; EYDEN et al., 2009; LEPPARANTA et
al., 2009; NOVO et al., 2009). Adicionalmente, através da secrecdo de proteases, citocinas e
fatores pro-angiogénicos, os miofibroblastos tém sido implicados na progressdo de diversos
tumores (DE WEVER et al., 2008; CHEN et al., 2009a; EYDEN et al., 2009).

Com excecao dos trabalhos sobre o fenotipo das células dos mixomas odontogé€nicos
(LOMBARDI et al., 1995; LO MUZIO et al., 1996; MARTINEZ-MATA et al., 2008), sdao
escassos os estudos sobre a presenca de miofibroblastos em cistos e tumores odontogénicos,
destacando-se apenas os trabalhos realizados por Lombardi e Morgan (1995), Vered et al.
(2005) e Fregnani et al. (2009).

Em um estudo pioneiro, Lombardi e Morgan (1995) avaliaram a presenga de
miofibroblastos em diversas lesdes cisticas odontogénicas. Por meio de imuno-histoquimica e
analises de imunofluorescéncia e microscopia eletronica, os autores verificaram a presenca de
miofibroblastos na capsula fibrosa de ceratocistos, cistos dentigeros, cistos radiculares, cistos
residuais e cistos periodontais laterais. Contrariamente, casos de cisto gengival e cisto
odontogénico calcificante ndo revelaram a presenca destes tipos celulares. De acordo com os
autores, os miofibroblastos constituiriam um componente importante da capsula fibrosa das
lesdes cisticas odontogénicas.

Vered et al. (2005) analisaram a presenca de miofibroblastos em cistos dentigeros,
ceratocistos, cistos odontogénicos ortoceratinizados, ameloblastomas  unicisticos,
ameloblastomas solidos e fibromas/ fibro-odontomas ameloblésticos. Em comparacdo as
demais lesdes, ceratocistos e ameloblastomas solidos apresentaram maiores médias de
miofibroblastos (p < 0,05), sugerindo que o comportamento bioldégico mais agressivo destas
lesdes estaria relacionado a maior quantidade destes tipos celulares. De forma similar,
Fregnani et al. (2009) constataram que a ruptura da cortical dssea associada a ameloblastomas
solidos estava relacionada a presenca de um nimero abundante de miofibroblastos (p < 0,001)
e a expressdo de MMP-2 (p < 0,05) nestas lesoes. Adicionalmente, a imunoexpressdo de
MMP-2 no estroma tumoral demonstrou uma associagdo significativa com a presenga de

miofibroblastos, sugerindo que estes elementos celulares constituiam a principal fonte desta
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protease. Conforme os autores, a expressio de MMP-2 e a presenga abundante de
miofibroblastos podem estar associadas com um comportamento mais agressivo em
ameloblastomas solidos.

No presente estudo, a andlise dos miofibroblastos revelou a existéncia destes tipos
celulares em todos os grupos de ceratocisto. Lesdes isoladas primarias e lesdes sindromicas
exibiram valores médios de 34,4 miofibroblastos ¢ 33,7 miofibroblastos, respectivamente,
sem diferencas significativas entre os grupos (p > 0,05). Em relagdo aos ceratocistos isolados
recorrentes, constatou-se uma média de 29,3 miofibroblastos. Apesar desta média
discretamente inferior em comparagdo as lesdes isoladas primarias e sindromicas, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos (p > 0,05). Estes resultados corroboram
os miofibroblastos como um componente importante da capsula dos ceratocistos
odontogénicos, como verificado por Lombardi e Morgan (1995) e Vered et al. (2005).
Entretanto, levando-se em consideragao a relagdo entre os miofibroblastos e o comportamento
biologico de cistos e tumores odontogénicos, observada em algumas pesquisas (VERED et al.,
2005; FREGNANTI et al., 2009), os resultados obtidos no presente estudo sugerem que as
diferengas no comportamento bioldgico entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de
Gorlin provavelmente ndo estdo relacionadas a quantidade de miofibroblastos nestas lesdes.

Trabalhos tém demonstrado que os miofibroblastos sdo capazes de sintetizar e
secretar diversas proteases, citocinas, além de componentes da matriz extracelular, estando
envolvidos no desenvolvimento e progressdao de diversas doengas (POWELL et al., 1999;
DESMOULIERE; GUYOT; GABBIANI, 2004; DE WEVER et al.,, 2008; CHEN et al.,
2009a; EYDEN et al., 2009; NOVO et al., 2009; LEDERLE et al., 2010). Dessa forma,
embora os achados do presente trabalho sugiram que ceratocistos isolados e sindromicos
possuem quantidades similares de miofibroblastos, ¢ possivel que existam diferencas
quantitativas e/ ou qualitativas nos produtos sintetizados por estes tipos celulares, nestas
lesoes.

Analises da expressao de MMPs corroboram a sugestdo apresentada anteriormente.
Cavalcante et al. (2008) avaliaram a imunoexpressdao de MMPs-1, -7 e -26 em ceratocistos
isolados e associados a sindrome de Gorlin e verificaram que as lesdes sindromicas, em
relacdo as lesdes isoladas, apresentavam maior expressdo de MMP-1 na capsula fibrosa (p >
0,05). Leonardi et al. (2010) investigaram a imunoexpressio de MMP-13 em ceratocistos
isolados e sindromicos e constataram que todos os casos associados & sindrome de Gorlin
demonstravam forte imunorreatividade para esta metaloproteinase na capsula fibrosa.

Contrariamente, nenhuma das lesdes isoladas exibiu expressdo desta protease na capsula
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cistica (LEONARDI et al., 2010). Trabalhos com patologias variadas t€ém revelado que os
miofibroblastos constituem importante fonte de proteases, como as MMPs-1, -2, -3, -9 ¢ -13
(MCKAIG et al., 2003; BAUER et al., 2006; DE WEVER et al., 2008; FREGNANI et al.,
2009; NOVO et al., 2009; LEDERLE et al., 2010). Dessa forma, com base na quantidade
similar de miofibroblastos em lesdes isoladas e sindromicas, evidenciada no presente estudo,
¢ possivel sugerir que as diferengas nas expressdes de MMPs-1 e -13, observadas nos
trabalhos de Cavalcante et al. (2008) e Leonardi et al. (2010), estejam, em parte, relacionadas
a diferencas na capacidade de sintese dos miofibroblastos presentes nestas lesoes.

Os miofibroblastos também se destacam por serem capazes de sintetizar e secretar
varios fatores de crescimento, como PDGF, FGFb, HGF, KGF, IGF ¢ GM-CSF (POWELL et
al., 1999; BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004; DESMOULIERE; GUYOT;
GABBIANI, 2004; BAGLOGLE et al., 2006). Trabalhos sobre a expressdo de fatores de
crescimento em ceratocistos odontogénicos sdo escassos, enaltecendo-se a recente pesquisa
desenvolvida por Suyama et al. (2009). Estes autores investigaram a imunoexpressao do KGF
e do seu receptor (KGFR) em ceratocistos isolados e verificaram que 43,75% dos casos
apresentavam expressdo deste fator de crescimento em células da capsula fibrosa. No
revestimento epitelial, 75% dos casos revelaram forte expressao de KGFR. De acordo com os
autores, a sinalizacdo KGF/ KGFR desempenharia um papel importante na proliferagdo e/ ou
diferenciacdo das células epiteliais dos ceratocistos odontogénicos.

Com base nos achados do estudo de Suyama et al. (2009) e na capacidade dos
miofibroblastos em secretar KGF (CHEDID et al., 1994; RUBIN et al., 1995; POWELL et al.,
1999), analises conjuntas da presenca destes tipos celulares e das expressdes deste fator de
crescimento e de seu receptor poderdo auxiliar no esclarecimento do papel dos
miofibroblastos nos ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin, além de
contribuir para a compreensdo das diferengas no comportamento bioldgico entre estas lesoes.
Os resultados obtidos nessas futuras investigacdes poderiam, ainda, colaborar no
esclarecimento sobre as divergéncias na literatura em relacdo a proliferagdo celular nas lesdes
sindromicas e isoladas, com estudos reportando uma tendéncia a indices maiores nas
primeiras (EL-MUTARDI; MCCARTAN, 1996; LO MUZIO et al., 1999b), niveis similares
entre ambas (GURGEL et al., 2008; MATEUS et al., 2008; FIGUEROA et al., 2010) e, até
mesmo, niveis mais elevados nas tltimas (KOLAR et al., 2006).

Pesquisas tém revelado que os miofibroblastos também podem desempenhar um
importante papel na angiogénese tumoral. Konstantinopoulos et al. (2007) verificaram que os

miofibroblastos associados a adenocarcinomas de colon constituiam fontes importantes de
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VEGF e cicloxigenase-2, dois reconhecidos fatores pro-angiogé€nicos. Somando-se a este
aspecto, Guo et al. (2008) constataram, em modelo murino de cancer gastrico, que 0s
miofibroblastos eram estimulados pelas células tumorais a expressar VEGF-A, constituindo a
principal fonte desta proteina. Estes ultimos autores observaram, ainda, que a incubagdo de
células endoteliais com meio condicionado, extraido de fibroblastos ativados pelas células
tumorais, determinava um aumento importante na formacéo de estruturas vasculares capilares.

Com base neste provavel papel dos miofibroblastos no processo de angiogénese, o
presente trabalho avaliou possiveis correlagdes entre a quantidade destes elementos celulares
e os indices angiogénicos dos ceratocistos. Em todos os grupos, ndo foi constatada correlagdo
significativa entre a quantidade de miofibroblastos e o indice angiogénico das lesdes (p >
0,05). Achados idénticos foram observados com a andlise conjunta dos 52 casos de ceratocisto
odontogénico (p > 0,05). Dessa forma, os resultados ora obtidos sugerem que, nos
ceratocistos, os miofibroblastos ndo estejam primariamente envolvidos na formagao de novos
vasos sanguineos, possivelmente podendo contribuir para o desenvolvimento e progressdo das
lesdes através da secre¢do de fatores de crescimento, como o KGF (CHEDID et al., 1994;
RUBIN et al., 1995; POWELL et al., 1999) e proteases, como as MMPs-1 e -13 (MCKAIG et
al., 2003; BAUER et al., 2006; LEDERLE et al., 2010).

No estudo ora realizado, foram avaliadas, ainda, possiveis correlagdes entre a
quantidade de miofibroblastos e as expressdes de RANKL e OPG na céapsula fibrosa das
lesdes. Na analise conjunta dos 52 casos de ceratocisto, ndo foram observadas correlagdes
significativas entre a quantidade destes tipos celulares e as expressdes de RANKL e OPG (p >
0,05). Entretanto, a avaliagdo por grupos revelou, para os ceratocistos isolados primarios, uma
fraca correlacdo entre o nimero de miofibroblastos e a expressdo de RANKL (» = 0,459; p =
0,032), sugerindo a possibilidade de que, nestas lesdes, a expressdo deste fator de reabsorcdo
Ossea esteja relacionada, em parte, a quantidade de miofibroblastos. Apesar dos achados
identificados no presente trabalho e dos relatos sobre a expressdo de RANKL em fibroblastos
(THEOLEYRE et al., 2004; MENEZES et al., 2006; LEIBBRANDT; PENNINGER, 2008),
ainda sdo necessarias pesquisas para caracterizar, em definitivo, este fator de reabsor¢do 0ssea
como um dos produtos da sintese dos miofibroblastos.

Apo6s anadlise de todos os resultados obtidos no presente estudo e baseado nos
achados existentes na literatura, ¢ possivel sugerir que as diferengas no comportamento
biologico entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin podem ndo estar
relacionadas as expressdes dos fatores envolvidos na remodelagdo Ossea, ao indice

angiogénico ou a quantidade de miofibroblastos presentes nas lesdes. Em razdo das
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similaridades quantitativas no indice angiogénico e na presenca de miofibroblastos,
investigacdes a respeito de possiveis diferencgas qualitativas na vascularizagdo e nos produtos
de sintese destes tipos celulares, como fatores de crescimento e proteases, poderdo revelar
achados que auxiliem na compreensdo das diferengas no comportamento bioldgico das lesdes
referenciadas anteriormente.

Embora estudos sugiram que ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin
compartilhem uma patogénese comum, caracterizada por mutacdes no gene PTCH, perdas de
heterozigosidade em outros genes supressores tumorais, como Pl6, P53, MCC, TSLCI,
LTAS2 e FHIT, ja identificadas em lesdes isoladas (AGARAM et al., 2004; HENLEY et al.,
2005), ainda ndo foram avaliadas em ceratocistos sindromicos. Além disso, achados recentes
revelam que mutacdes no PTCH, particularmente aquelas capazes de determinar truncamento
da proteina, estariam associadas a um subgrupo de ceratocistos com atividade proliferativa
aumentada e, dessa forma, poderiam estar relacionadas a um fendtipo de maior tendéncia a
recorréncias (PAN; LI, 2009). Estas observacdes revelam provaveis caminhos promissores
para futuras investigagdes direcionadas ao esclarecimento das diferengas no comportamento

biologico entre ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

1 — Ceratocistos isolados primdrios e recorrentes e ceratocistos associados a
sindrome de Gorlin revelaram similaridades nas expressdes de RANKL e OPG, na proporcao
RANKL/ OPG e no nimero de microvasos ¢ miofibroblastos, sugerindo que as diferengas no
comportamento bioldgico, descritas na literatura, entre estas lesdes, podem ndo estar
relacionadas as expressdes destes fatores envolvidos na remodelagdo Ossea, ao indice
angiogénico ou a quantidade de miofibroblastos.

2 — A maioria dos ceratocistos isolados e associados a sindrome de Gorlin exibiu
expressao significativa de RANKL e de OPG, caracterizada pela imunopositividade em mais
de 50% das células do revestimento epitelial e da cépsula fibrosa, sugerindo o envolvimento
destas proteinas na modulagdo da reabsorgao 6ssea associada a estas lesoes.

3 — Nao houve correlagdo significativa entre o indice angiogénico das lesdes ¢ as
expressoes de RANKL e OPG, no revestimento epitelial e na cépsula fibrosa, sugerindo ser
pouco provavel uma participagdo significativa destas proteinas no processo de formacdo de
novos vasos sanguineos nos ceratocistos odontogénicos.

4 — Os miofibroblastos constituem um componente importante da capsula fibrosa dos
ceratocistos odontogénicos. Em virtude da auséncia de correlagdo significativa entre a
quantidade destes tipos celulares e o indice angiogénico das lesdes, ¢ possivel sugerir que, nos
ceratocistos, os miofibroblastos ndo estejam primariamente envolvidos na formagao de novos
vasos sanguineos, provavelmente podendo contribuir para o desenvolvimento e progressao

destas lesdes através da secrec@o de fatores de crescimento e proteases.
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APENDICE A — Ficha para coleta de dados referente a anilise do percentual de células positivas a0 RANKL e a OPG no epitélio de

revestimento e na capsula fibrosa dos ceratocistos odontogénicos.

Anticorpo: () RANKL

( )OPG
Epitélio Cépsula fibrosa
~ Campos microscopicos N
Proporcao Total Propor¢ao
Caso | Escore RANKL/OPG + 1 + 2 + 3 + 4 + 5 + Percentual | Escore RANKL/OPG

6¢l1
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APENDICE B — Ficha para coleta de dados referente a analise do numero de vasos

imunorreativos ao anticorpo anti-CD34 nos ceratocistos odontogénicos.

Campos microscopicos
1 2 3 4 5

Caso Total Média
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APENDICE C - Ficha para coleta de dados referente a analise do nimero de miofibroblastos,

imunomarcados pelo anticorpo anti-a-SMA, nos ceratocistos odontogénicos.

Campos microscopicos

I T 21737 4] 51161 71879 [10]| Toal | Mda

Caso
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1. RESUMO
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sera enviado por correio. A pesquisa faz parte de tese de pds-graduacgéo.
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pesquisador deve:
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(TCLE), na integra, por ele assinada (Res. 196/96 CNS — item 1V.2d);
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2. desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apos a andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Res. 196/96 — CNS
item 111.3z);

3. apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensdes ao protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia — 2002 — p.
41);

4. apresentar ao CEP/UFRN relatorio final apos concluséo da pesquisa (Manual Operacional
para Comités de ética em Pesquisa — CONEP — Brasilia — 2002 — p.65).

Os formularios para os Relatérios Parciais e Final estdo disponiveis na pagina do CEP/UFRN
(www.etica.ufrn.br).
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