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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar, por meio da imunohistoquimica, a
participacdo de componentes celulares estromais a exemplo dos mastécitos (mast cell
triptase), miofibroblastos (alfa-SMA) e macréfagos (CD163) e componentes vasculares
(CD34 e D2-40) em uma série de tumores odontogénicos queratocisticos (TOQ), na tentativa
de fornecer subsidios para compreender a interacdo entre esses componentes e 0
comportamento biologico distinto desta lesdo. Para fins comparativos, cistos radiculares
(CRs) e foliculos pericoronarios (FPs) também foram incluidos. A amostra foi composta por
30 TOQs, 15 CRs e 07 FPs. Para a avaliacdo dos mastdcitos, miofibroblastos e macréfagos,
foram quantificadas as células imunorreativas aos marcadores mast cell triptase, alfa-SMA e
CD163, respectivamente, em 10 campos (400x). Os indices angiogénico e linfangiogénico
foram avaliados por meio da densidade microvascular (MVD) e densidade microvascular
linfatica (MVDL) dos microvasos marcados, respectivamente, pelos marcadores CD34 e D2-
40. Foi utilizado o teste ANOVA com pds-teste de correcdo de Tukey, para anélise estatistica
entre os marcadores segundo o tipo de lesdo. Para a analise da correlacdo entre os marcadores
dentro da mesma leséo, utilizamos a correlacdo de Pearson. Para a associa¢do, no TOQ, entre
0s marcadores e a presenca de inflamacdo, utilizamos o Teste T de Student. A analise da
expressao do marcador mast cell triptase revelou existir diferencas significativas (p<0,05)
entre a densidade de células mastocitarias presentes nos CRs (22,7) em relacdo aos FPs (1,23)
e TOQs (7,39), e entre a densidade de mastdcitos presentes no TOQs e FPs. Houve também
diferenca significativa (P<0,05) entre a densidade de miofibroblastos em TOQs (29,25) em
relacdo aos CRs (4,66) e os FPs (1,50). A diferenca da densidade de miofibroblastos entre os
CRs e FPs ndo foi significativa (p>0,05). A respeito dos macrofagos, ndo houve diferencas
significativas (p= 0,084) entre as densidades de macrofagos presentes nos TOQs (2,31), CRs
(1,42) e FPs (0,14). Na avaliacdo do indice angiogénico, ndo houve diferencas significativas
da MVD entre as trés lesdes estudadas. No entanto, para o indice linfangiogénico, houve
diferenca significativa (p<0,05) entre a MVDL presentes nos TOQs (11,64) em relacdo aos
CRs (4,19) e aos FPs (0,167). A diferenga entre a MVVDL dos CRs em relacéo aos FPs ndo foi
estatisticamente significante (p>0,05). N&o foi encontrada associacéo significativa (p>0,05)
entre os marcadores estudados com a presenca de inflamagdo no TOQ. No presente trabalho,
encontramos uma correlacdo positiva e moderada entre os marcadores mast cell triptase e o
CD34 nos TOQ (p = 0,025). Ja nos CRs encontramos uma correlacdo inversa e moderada
entre os marcadores SMA x CD34 (p = 0,017). Nos FPs também encontramos uma correlacéo
inversa entre 0s mesmos marcadores anteriores, porém forte (p=0,049). Embora os
componentes celulares estromais e microvasculares aqui representados por mastdcitos,
miofibroblastos, macréfagos CD163 positivos e vasos CD34 e D240, respectivamente, sejam
importantes para manutencdo do arcabouco estrutural do TOQ e CR, existiu uma interacdo
significante entre mast cell triptase e CD34 no TOQ e entre CD34 e o alfa —SMA no CR.

PALAVRAS-CHAVE: Tumor odontogénico queratocistico, mastocitos, miofibroblastos,
macrofagos, indice angiogénico, indice linfangiogénico, mast cell triptase, alfa-SMA, CD34,
CD163, D2-40.



ABSTRACT

The present study aimed to investigate, by immunohistochemistry, the participation of
stromal cell components such mast cell (mast cell tryptase), myofibroblasts (alpha- SMA) and
macrophages (CD163) and vascular components (CD34 and D2-40) in a series of keratocysts
odontogenic tumors (OKT) in an attempt to provide information to understand the interaction
between these components and the biological behavior of this lesion. For comparative
purposes, radicular cysts (RCs) and pericoronal follicles (PFs) were also included. The sample
comprised 30 OKTs, 15 RCs and 07 PFs. For the evaluation of mast cells, myofibroblasts and
macrophages, the cells immunoreactive with biomarkers mast cell tryptase, alpha- SMA and
CD163 were quantified, respectively, in 10 fields (400x). The angiogenic and
lymphangiogenic index were assessed by microvessel density (MVD) and lymphatic
microvessel density (MVDL) of microvessels marked respectively by for CD34 and D2-40.
ANOVA with post-test Tukey correction for statistical analysis between markers was used
according to the type of injury. To analyze the correlation between markers within the same
lesion, we used the Pearson correlation. For the association, the OKT between markers and
the presence of inflammation, we used the Student's t test. The analysis of expression of mast
cell tryptase shows any significant differences (p < 0.05) between the density of mast cells
present in RCs (22.7) than FPs (1.23) and TOQs (7.39) and the density of mast cells present in
TOQs and FPs. There was also a significant difference (P < 0.05) between the density of
myofibroblasts in TOQs (29.25) compared to CRs (4.66) and FPs (1.50). The difference in
density between the RCs of myofibroblasts and PFs was not significant (p> 0.05). With
respect to macrophages, no significant differences (p = 0.084) between the densities of
macrophages present in TOQs (2.31), CR (1.42) and FPs (0.14). With respect to the
angiogenic index, there were no significant differences in MVD between the three lesions
studied. However, for the lymphangiogenic index, a significant difference (p < 0.05) between
MVDL present in TOQs (11.64) compared to CRs (4.19) and FPs (0.167). The difference
between MVDL of CRs compared to FPs was not statistically significant (p > 0.05). No
significant association (p > 0.05) between the biomarkers studied in the presence of
inflammation in the OKT was found. In the present study, we found a moderate positive
correlation between mast cell tryptase and CD34 markers in OKT (p = 0.025). Have the CR
and found an inverse correlation between moderate SMA x CD34 (p = 0.017). In PFs also
found an inverse correlation between the SMA x CD34, but strong (p = 0.049). Although
stromal microvascular and cellular components represented here by mast cells,
myofibroblasts, and CD163 positive macrophages and vessels CD34 and D240 are important
for maintaining the structural framework of the OKT and RC, a significant interaction
between mast cell tryptase x CD34 existed in OKT and between CD34 x alpha- SMA in RC.

KEYWORDS : keratocyst odontogenic tumor, mast cells, myofibroblasts, macrophages,
angiogenic index, lymphangiogenic index, mast cell tryptase, alpha- SMA, CD34, CD163 and
D2-40.
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1. INTRODUCAO

O Tumor Odontogénico Queratocistico (TOQ) € originado a partir de remanescentes
epiteliais da Iamina dentéria e durante muito tempo foi considerado um cisto odontogénico de
desenvolvimento. Devido as caracteristicas clinicas e patologicas desta lesdo, a Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) sugeriu o termo tumor odontogénico queratocistico, uma vez que
melhor descreve sua natureza neoplasica (BARNES et al., 2005; ALAEDDINI et al., 2009;
GADBAIL et al., 2013). O TOQ pode estar associado a Sindrome do Carcinoma Basocelular
Nevoide, também denominada Sindrome de Gorlin-Goltz (MANFREDI et al., 2004;
FIGUEROA et al., 2010; HAKIM et al, 2010; RAMOS et al, 2014; MEHTA et al, 2014).

Quanto a sua localizacdo anatdbmica, estudos revelam acometimento mais frequente na
mandibula, sendo a regido de ramo a mais comumente afetada (SOUZA et al., 2010,
GURGEL et al.,, 2010; MELO et al.,, 2013). Quanto ao sexo, a maioria dos casos €
diagnosticada em pessoas do sexo masculino, com picos de incidéncia entre a segunda e
terceira décadas de vida (JONES; CRAIG; FRANKLIN, 2006).

Histologicamente, os TOQs apresentam revestimento epitelial com 5 a 8 camadas de
células, cuja camada basal apresenta células baixas, cuboides, dispostas em palicada, com
nacleo hipercromaético e superficie paraceratinizada e corrugada (BARNES et al., 2005;
KOLAR et al.,, 2006; GONZALEZ-ALVA et al, 2008 MELO et al, 2013). Os TOQs
apresentam a juncdo epitélio-conjuntivo plana, sendo frequente o destacamento do epitélio
(JORDAN, 2003; BARNES et al., 2005; GURGEL et al, 2010; MELO et al., 2013).

O TOQ é conhecido por sua natureza agressiva e sua alta taxa de recidiva,
especialmente em comparacdo com outros cistos odontogénicos de desenvolvimento
(ALAEDDINI et al., 2009; MENDES; CARVALHO; VAN DER WALL, 2010; GADBAIL
et al., 2013). Sua capacidade para invasdo e seu crescimento destrutivo podem estar
relacionados com fatores biolégicos desconhecidos integrados no estroma e parénquima,
dando a esta lesdo este comportamento biolégico especifico (KOLA et al., 2006; TSUNEKI et
al., 2008, ALAEDDINI et al., 2009; GADBAIL et al, 2013).

Os mastdcitos (MCs) s@o células importantes do sistema imune inato e adquirido,
abundantes em nosso organismo, conhecidas principalmente por dar inicio as reacfes
alérgicas (GALLLI, et al, 2011; AKIN, 2014; WERNER-BUSSE et al, 2014). Eles participam
também no processo de angiogénese, reparacdo e remodelagdo tecidual (FOUILLOUX, et al,
2005; RIBATTI; CRIVELLATO, 2012; STOCKMANN et al, 2014). Estudos tém indicado
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que os MCs podem estar envolvidos na génese de tumores, bem como na sua progressao,
principalmente devido a sua capacidade de liberar fatores pré-angiogénicos (RIBATTI;
CRIVELLATO, 2012; MARICHAL et al, 2013; ULLAH et al, 2013; STOCKMANN et al,
2014).

Os miofibroblastos (MFs) sdo células especializadas com caracteristicas de
fibroblastos e células musculares lisas (DESMOULIERE et al., 2005; ANGADI et al, 2011).
Sdo células com capacidade contratil e capacidade de sintetizar diversos componentes da
matriz extracelular, como colagenos tipo I e Ill. Através da secrecdo de proteases, citocinas e
fatores pré-angiogénicos, os MFs tém sido relacionados com a progresdo e desenvolvimento
de diversos tumores (DESMOULIERE et al., 2005; DE WEVER et al, 2008; CHEN et al.,
2009; EYDEN et al, 2009; MANGIA, et al, 2011), incluindo cistos e tumores odontogénicos
(TOs), como o0 TOQ (VERED et al., 2005; ALAEDDINI et al., 2009; NONAKA et al., 2012;
NADALIN et al., 2012; RAMOS et al., 2014). Apesar disso, a origem dos MFs ainda é objeto
de investigacdo, porém estudos sugerem que a triptase liberada pelos MCs seja capaz de
induzir a proliferacdo de fibroblastos e a sua transdiferenciacdo em MFs (MANGIA et al.,
2011).

Outra célula encontrada no microambiente tumoral em elevada quantidade sdo os
macrofagos (BALKWILL et al., 2005; ALLAVENA et al., 2008; GUZMAN-MEDRANO et
al, 2012). Embora diversos estudos mostrem que 0s macréfagos possam destruir células
tumorais in vitro, atualmente € aceito que os macrofagos também participam na promocao do
crescimento tumoral (MONTONAVI et al., 2005; GORDON; TAYLOR, 2005; SICA et al.,
2006; ALLAVENA et al., 2008; MONTANAVI et al, 2010; GUZMAN-MEDRANO et al,
2012; MEDREK et al, 2012).

Macrofagos associados a tumores (TAMs) derivam de mondcitos circudantes no
sangue, que diferenciam-se em macréfagos maduros dentro do microambiente tumoral
(MONTONAVI et al., 2005; GORDON; TAYLOR, 2005; ALLAVENA et al., 2008; WANG
et al, 2011; MEDREK et al, 2012). Em condicGes patoldgicas como infecgbes e cancer, 0s
macrofagos apresentam como uma importante caracteristica biolégica a expressdo de
diferentes funcgdes decorrentes de diferentes sinais microambientais (MONTONAVI et al.,
2005; GORDON; TAYLOR, 2005; ALLAVENA et al., 2008; MEDREK et al, 2012). Em
resposta a citocinas e produtos microbianos, essa populacdo celular expressa propriedades
funcionais especializadas, polarizando-se em macréfagos M1 e M2 que, por sua vez, poderdo
promover ou ndo a progressdao de neoplasias (MONTONAVI et al.,, 2005; GORDON;
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TAYLOR, 2005; SICA et al, 2006; ALLAVENA et al., 2008; CHEN et al, 2011; BARROS et
al, 2012; EDIN et al, 2012).

Um outro fator que pode contribuir para o potencial de invasdo, agressividade e
iniciacdo tumoral é a angiogénese, uma vez que este processo promove a formacdo de novos
vasos sanguineos que, por sua vez, fornecem oxigénio e nutrientes necessarios para as células
tumorais se desenvolverem (FOLKMAN; KALLURI, 2006; MARGARITESCU et al, 2010;
UCUZIAN et al., 2010; KATO, 2010; FILKEN et al, 2010; KALURI, 2011; GADBAIL et al,
2013). A angiogénese € um processo complexo regulado por diversas vias de sinalizacao
intercelulares, com funcGes tanto pré-angiogénicas como anti-angiogénicas, que pode ser
mensurada pela determinacdo do indice angiogénico (UCUZIAN et al., 2010; KATO, 2010).

Embora exista uma vasta quantidade de estudos sobre angiogénese como um
mecanismo de crescimento do tumor, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na
formagdo de vasos linfaticos, processo denominado linfangiogénese (VLEUGEL et al., 2004;
SCHOPPMANN et al, 2006; MOHAMMED et al, 2007; WANG; OLIVER, 2010;
CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011; GOMES et al, 2013). Devido ao fato da presenca de
metastase linfonodal ser um dos critérios utilizados para avaliar o prognostico de lesdes
malignas, a identificacdo do fendmeno de linfangiogénese no estroma tumoral pode servir de
subsidio para avaliar o potencial de agressividade de lesbes (MOHAMMED et al, 2007;
MARINHO et al., 2008; ESPINOSA et al., 2010; CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011).

Sabendo-se que os MCs sdo capazes de influenciar a diferenciacdo/ transdiferenciacao
de fibroblastos em MFs (MANGIA et al., 2011) e estdo presentes em tumores e cistos
odontogénicos (LOMBARDI; MORGAN, 1995; VERED et al., 2005; FREGNANI et al.,
2009; NONAKA et al., 2012; DE ASSIS et al., 2012; NETTO et al., 2012) e que a presenga
de macréfagos (BALKWILL et al., 2005; ALLAVENA et al., 2008; BARROS et al, 2012),
angiogénese e linfangiogénese no estroma tumoral pode estar relacionada com o
desenvolvimento de tumores (MOHAMMED et al, 2007; MARINHO et al.,, 2008;
ESPINOSA et al., 2010; CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011), incluindo neoplasias e cistos
odontogénicos (GUZMAN-MEDRANO et al, 2012; BRACKS et al, 2014), o presente
trabalho tem como objetivo estudar a participagcdo desses componentes celulares e suas
possiveis relagdes com os processos de angiogénese e linfangiogénese em uma série de TOQ.
Para fins comparativos, cistos radiculares (CRs) e foliculos pericoronarios (FPs) foram

incluidos no estudo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 MASTOCITOS

O ambiente tumoral é circundado por um infiltrado de células inflamatorias, como
linfdcitos, neutrofilos, macréfagos e mastocitos (CRIVELLATO; RIBATTI, 2007; RIBATTI
et al., 2009; MALTBY et al, 2009; MARICHAL et al, 2013). Tais células se comunicam
através de uma complexa rede de vias de sinalizagdo intracelulares, mediada por moléculas de
superficie de adesdo, citocinas e seus receptores (CRIVELLATO; RIBATTI, 2007; RIBATTI
etal., 2009; MALTBY et al, 2009).

As células inflamatorias estimulam a proliferacdo de células endoteliais e formacéo de
vasos sanguineos, sendo um importante mecanismo para a progressao tumoral e da metéstase
(ULLAH et al, 2013). Tumores agressivos, como 0 melanoma, carcinoma da mama e o
adenocarcinoma colo-retal estdo associados a uma resposta do hospedeiro composta de varias
celulas inflamatdrias, especialmente MCs e macréfagos (CRIVELLATO; RIBATTI, 2007;
RIBATTIA et al., 2009).

Um estudo prévio demonstrou que os MCs estdo relacionados ao desenvolvimento de
TOs, sendo um importante componente de seu estroma (DE ASSIS et al., 2012). Os MCs séo
células do tecido conjuntivo que, no estdgio maduro, contém em seu interior uma grande
quantidade de mediadores, como a histamina, citocinas e proteinases. Eles armazenam
grandes quantidades de serinoprotease ativa pré-formadas, como a triptase e quimase, em seus
granulos secretores (CAUGHEY, 2007; METCALFE, BARAM, MEKORI, 2007,
RIBATTIA et al., 2009; NETTO et al., 2012).

O papel mais conhecido dos MCs é na reacdo alérgica (AKIN et al, 2014; WERNER-
BUSSE et al, 2014), porém eles desempenham também a funcdo de protecdo, estando
envolvidos no processo de cicatrizagdo e na defesa contra organismos patogénicos (MANGIA
etal., 2011 GALLI, et al, 2011; AKIN, 2014; WERNER-BUSSE et al, 2014). Um dos papéis
de importancia dos MCs é na dindmica do crescimento tumoral, interagindo com o seu
microambiente, contribuindo para a progressdo do tumor (MANGIA et al, 2011; DE ASSIS et
al., 2012; NETTO et al., 2012; STOCKMANN et al, 2014).

Através de uma de suas proteinases, a triptase, 0s MCs exercem efeitos poderosos
sobre os fibroblastos (FRUNGIERI et al., 2002; MANGIA et al, 2011; BRAZIN et al, 2014).
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Tal proteinase € um potente mitdgeno, estimulando sintese de coldgeno em pulméo e na
derme (ABE et al., 1998; MANGIA et al., 2011; CHEN et al, 2014).

Estudos realizados em carcinoma mamario mostraram que no microambiente do
estroma tumoral havia presenca significativa de MCs. Os MCs se infiltram no estroma do
tecido desde as etapas iniciais de carcinogénese e aumentam significativamente no carcinoma
invasivo (ZUDAIRE et al., 2006; MANGIA et al., 2011; BRAZIN et al, 2014).

Concomitantemente ao aumento do numero de MCs no tecido tumoral, tem sido
observado o aumento da quantidade de MFs. Mediadores liberados pelos MCs, a exemplo da
triptase, durante a sua degranulacéo, sdo capazes de modificar o0 microambiente do estroma
tumoral, induzindo a proliferacdo de fibroblastos e sua transdiferenciacio em MFs
(HARTMANN, 1992; MANGIA et al., 2011).

O papel proteolitico das enzimas mastocitarias (triptase e quimase) na angiogénese
tem sido estabelecido. A triptase atua estimulando a proliferacdo de células endoteliais
vasculares humanas, promovendo a formagdo do tubo vascular em cultura e também
degradando matriz do tecido conjuntivo para proporcionar espago para 0 crescimento
neovascular. Esta degradacdo ocorre através da ativacdo de metaloproteinases (MMPs)
latentes, com consequente liberagdo de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
fator de crescimento fibroblastico 2 - FGF-2 (RIBATTIA et al., 2009; PYZIAK et al, 2013).

A quimase degrada componentes da matriz extracelular (MEC) e, portanto, pode
ocorrer liberacdo do VEGF. Esta proteinase também promove a angiogénese através da
conversdo de angiopoetina | em angiopoetina II (MURAMATSU et al., 2000; RIBATTI et al.,
2009). A quimase é capaz de ativar a MMP-9, que estd envolvida na remodelacdo
angiogénica, estromal e invasdo de células tumorais (KANBE et al.,1999; RIBATTI et al.,
2009)

Os MCs podem desempenhar papéis distintos durante o desenvolvimento do tumor. Por
um lado, eles podem exibir atividade supressora por secretarem diferentes interleucinas
inibitdrias e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Por outro lado, eles podem ajudar na
progressao de tumores através da promocdo da angiogénese, da degradacdo da MEC e
imunossupressdo (THEOHARIDES E CONTI, 2004, GOMES et al., 2013). Com relagdo a
sua capacidade pro-angiogénica, os MCs podem secretar moléeculas como VEGF, FGF-2,
interleucinas 8 (IL-8) e fator de crescimento tumoral beta - TGF-p (CRIVELLATO et al.,
2008).

Os MCs podem desempenhar um papel muito importante ndo s6 na angiogénese, mas

também na linfangiogénese tumoral (GOMES et al, 2013). De acordo com Brideal et al.
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(2007), em carcinoma de célula escamosa de pele, a endostatina foi capaz de diminuir os
niveis de infiltracdo do VEGF-C, expressos por MCs. A capacidade de inibir a adesdo de
endostatina e migracdo dos MCs sobre a fibronectina também tem sido demonstrado in vitro,
0 que sugere que a reducdo da agressividade causada pela endostatina pode ser, em parte,
devido a diminuicdo dos niveis de VEGF-C, a qual é consequéncia da inibicdo mastocitaria
(BRIDEAU et al., 2007).

2.1.1 MASTOCITOS EM TUMORES ODONTOGENICOS

A presenca de MCs tem sido observada em diversas lesdes odontogénicas (TERONEN
et al, 1996; CHATTERJEE et al, 2008; DRAZIC et al, 2010; LIMA et al, 2011; NETTO et
al, 2012; DE ASSIS, et al, 2012; BRACKS et al, 2014). Teronen et al (1996) avaliaram,
através da imunohistoquimica e técnica de Western-blot, a participacdo dos MCs na
fisiopatologia da reabsorcéo 6ssea e formacdo de lesGes cisticas, nos CRs, cistos dentigeros
(CD) e TOQ. Em todas as lesdes os MCs foram encontrados em areas de tecido rico em
células inflamatorias e abaixo do epitélio cistico. Além disso, de acordo com 0s mesmos
autores, os MCs foram encontrados em degranulacdo préximo ao 0sso, indicando uma alta
atividade e sendo associado a destruicdo 6ssea, podendo desta forma contribuir para o
crescimento cistico e destruicdo tecidual, resultando em expanséo da lesao.

Chatterjee et al. (2008) avaliaram a distribuicdo dos MCs no CR, CD e TOQ com o
objetivo de elucidar o mecanismo de expansdo cistica através da morfometria. Os resultados
dos autores mostraram que os MCs foram encontrados em nimero elevado em todas as trés
lesBes estudadas, levando os autores a concluirem que os MCs desempenham um papel vital
na patogénese dos cistos odontogénicos.

Drazic et al. (2010) analisaram a presenca de MCs qualitativamente e semi-
quantitativamente em lesGes periapicais, baseado na expressdo imunohistoquimica do CD117,
investigando seu possivel papel na patogénese de lesdes periapicais. Os autores sugeriram que
0s MCs estdo envolvidos na regulacdo de mecanismos imunes celulares e também no
equilibrio entre processos inflamatorios e reparadores nos tecidos periapicais inflamados.

Lima et al. (2011) analisaram a existéncia de possiveis correlagdes entre os MCs e o
processo de angiogénese em casos de cistos periapicais (CP) e granulomas periapicais (GP),
através dos marcadores CD105, CD34 e mastcell triptase. Os autores encontraram expressao
diferenciada do CD105 em relacdo ao CD34 e esta diferenca suporta uma atividade

angiogénica associada a remodelacéo tecidual. Os autores também acreditam que a triptase
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liberada pelos MCs tenha além de outras, propriedades angiogénicas.

Com o objetivo de compreender a patogénese dos CPs, CDs e TOQs, Netto et al. (2012)
analisaram a presenca e a distribuicdo das células mastocitarias nestas lesdes por meio da
imunohistoquimica e histoquimica. Os autores observaram um elevado ndmero de MCs em
lesGes inflamadas, o que pode ser indicativo da participacdo deste componente celular na
resposta inflamatoria de lesdes odontogénicas.

De Assis et al. (2012) investigaram, através da imuno-histoquimica, a presenca de MCs
em uma série de 45 TO, incluindo ameloblastomas solidos (AMSs), mixomas odontogénicos
(MOs) e TOQs. Os autores concluiram que os MCs sdo um dos principais componentes
estromais destas lesoes.

Bracks et al. (2014) também avaliaran a distribuicdo dos MCs em CPs. Os MCs
estavam presentes em numero elevado, principalmente em associacdo a areas com

inflamacéo, o que segundo os autores reforca a participacdo dos MCs na patogénese dos CPs.

2.2 MIOFIBROBLASTOS

Os fibroblastos representam o principal componente celular do tecido conjuntivo
(OTRANTO et al., 2012). Sdo eles um dos responsaveis pela sintese de sua matriz tecidual. O
tecido conjuntivo contém fibroblastos, porém quando este mesmo tecido é acometido por um
tumor, ocorre uma alteracdo no seu microambiente estromal (MANGIA et al.,, 2011,
OTRANTO et al., 2012).

O conjuntivo é fundamental para a manutencdo das funcdes e integridade dos tecidos
epiteliais (WEVER; MAREEL, 2003; VERED et al., 2005). Ambos formam um ecossistema
em que existe uma continua interacdo molecular. AlteracGes neste microambiente, induzidas
por citocinas, podem contribuir para a invasdo do cancer. Sugere-se que fatores de
crescimento que participam na cicatrizagcdo tecidual possam desempenhar um papel na
mudang¢a do microambiente do estroma, favorecendo o desenvolvimento tumoral (VERED et
al., 2005).

Sabe-se que no microambiente estromal de alguns canceres, a exemplo do carcinoma
da mama, os fibroblastos adquirem um fenétipo modificado, semelhantes aos associados com
a cicatrizacao tecidual (SAPPINO et al., 1988; MANGIA et al., 2011). Em tumores solidos, a

presenca deste tipo de fibroblastos estd associada ao aumento da deposicdo de estroma
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colagenoso denso (NAKAYAMA et al., 2000; MANGIA et al., 2011; OTRANTO et al,
2012).

Esse fibroblasto com fenotipo modificado, também considerado por diversos autores
como fibroblastos reativos (NAKAYAMA et al., 2000), sdo denominados miofibroblastos
(MFs) e sdo caracterizados morfologicamente por grandes células fusiformes com
propriedades fenotipicas de musculo liso (DESMOULIERE; GOYOT; GABBIANI, 2004;
LAZARD et al., 1993; MANGIA et al., 2011).

A hipotese da origem dos MFs mais aceita é a de que tais células podem ser oriundas
de células mesenquimais, tais como fibroblastos residentes locais, no entanto existem outras
hipoteses de que os MFs podem surgir de células de mdsculo liso, pericitos, células
endoteliais, fibrdcitos circulantes derivados da medula 6ssea (EYDE et al., 2009; MANGIA et
al., 2011; OTRANTO et al., 2012; TERAI S; FUSHIDA S; TSUKADA T et al., 2014).

Os MFs desempenham papel importante no microambiente do estroma tumoral e estao
associados a processos como progressdo neoplasica, angiogénese e metastase (BAGLOGLE
et al., 2006; MANGIA et al., 2011). Eles produzem uma série de fatores que modulam o
comportamento tumoral e endotelial. Os MFs séo capazes de degradar componentes da matriz
extracelular, como as MMPs-2, -3 e -9 (DE WEVER et al., 2008; NOVO et al, 2010), a
uroquinase ativadora do plasminogénio (DESMOULIERE; GOYOT; GABBIANI, 2004) e a
proteina ativadora de fibroblastos (CHEN et al., 2009). S&o a principal fonte de fatores de
crescimento, quimiocinas e proteinas remodeladoras da matriz dentro do microambiente do
estroma (VONG; KALLURI, 2011).

A maioria dos MFs expressa alfa-actina de masculo liso — alfa-SMA (HINZ et al,
2007; VONG; KALLURI, 2011; HINZ et al, 2012; TERAI S; FUSHIDA S; TSUKADA T et
al., 2014) que é a isoforma da actina tipicamente encontrada em células musculares vasculares
lisas e regulada por TGF-B1 (WEBER et al, 2012; TERAI S; FUSHIDA S; TSUKADA T et
al., 2014). O MF tem papel na sintese da MEC e na geracdo de forca, o que resulta em
reorganizacdo e contracdo do tecido durante a cicatrizagao tecidual (TOMASEK et al., 2002;
VERED et al., 2005; OTRANTO et al, 2012). Segundo Otranto et al. (2012), tanto o0s
fibroblastos quanto os MFs secretam colageno e elastina, que dao forca e resiliéncia a matriz,
produzindo também moléculas como proteoglicanos e glicosaminoglicanos. I1sso permitird a
formacgéo de uma matriz diferenciada que facilitara adesdo e migracéo celular, sendo também
um reservatorio de moléculas de sinalizagdo, ions, hormonios e nutrientes.

AlteracGes no estroma tumoral podem resultar na transformacdo fenotipica de MFs,
como TGF-B1 e PDGF liberados por células neoplasicas (VERED et al, 2005; HINZ et al,
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2007; HINZ et al, 2010). O TGF-B1é altamente quimiotatico para fibroblastos, que por sua
vez se transdiferenciam em MFs, produzindo diversas moléculas, tais como fatores de
crescimento e fatores angiogénicos, componentes da MEC e proteinases que juntos
contribuirdo para a invasdo de células epiteliais neoplasicas (WEVER; MAREEL, 2003;
VERED et al., 2005; OTRANTO et al., 2012; WEBER et al., 2012).

Ha cerca de 40 anos, os MFs foram identificados no estroma de varios tumores
malignos invasivos e metastaticos, a exemplo do carcinoma de ducto mamario. Naquela época
pensava-se que esse fendmeno era parte da reacdo do hospedeiro para evitar a invasdo das
células malignas, uma vez que os MFs eram numerosos, sobretudo na linha de frente da
invasdo. No entanto, nos ultimos 20 anos, tem havido uma abundéncia de evidéncias de que a
presenca de MFs a frente da invasdo ndo é parte do mecanismo de defesa do hospedeiro
contra a invasdo do tumor, mas na realidade participam na promocao do crescimento tumoral
(VERED et al., 2005; VONG; KALLURI, 2011; HINZ et al., 2012; TERAI S; FUSHIDA S;
TSUKADAT etal., 2014).

Durante a progressao do cancer de mama, os MCs contribuem para a remodelacédo do
estroma, induzindo a manifestacdo fenotipica de MFs, por meio da triptase lancada no
microambiente tumoral (MANGIA et al, 2011; KIUCHI et al., 2014). A triptase estimula a
proliferacdo de fibroblastos e a sintese de colageno, que por sua vez fard& com que 0s
fibroblastos expressem a alfa-SMA e colageno contratil (MANGIA et al., 2011).

2.2.1 MIOFIBROBLASTOS EM TUMORES ODONTOGENICOS

No que diz respeito as lesdes odontogénicas, sdo escassos 0s estudos sobre a presenca
de MFs em cistos e TOs. No entanto, em algumas lesdes, a exemplo do TOQ e AM, cujo
comportamento tem se mostrado agressivo (SHEAR et al., 2002; VERED et al., 2005), tem-se
sugerido que a presenca dos MFs no estroma dessas lesdes pode ser responsavel por tal
comportamento (VERED et al., 2005). Nesse respeito, destacam-se 0s estudos de Lombardi;
Morgan (1995); Vered et al., (2005); Mitrou et al., (2009); Fregnani et al., (2009); Nonaka et
al., (2012) e Nadalin et al.,(2012).

Lombardi e Morgan (1995) avaliaram o fenotipo dos fibroblastos presentes em lesdes
odontogénicas (TOQs, CDs, CRs, cisto periodontal lateral — CPL, cisto gengival - CG e cisto
odontogénico calcificante - COC), através dos anticorpos anti-vimentina, anti-alfa-SMA e
anti-desmina. Excetuando-se 0 COC e o CG, todas as lesbes apresentaram fibroblastos com

perfil de MFs (alfa-SMA positivo). A analise microscopica também revelou que essas células
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tinham reticulo endoplasmaético rugoso e complexo de Golgi desenvolvidos e miofilamentos
intracitoplasmaticos com distribui¢do subplasmalemal, levando os autores a concluirem que
0s MFs sdo um componente importante da capsula fibrosa dos cistos odontogénicos.

Vered et al. (2005) analisaram a presenca de MFs em CDs, TOQs; AM e fibroma
ameloblasticos (FA). Este estudo quantitativo forneceu evidéncias convincentes de que o
estroma dessas lesbes contém quantidades significativas de MFs, constatados por células
marcadas positivamente por alfa-SMA. Além disso, o niumero médio de MFs em lesdes
agressivas, como o TOQ e AM, foi elevado e nédo diferiu significativamente de neoplasias
malignas como o carcinoma escamoso. Os autores sugeriram uma ligacdo positiva: quanto
maior for o nimero de MFs presentes no estroma, mais agressivo serd o0 comportamento do
cisto ou TO (VERED et al., 2005).

Mitrou et al. (2009) encontraram MFs em quantidades elevadas no estroma do TOQ e
no AM. De acordo com De Wever e Mareel (2003), estes MFs presentes no estroma tumoral
produzem fatores de crescimento e fatores pré-angiogénicos, componentes da MEC e
proteinases que em conjunto promovem invasdo e crescimento de células epieliais
neoplasicas. Gadbail et al. (2013) também demostraram o importante papel que a angiogénese
tumoral promovida por tais células desempenha no comportamento agressivo e invasivo do
TOQ e do AM.

Fregnani et al. (2009) avaliaram, através da imuno-histoquimica, a presenca de MFs e
a expressdo de MMP-2 e do ativador de plasminogénio uroquinase em ameloblastomas
solidos intra-6sseos. Os autores observaram que a expressao abundante de MMP-2 e a
presenca de MFs em elevada quantidade nesta lesdo podem estar associadas com um
comportamento agressivo em AMS.

Nonaka et al. (2012) analisaram, por meio de imuno-histoquimica, reguladores de
reabsorcdo Ossea (RANKL), osteoprotegerina (OPG), indice angiogénico e MFs em TOQs
associados a sindrome de Gorlin e TOQs ndo relacionados a sindrome. No que diz respeito a
presenca de MFs nas referidas lesdes, foram encontradas em grande quantidade, porém néo
houve diferenca significante no nimero de MFs entre os grupos de lesbes, o que levou os
autores a sugerirem uma fungdo secundéria deste componente celular para a progressédo do
TOQ.

Nadalin et al. (2012) analisaram a presenca de MFs e da MMP-2 em CRs, CDs e
TOQs. Os autores verificaram que os MFs e a MMP-2 eram frequentes nas trés lesdes
estudadas, e sugeriram que ambas podem contribuir para a reabsor¢do 0ssea, favorecendo a

progresséo e o crescimento dessas lesdes.
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2.3 MACROFAGOS

Os macrofagos sdo células do sistema imunoldgico presentes em elevada quantidade
no microambiente tumoral (BALKWILL et al., 2005; ALLAVENA et al., 2008; ONG et al,
2014). Embora diversos estudos mostrem que os macrofagos possam destruir células tumorais
in vitro, atualmente € aceito que os macrofagos também participam na promocdo do
crescimento de tumores (SICA et al., 2006; ALLAVENA et al., 2008; VINOGRADOQV;,
WARREN; WEI, 2014).

Segundo Pastor et al. (2010) e Evans et al. (2010), em algumas neoplasias epiteliais, a
exemplo do céancer de colo-retal, foi constatada uma relacdo positiva entre alteracfes
inflamatdrias e progressdo da lesdo. Giusca et al. (2010) sugeriram uma relacdo funcional
entre as caracteristicas da populagdo de macrofagos e o processo de metéstase. Além disso, de
acordo com Espinosa et al. (2010), os macréfagos estromais tém capacidade de desencadear o
processo de angiogénese tumoral, participando na progressao de lesdes malignas, a exemplo
do carcinoma endometrioide. Devido a isso, 0 processo de angiogénese estimulada por
macréfagos pode também participar do desenvolvimento de les6es odontogénicas, a exemplo
dos AMs (ALAEDDINI et al., 2009; GUZMAN-MEDRANO et al., 2012).

Macréfagos associados a tumores (TAM) derivam de mondcitos circundantes no
sangue (ALLAVENA et al., 2008; CORTEZ-RETAMOZO et al, 2012). Os mondcitos
diferenciam-se em macrofagos maduros dentro do microambiente tumoral. Em condicGes
patoldgicas como infeccGes e cancer os macrdfagos expressam biologicamente diferentes
funcBes em resposta a diferentes sinais microambientais. Na presenca de citocinas e produtos
microbianos, por exemplo, eles sdo capazes de expressarem propriedades funcionais
especializadas, polarizando-se em macrofagos do tipo M1 e M2 (MONTONAVI et al., 2005;
GORDON; TAYLOR, 2005; ALLAVENA et al., 2008)

A atracdo de mondcitos do sangue para dentro de tumores néo é apenas realizada por
citocinas. Moléculas como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento tumoral B (TGF- B) e fator
de estimulacdo de colbnias de macrofagos (M-CSF) sdo quimiotaticos para os mondcitos /
macrofagos, e também promovem a sobrevivéncia de macrofagos e sua diferenciagéo. Além
disso, 0s macrofagos e as células tumorais produzem proteases da matriz, que sdo capazes de

degradar a MEC, clivar proteinas da MEC e liberar produtos de degradacdo, tais como
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fragmentos de fibronectina e fibrinogénio, além de outros fatores de crescimento e fatores
angiogénicos (COUSSENS;WERB, 2002; ALLAVENA et al., 2008).

Macrofagos classicos ou M1 sdo caracterizados pela elevada capacidade de
apresentacdo de antigenos, alta producéo de IL-12 e I1L-23. Eles tém a capacidade citotoxica
para células tumorais, bem como para as células que ingeriram microrganismos intracelulares,
liberando niveis elevados de intermediarios tdxicos, a exemplo do oxido nitrico (NO),
intermediarios de oxigénio reativo (ROI) e TNF. Os macrdfagos M1 ativam o sistema
imunoldgico através da producdo de grandes quantidades de citocinas pro-inflamatérias,
provocando resposta imune adaptativa. Com base nisso, os macréfagos M1 sdo geralmente
considerados potentes células efetoras que defendem o organismo contra o ataque dos agentes
patogénicos e células tumorais (MONTONAVI et al., 2005; GORDON; TAYLOR, 2005;
ALLAVENA et al., 2008; ONG et al., 2014; ZHANG et al., 2014).

Macréfagos M2 tém baixa capacidade de apresentacdo de antigeno, baixa producdo de
IL-12, alta producéo de IL-10, suprimem respostas inflamatérias, promovem a cura de feridas,
angiogénese e remodelacdo tecidual (GORDON; TAYLOR, 2005; ALLAVENA et al., 2008).
Células M2 tém também funcdes defensivas, na medida em que promovem a morte e
encapsulamento de parasitas (NOEL et al., 2004; ALLAVENA et al., 2008; PATIL et al,
2013).

Segundo Allavena et al. (2008), muitos produtos de macrofagos langados no estroma
do tumor podem estimular diretamente o crescimento de células tumorais e/ou promover a
migracdo de células de tumor e metastases. Estes incluem o fator de crescimento epidérmico
(EGF), citocinas tais como IL-6 e TNF, bem como as quimiocinas e CXCL12
(MANTOVANI et al., 2002; POLLARD, 2004; SICA et al., 2006). Além disso, TAMs
contribuem para a progressao do tumor pela producdo de varios fatores que aumentam a neo-
angiogénese, a dissolucdo e remodelacdo da matriz intersticial. TAMs sdo uma fonte de
potentes moléculas imunossupressoras, tais como a IL-10 e PGE-2, contribuindo para a
evasdo do tumor (ALLAVENA et al., 2008).

De acordo com Guzman-Medrano et al. (2012), macréfagos associados a tumores
promovem crescimento tumoral e angiogénese através do efeito paracrino, mediada pela via
de sinalizacdo do oOxido nitrico sintetase endotelial, e o efeito autocrino, estimulando a sua
polarizacdo propria para um fendtipo pro-angiogénico/imuno-supressor, macrofagos M2
(CHEN et al., 2011).

A polarizagdo de TAMs em um fen6tipo M2 e a presenca de vasos anormais foram
identificadas como caracteristicas de malignidade (ROLNY et al., 2011; ZHANG et al, 2014).
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De acordo com 0s mesmos autores, a inducdo de polarizacdo de macréfagos para um fendtipo
M1 promove respostas imunes anti-tumorais, diminuindo o crescimento tumoral e metastase.
Além disso, os macrdfagos derivados de tecidos tumorais expressam niveis elevados de
VEGFs, que regulam a progressdo maligna atraves da estimulacéo da infiltracdo leucocitéria,
da invasdo de células tumorais e da angiogénese tumoral (WANG et al., 2011; SUN et al,
2014).

TAMs tém demonstrado contribuir ndo sé com a angiogénese tumoral, mas também na
invasdo de células de tumor em torno do estroma, com degradacdo da membrana basal por
producdo de MMPs, imunossupressdo pela expressdo de prostaglandina E2 (PGE2),
interleucina-10 (IL -10) e TGF-p e metastase através da secrecdo de fatores como EGF, que
podem orientar células tumorais em dire¢do a vasos sanguineos (LEWIS; POLLARD, 2006;
GOMES et al., 2013).

Além disso, TAMs podem secretar uma série de potentes fatores de crescimento pro-
angiogénicos e citocinas, tais como VEGF, TNF-a, FGF-$ e outras enzimas moduladoras da
angiogénese, incluindo a MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12 e a COX-2 (POLLARD;
LEWIS, 2006; SUN et al, 2014). Lamagna et al. (2006) afirmaram que TAMs podem ter
duplo papel dentro do microambiente tumoral. Eles podem atuar em conjunto com células
dendriticas maduras e NK, lutando contra as células tumorais. No entanto, quando as células
cancerosas comecgam a escapar da vigilédncia, TAMs podem atuar promovendo a angiogénese
e a progressdo do tumor (LAMAGNA et al., 2006; SUN et al, 2014).

Além da angiogénese, TAMs podem promover a linfangiogénese tumoral
(SCHOPPMANN et al., 2002; GOMES et al., 2013; DING et al, 2014). Schoppmann et al.
(2002) descobriram populages de TAMs em amostras de lesdes intraepiteliais escamosas de
colo, que expressam o VEGF-C e D, bem como o seu receptor VEGFR-3. Além disso, tem
sido demonstrado que o VEGF-C pode ter atividade de recrutar macréfagos, apesar das suas
atividades angiogénicas e linfangiogénicas (SKOBE et al., 2001). Infiltracdo de TAMs tem
sido correlacionada com o aumento dos vasos linfaticos peritumorais e progndstico ruim no
adenocarcinoma de pulmdo (ZHANG et al., 2010). Além disso, no carcinoma de células
escamosas cutaneas, foi descrito que no microambiente tumoral houve um aumento de
densidade linfatica, com elevados niveis de VEGF-C derivados de macrofagos (MOUSSALI et
al., 2011).
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2.3.1 MACROFAGOS EM TUMORES ODONTOGENICOS

No que diz respeito aos estudos dos macréfagos em lesdes odontogénicas, ainda
existem poucos trabalhos publicados na literatura avaliando a incidéncia de macréfagos
nessas lesdes. Nesse sentido, destacam-se os trabalhos realizados por Guzman-Medrano et al.
(2012) e Bracks et al. (2014).

Guzman-Medrano et al. (2012) estudaram a densidade e distribuicdo de macréfagos e
microvasos em diferentes variantes de ameloblastomas para testar a hipOtese de que a
alteracdo na prevaléncia de macréfagos associados a ameloblastomas se correlacionam com
alteracfes na vasculatura existente na area do tumor, podendo desta forma contribuir para
eventual progresso desta neoplasia. Os autores sugeriram que 0 aumento da angiogénese se
correlaciona com um maior nimero de macréfagos no infiltrado inflamatério nos diversos
tipos de ameloblastomas.

Além de Bracks et al. (2014) terem avaliado 0s mastdcitos, eles também avaliaram a
distribuicdo de macrofagos nos CPs. Assim como se deu para os MCs, os macrofagos
estavam presentes nos CPs principalmente em regides IL-6 positivo, indicando que a IL-6 é
produzida principalmente por macrofagos e juntos participam da patogénese dos cistos

periapicais.

2.4 ANGIOGENESE

Um dos processos pelos quais podem ser formados novos vasos sanguineos denomina-
se angiogénese. Esta formacao se da a partir da migracéo e proliferacdo de células endoteliais
da vasculatura pré-existentes (CLAPP et al., 2009; VONG; KALLURI, 2011) e é uma parte
essencial do crescimento ndo sé para os tecidos normais, como também os tecidos acometidos
por tumores (SHCHORS; EVAN, 2007; BUNGET et al, 2013; GOMES et al, 2013; SUN et
al, 2014).

A angiogénese é de fundamental importancia em muitos eventos fisiologicos, a
exemplo do desenvolvimento embrionario, da implantagdo da placenta e da reparacdo de
feridas (GADBAIL et al., 2013). A angiogénese contribui para a progresséo de doengas como
0 cancer, retinopatia diabética e artrite reumatdide (MURAMATSU et al., 2000; STAPOR et

al, 2014). Diversos processos complexos estdo implicados na angiogénese, em que uma
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variedade de células e de substancias biologicamente ativas estdo envolvidas na construcdo de
novos vasos sanguineos (MURAMATSU et al., 2000; GOMES et al, 2013).

Nos tecidos adultos, a angiogénese fisiologica é altamente restrita, e 0 crescimento
capilar ocorre em associagdo com 0s processos de reparacdo de feridas, tais como a cura de
uma fratura. O rompimento dos mecanismos que controlam a angiogénese fisioldgica tem um
grande impacto sobre a saude. A angiogénese tem sido investigada na proliferacdo de doencas
como cancer, psoriase, artrite, retinopatias, obesidade, asma e aterosclerose (CLAPP et al.,
2009).

O processo de angiogénese pode ocorrer de duas formas. A primeira delas €
denominada intussuscepc¢do, onde ocorre a formacgdo de pilares teciduais transluminais no
interior dos capilares, que se fusionam formando novos vasos sanguineos (RIBATTI; NICO;
CRIVELLATO, 2009; GORDON; MENDELSON; KATO, 2010). A segunda forma ocorre
através do brotamento de células endoteliais, a partir de estruturas vasculares pré-existentes
para tecidos adjacentes (UCUZIAN et al., 2010).

O processo de angiogénese € regulado pelo equilibrio homeostatico entre fatores
pré e anti-angiogénico (CARMELIET; JAIN, 2000; TLSTY; COUSSENS, 2006; GOMES et
al., 2013). Quando ocorre o desequilibrio entre esses fatores, e ha grandes concentrac@es de
fatores prd-angiogénicos, inicia-se entdo o processo de angiogénese. Esse desequilibrio pode
ser estimulado por células do préprio tumor, por células que residem no tecido conjuntivo
normal ou por células relacionadas com a inflamacdo (ALBINI et al., 2005; KERBEL, 2008).
As células tumorais tém um papel direto em estimular células endoteliais, enquanto que
células inflamatorias exercem efeito indireto sobre a angiogénese, estimulando e recrutando
celulas endoteliais para que ocorra a neovascularizagdo (ALBINI et al., 2005).

Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFS) sdo os principais fatores de
crescimento envolvidos no processo de angiogénese e vasculogénese (RIBATTI, 2005;
DEMIR et al., 2007; CHIEN et al, 2009; KAPOOR et al, 2012). Eles tém um papel
importante como mitogenos de células endoteliais (FERRARA et al., 1996; DEMIR et al.,
2007). Além dos VEGFs, outros fatores envolvidos nesses processos sdo os fatores de
crescimento fibroblastico acido e basico (FGF-a, FGF-b) e fator de crescimento epidérmico -
EGF (KINGDOM et al., 2000; DEMIR et al., 2007).

A angiogénese tumoral € considerada atualmente como uma prioridade na Oncologia.
Evidéncias numerosas mostraram uma reducdo significativa do crescimento de tumores, a
exemplo do carcinoma de células escamosas da regido de cabeca e pescoco, apos tratamento
anti-angiogénico (MARIONI et al., 2010; GADBAIL et al., 2013 ). Angiogénese tumoral é
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regulada por varias moléculas, tais como VEGF, CD31, CD34, Fator Von-Willebrand e
CD105, também chamado de endoglina. Os marcadores pan endoteliais (CD31, CD34, e 0
fator VIII) e CD105 sdo expressos diferencialmente na angiogénese e em células endoteliais
de vasos pré-existentes (LEGAN, 2005; GADBAIL et al., 2013).

Os tecidos neoplésicos necessitam de oxigénio e nutrientes para sua sobrevivéncia e
crescimento, por isso, eles induzem a formacdo de novos vasos sanguineos atraves da
angiogénese (VONG; KALLURI, 2011). Nesse processo, 0 tecido conjuntivo tem um papel
essencial na preservacao de tecidos epiteliais e alteracbes menores no epitélio sdo seguidas
por alteracdes correspondentes no estroma tecidual (ALAEDDINI et al., 2009).

A angiogénese € representada pelo indice angiogénico que pode ser determinado pelas
técnicas da densidade microvascular (MVD), volume microvascular (MVV) e contagem
microvascular - MVC (DARVEY et al., 2008) em tecidos tumorais, podendo ser observada
por coloracdo imuno-histoquimica das células endoteliais utilizando-se marcadores tais como
CD34 e CD31 (TAO et al., 2007). TETE et al. (2005) encontraram vasos sanguineos recém-
formados em TOQs usando o marcador para CD31 e sugeriram que este marcador € eficiente
na identificacdo de angiogénese.

Embora o CD31 e 0 CD34 estejam presentes sobre 0s vasos sanguineos imaturos,
estudos relatam que o CD34 demonstra uma forte expressao e uma menor taxa de falha de
imunomarcacdo, por isso tem sido previamente utilizado para a avaliagdo do indice
angiogénico em diferentes lesdes (TAO et al., 2007; ALAEDDINI et al., 2009).

Segundo Tanaka et al. (2001); Saad et al. (2004); Martone et al. (2005) e Gadbail et al.
(2013), a utilizacdo do anti-CD105 para avaliagdo da angiogénese tumoral por imuno-
histoquimica é melhor estimador de progressdo tumoral e sobrevivéncia do tumor do que os
marcadores CD31, CD34 e fator VIII. Isso ocorre devido ao fato do CD105 reagir
preferencialmente com vasos tumorais neoformados e brotamento de células endoteliais,
enquanto que os demais além de reagirem com novos vasos, reagem também com vasos ja
formados no interior do tumor (TANAKA et al., 2001; FONSATTI; MAIO, 2004; GADBAIL
etal., 2013.)

2.4.1 ANGIOGENESE EM TUMORES ODONTOGENICOS

A angiogénese foi previamente investigada em TOQs, mas o numero de estudos nesta
area ainda é limitado (ALAEDDINI et al., 2009). E um dos fatores estromais participantes na

progressao tumoral e tem sido amplamente investigada em varias lesdes (ALAEDDINI et al.,
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2009), tais como o liquen plano oral erosivo (TAO et al., 2007), carcinoma de mama
(WEIDNER, 1991) e melanoma (MAHABELESHWAR; BYZOVA , 2007).

Kumamoto et al. (2002) visando esclarecer o possivel papel da angiogénese em
tumores odontogénicos epiteliais, avaliaram a expressdo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e a densidade de microvasos (MVD) por meio do anticorpo anti-CD34 em
ameloblastomas benignos e malignos, comparando-os com o0s germes dentarios. A
imunoexpressdo do VEGF foi detectada em ambos 0s grupos, tanto no tecido epitelial
odontogénico normal, representada pelo germe dentario, quanto em células epiteliais
odontogénicas neoplasicas, e fracamente expressa em microvasos proximos ao epitélio
odontogénico. A imunoexpressdo do CD34 foi bem maior nos ameloblastomas malignos e
benignos do que no germe dentério, indicando a necessidade aumentada de aporte sanguineo
por células neoplésicas. Devido a esses achados, os autores concluiram que a densidade
microvascular elevada depende dos niveis de expressdo do VEGF no tumor, sendo o VEGF
considerado como um importante mediador da angiogénese nas lesdes odontogénicas.

Alaeddini et al. (2009) avaliaram e compararam a angiogénese em TOQSs, cistos
dentigeros (CDs) e ameloblastomas (AMs), utilizando o anticorpo monoclonal contra CD34,
calculando a densidade microvascular (MVD). Seus resultados mostraram que a densidade
média de microvasos entre os TOQs, CDs e AM tiveram diferencas estatisticamente
significativa. A média de densidade de microvasos foi significamente maior nos
ameloblastomas solidos em comparacdo com 0s TOQs e CDs e também foi significativamente
maior nos TOQs em relacdo aos CDs. Assim, 0s autores sugeriram que a angiogénese pode
ser um dos possiveis mecanismos que contribuem para os diferentes comportamentos
bioldgicos de TOQs, CDs e ameloblastomas sdlidos.

Chen et al. (2009) avaliaram a angiogénese atraves do CD34 em ameloblastomas,
comparando-os com os TOQs, com o objetivo de avaliar sua influéncia nos comportamentos
clinicos e bioldgicos desses tumores. Os ameloblastomas malignos mostraram uma maior
densidade microvascular, seguida de ameloblastomas recorrentes, ameloblastomas primarios e
por fim os TOQs. Os estudos de Chen et al. (2009) mostraram que os ameloblastomas
possuiam uma rica rede vascular e que sua MVD aumentou com a recorréncia e
transformacdo maligna. Os TOQs também apresentaram imunomarcac¢ao para o0 CD34 em
todos os especimes e apresentou uma MVD bastante elevada.

Nonaka et al. (2012), com objetivo de esclarecer as diferencas de comportamento
biolégico entre 0 TOQ associado a Sindrome de Gorlin-Goltz e os tumores odontogénicos

quetatocisticos isolados, avaliou o indice angiogénico através do CD34 nessas lesdes. Embora
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os autores ndo tenham observado diferengas estatisticamente significantes do indice
angiogénico entre os grupos de lesbes, os autores sugeriram que a agressividade do tumor
odontogénico queratocistico associado a sindrome de Gorlin em relacdo aos TOQs isolados
pode ocorrer por possiveis diferencas qualitativa na sua vascularizagéo.

Gadbail et al. (2013) avaliaram o processo de angiogénese em AM, TOQ e CD
utilizando o marcador CD105. Os resultados mostraram que a CD105 (endoglina) foi
altamente expressa em microvasos de todos os casos de AM e TOQ quando comparados com
0 CD e a mucosa oral normal. Os autores sugeriram que a angiogénese tumoral pode

desempenhar um papel importante no comportamento bioldgico agressivo do AM e TOQ.

2.5 LINFANGIOGENESE

Um dos critérios utilizados para avaliar o prognostico de uma lesdo maligna é a
identificacdo da presenca de metastase linfonodal (MARINHO et al., 2008). A principal via
de disseminacdo de células tumorais para os linfonodos ocorre através dos vasos linfaticos
(XUAN et al., 2005; RONCATI et al, 2014). No entanto, pouco se sabe a respeito dos
mecanismos de formacao desses vasos, processo denominado de linfangiogénese (VLEUGEL
et al., 2004). Acredita-se que durante a embriogénese, a linfangiogénese possa ocorrer de duas
maneiras: uma nova diferenciacdo do endotélio linfatico, através de linfoblastos e/ou atraves
de brotamento de vasos pré-existentes (OLIVER et al., 2002; AGARWAL et al., 2005).

A identificacdo de vasos linfaticos é dificil em Iaminas coradas com HE. Geralmente o
diagnostico se baseia na presenca de émbolos tumorais dentro dos canais vasculares
revestidos por uma Unica camada de células endoteliais sem a presenca das células vermelhas
sanguineas. Porém, isso pode ser confundido com artefatos de retragdo do tecido durante sua
fixacdo (YONEMURA et al., 2006, MARINHO et al., 2008; LAl et al, 2014).

Estudos de vasos linfaticos tém sido limitados pela falta de marcadores especificos e
devido a isso sua identificacdo ndo tem sido confidvel. Alguns anticorpos tém sido utilizados
na tentativa de resolver este problema, tais como VEGF-C, LYVE-1 e Prox-1 (KAIPAINEN
et al.,, 1995, BREITENEDER-GELEFF et al., 1999; BANERJI et al. 1999; WIGLE &
OLIVER, 1999; STACKER et al., 2001). No entanto, nenhum destes anticorpos apresentou
uma marcacao especifica para vasos linfaticos, podendo também marcar vasos sanguineos e
outros tipos de células (BREITENEDER-GELEFF et al., 1997; VALTOLA et al., 1999;
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PARTANEN et al., 2000; JUSSILA & ALITALO, 2002; MOUTA CARREIRA et al., 2001).

Recentemente, o anticorpo monoclonal D2-40 vem sendo utilizado como um
marcador seletivo para endotélio de vasos linfaticos e tem sido considerado uma ferramenta
confiavel e Gtil na identificacdo de linfangiogénese em carcinoma de mama (MARINHO et
al., 2008) e de cancer de colon (LAl et al, 2014). O D2-40 (Podoplanina) é uma glicoproteina
transmembranar do tipo mucina identificado em poddcitos renais (DOBBS et al., 1998;
REINHARD et al., 2012). O D2-40 marca apenas o endotélio dos vasos linfaticos e
linfangiomas (BREITENEDER-GELEFF et al., 1997, LAI et al, 2014). Em contraste, 0s
hemangiomas, tumores glomicos, angiolipomas, granulomas piogénicos, e malformacdes
vasculares ndo apresentaram quaisquer marcagdo (KAHN; MARKS, 2002; MARINHO et al.,
2008; LAl et al, 2014)

Segundo Cimpean et al. (2011), a formacdo de novos vasos linfaticos, processo
denominado linfangiogénese, foi avaliada em varios tipos de tumores, tais como neoplasias de
célon (DUFF et al., 2007), cancer de mama (LIU et al., 2009) e tumores malignos do es6fago
(SAAD et al., 2009). O envolvimento dos vasos linfaticos no desenvolvimento de tumores,
progressdo e metastases continua a ser um campo de debate (CIMPEAN, 2011). Poucos
artigos descrevem a densidade de vasos linfaticos e o papel da linfangiogénese na progressao
de neoplasias (LONGATTO-FILHO et al., 2007). A relacédo entre linfangiogénese e a invasao
de céancer cervical foi sugerida e o fator de crescimento endotelial vascular C (VEGF —C)
considerado como um possivel promotor de metastase nos linfonodos pélvicos no cancer
cervical invasivo (HASHIMOTO et al., 2001).

2.5.1 LINFANGIOGENESE EM TUMORES ODONTOGENICOS

A expressao do D2-40 foi revelado em diferentes drgdos, incluindo tecidos
odontogénicos (ZUSTIN et al., 2010). Em estudo recente, 0 D2-40 foi encontrado fortemente
expresso em TOQ (ZUSTIN et al, 2010; OKAMOTO et al, 2010; FRIEDRICH et al, 2012;
CAETANO et al. 2013), tumor odontogénico adenomatdide (ZUSTIN et al., 2010;) e
ameloblastomas solidos (GONZALES-ALVA et al., 2009; ZUSTIN et al., 2010).

Gonzalez-Alva et al. (2009) investigaram a expressao e distribui¢do da podoplanina no
ameloblastoma, na tentativa de avaliar o seu papel na progressdo do tumor. Além disso, 0s
autores examinaram a presenga do marcador epitelial E-caderina e vimentina para investigar
sua associagdo com a expressao da podoplanina. A coloragéo positiva ao D2-40 observada no

ameloblastoma, juntamente com a expressao do marcador epitelial de E-caderina, e a ligeira
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auséncia de expressao da vimentina sugerem um papel da podoplamina na invasividade do
tumor através da migracdo de células coletivas em que o interrupitor E-caderina parece ndo
estar envolvido. Segundo os autores, a coloracdo especifica da podoplanina nos
ameloblastomas pode ser uma ferramenta Util para a classificagdoo dos tumores
odontogénicos.

Zustin et al. (2010) avaliaram e compararam a expressdo da podoplanina em germes
dentarios, dentes humanos permanentes e lesdes odontogénicas — CRs, cistos foliculares
(CFs), TOQ, tumor odontogénico adenomatdide (TOA) e AM. Em conclusdo, os autores
mostraram ser posssivel a deteccdo da expressdo da podoplanina em tecidos humanos do
germe dentario de dentes permanentes e em células da camada basal do epitélio no front
invasivo de varias lesbes odontogénicas epiteliais e sugeriram que esta proteina pode estar
envolvida na proliferacdo celular destas lesdes.

Okamoto et al. (2010) examinaram se a expressao da podoplanina esta relacionada
com o carater neoplésico e desta forma ser utilizada como um pardmetro Gtil para avaliacdo
dos TOs. Os autores observaram que a expressao da podoplanina é forte no epitélio dos TOs,
porém negativo no ectomesénquima e em estruturas quiencentes e maduras. Esse padrdo de
expressdo, de acordo com 0S mesmos autores, sugere que a expressdo da podoplanina é
necessaria durante processos que exigem elevadas atividades celulares, tais como proliferacdo
e diferenciacédo e que nos tumores odontogénicos a podoplanina parece participar no processo
de invasdo local de tais neoplasias e coordenar o movimento do citoesqueleto.

Friedrich et al. (2012) avaliaram a expressdo da podoplanina em TOQs associados a
Sindrome de Gorlin-Goltz. De acordo com os autores, a expressao desta proteina é capaz de
promover a formacdo de extensfes de células alongadas e aumentar a adesdo e migracao de
células inflamatétias. Além disso, ainda de acordo com 0s mesmos autores, a expressdo da
podoplanina no TOQ esta possivelmente associada a invasao lenta das estruturas adjacentes e
a recidiva caracteristica desta lesdo.

Caetano et al. (2013) investigaram a expressdo da podoplanina em tumores
odontogénicos epiteliais com e sem ectomesénquima com o objetivo de verificar a associacdo
entre sua imunoexpressdo e atividade proliferativa em TOQs e cistos odontogénicos
ortoqueratinizados. Seus resultados mostraram que a podoplanina pode estar relacionada com
a atividade proliferativa no TOQ e pode ter um papel no processo de invaséao loal de tumores

odontogénicos com e sem ectomesénquima.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a participacdo de componentes celulares estromais (mastocitos,
miofibroblastos e macréfagos) e vasculares (CD34 e D2-40) em uma serie de TOQ, na
tentativa de fornecer subsidios para compreender a interacdo entre esses componentes e 0
comportamento bioldgico distinto desta lesdo. Para fins comparativos, cistos radiculares e

foliculos pericoronarios também foram incluidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Analisar a presenca e a localizacdo de mastdcitos, miofibroblastos, macr6fagos, vasos

sanguineos e vasos linfaticos no TOQ, CR e FP;

3.2.2 Analisar a relacdo entre os diferentes componentes celulares (mastocitos,

miofibroblastos e macrofagos) e vasos sanguineos e linfaticos presentes em TOQ, CR e FP;
3.2.3 Correlacionar os achados correspondentes aos diferentes componentes celulares

(mastdcitos, miofibroblastos e macrofagos) e vasculares (vasos sanguineos e linfaticos)
presentes no TOQ, CR e FP;
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4. METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia da UFBA, para a devida avaliacdo, e aprovado, sob protocolo
13778513.0.0000.5024, parecer n°646.081.

4.2 SELECAO DOS CASOS

Foram analisados 30 casos de TOQs obtidos a partir dos arquivos do Laboratorio de
Patologia Cirargica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
(FOUFBA). O diagnostico histopatoldgico foi revisado e classificado por um patologista oral
com base na classificacdo da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) de 2005. O experimento
foi realizado no Laboratério de Anatomia Patolégica da FOUFBA em parceria com o Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM-FIOCRUZ — Bahia).

A amostra representativa do TOQ foi comparada com 15 casos de CRs obtidos
também a partir dos arquivos do Laboratério de Patologia Cirtrgica da FOUFBA e 07 FPs de
terceiros molares inclusos, obtidos por meio de cirurgia, realizada no Centro de

Especialidades Odontolégicas (CEO) de Camacari.

4.3 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Para realizagdo da técnica imuno-histoquimica foram utilizados cortes histologicos de
3um de espessura a partir do material embebido em formol (10%) e incluidos em parafina,
sendo os cortes estendidos sobre laminas de vidro previamente silanizadas. Os cortes

histologicos foram desparafinados em dois banhos de xilol por 15 minutos em temperatura
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ambiente. Posteriormente, foram re-hidratados em dois banhos de alcool absoluto por 5
minutos em temperatura ambiente. As informacdes referentes aos anticorpos primarios tais
como, especificidade, clone, solucdo recuperadora antigénica, diluicdo e tempo de incubacéo

estdo descritas na tabela a seguir:

Tabela 1. Especificidade, clone, tratamento para recuperacdo antigénica, diluicdo e controle dos anticorpos
primarios utilizados no estudo imuno-histoquimico.

Especificidade Clone Recuperacdo Diluicéo Tempo de Fabricante
Antigénica incubacdo
Mastcell Triptase AAl Tripsina 1% a 37°C 1:50 30 min DAKO*
SMA 1A4 Citrato pH 6.0 2 98°C 1:150 45 min DAKO*
CD163 SC/20066 Citrato pH 6.0 2 98°C 1:100 45 min SANTA
CRUZ
CD34 QBEND 10  Citrato pH 6.0 2 98°C 1:50 45 min DAKO*
Antipodoplanina D240 Citrato pH 6.0 2 98°C 1:200 45 min DAKO*

* Dako Corporation, Carpinteria, CA (USA)

Apdbs lavagem em &gua corrente e dois banhos em &agua destilada, foi realizada a
recuperacdo antigénica. Em seguida, foi necessario esperar os cortes atingirem a temperatura
ambiente, para entdo serem novamente lavados em &gua corrente acompanhados de duas
passagens em agua destilada. Posteriormente, o bloqueio da peroxidase endogena foi
realizado por 10 minutos, protegido da luz, em uma solucéo de perdxido de hidrogénio a 3%
e 4gua destilada.

ApoOs repetir a lavagem em agua corrente e agua destilada, os cortes histologicos
foram imersos em solucdo de Tris-Hcl/BSA 1% (solucdo salina fosfatada/ soro albumina
bovina), Tris-Hcl/Triton e dgua destilada, sendo 5 minutos cada. Em seguida, foi realizado o
bloqueio de proteinas (Dako Corporation, Carpinteria, USA) por 10 minutos. Em seguida o
anticorpo foi incubado conforme tempo exposto na tabela 1.

Os cortes foram imersos em dois banhos da solucéo de Tris-HCI/BSA 1% durante 5
minutos. Posteriormente, esses cortes foram incubados com o sistema polimérico de
amplificagdo EnVision (Dako Corporation, Carpinteria, USA) a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Esta etapa foi sucedida por nova imersdo em solucdo de Tris-HCI/BSA

1% como ja descrito anteriormente. Para revelacdo da reagéo foi utilizado o cromogeno DAB
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(3,3’- diaminobenzidina, Dako Corporation, Carpinteria, USA) em camara escura por 5
minutos. Em seguida, ap6s nova lavagem em &gua destilada, as sec¢des teciduais foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 15 segundos e novamente lavadas. Apos
desidratacdo e diafanizacdo, as laminas foram montadas.

O controle positivo das reacbes com os anticorpos mastcell triptase, a-SMA, CD163,
CD34 e D2-40 foi realizado usando tecidos com conhecida positividade para estes anticorpos.
Para o controle negativo, os anticorpos primarios foram substituidos por solucdo de soro ndo

imune.

4.4 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Apo0s o processamento dos cortes histoldgicos, cada espécime foi analisado por dois
examinadores previamente treinados, a microscopia de luz de alta definicdo
(AXIOSTARPLUS, ZEISS, Germany, 2008), com um aumento de 400x em até 10 campos, e
transferidas para um monitor de video por um sistema computadorizado. A captura foi
realizada através de uma camara digital (AXIOCAM ICc3, ZEISS, Germany, 2008).

Para o marcador mastcell triptase e, consequente avaliagdo dos mastdcitos, foi
empregada a metodologia proposta por Pereira et al. (2012) . O exame imuno-histoquimico
das células mastocitarias foi realizado identificando a presenca ou auséncia dessas células no
TOQ. Foram considerados positivos 0s casos onde as células mastocitarias exibiram marcacao
de cor castanha. Além disso, caracterizou-se o formato das células mastocitarias e presenca de
degranulacdo. A quantificacdo de células positivas ao marcador mastcell triptase foi calculada
pela proporcdo do nimero médio em cada caso. Apds esta etapa, calculou-se a densidade das
células mastocitarias, dividindo-se o nimero médio de mastocitos encontrado pela area
analisada, obtendo-se uma média de densidade de mastécitos por mm?.

Para 0 marcador alfa-SMA e consequente avaliacdo dos MFs, foi empregada a
metodologia proposta por Vered et al. (2005). Sob aumento de 100x, imediatamente abaixo
do revestimento epitelial, foram selecionados 10 campos de maior imunorreatividade ao
anticorpo anti-alfa-SMA. Em cada um destes campos, sob aumento de 400x, foram
quantificadas as celulas positivas, excluindo-se aquelas situadas na periferia de vasos

sanguineos. Os valores obtidos em cada um destes campos foram somados, estabelecendo-se
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0 numero total de células positivas ao anti-alfa-SMA. Com este ultimo dado, calculou-se a
densidade média de células alfa-SMA positivas por mm?,

Para o anti-CD163 foi utilizada a mesma metodologia empregada para a contagem dos
mastocitos.

Para o anti-CD34, foi realizado o exame imuno-histoquimico, identificando a presenca
ou auséncia dos vasos sanguineos no TOQ, para posterior estabelecimento do indice
angiogénico. Foram considerados positivos os casos onde as células endoteliais exibiram
marcacdo de cor castanha. O indice angiogénico foi avaliado por meio da determinacdo da
densidade microvascular (MVD). Para tal fim, a metodologia empregada no estudo de Maeda
et al. (1995) foi adaptada ao presente estudo. Sob aumento de 100x, imediatamente abaixo do
revestimento epitelial, foram selecionados 10 campos de maior imunorreatividade ao anti-
CD34. Posteriormente, sob aumento de 400x, foram quantificados os microvasos em cada um
desses campos. Os valores obtidos em cada campo foram somados, estabelecendo-se o
namero total de microvasos. Finalmente, calculou-se a densidade média de microvasos por
mm?. Baseando-se nos critérios descritos por Weidner et al. (1991), considerou-se também
como microvasos as células imunopositivas isoladas, bem como os grupos de células
imunopositivas, independente da presenca de um Iimen conspicuo. Além disso, grupos de
células endoteliais isoladas que poderiam constituir secgdes distintas do mesmo microvaso
foram consideradas como microvasos distintos e foram excluidos vasos calibrosos com Iimen
superior a 50 micrémetros.

Para o anti-D2-40, realizou-se o exame imuno-histoquimico, identificando a presenca
ou auséncia dos vasos linfaticos no TOQ, para posterior estabelecimento do indice
linfangiogénico. Considerou-se positivos os casos onde as células endoteliais linfaticas
exibiram marcacdo de cor castanha. O indice linfangiogénico foi avaliado por meio da
determinacdo da densidade microvascular linfatica (LMVD) por mm? utilizando-se a
metodologia empregada no estudo de Maeda et al. (1995), adaptada para andlise deste
marcador.

Em adicdo, foi avaliada a presenca de infiltrado inflamatério nos TOQs. Os casos de
TOQs em que havia presenca de inflamagdo moderada a intensa foram classificados com
inflamacéo significativa. Quando a presenca de infiltrado inflamatorio era discreta, os TOQs
foram classificados como tendo inflamac&o néo significativa.

Todos os casos de CRs mostraram inflamacao significativa.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores dos dados obtidos foram expressos em densidade média/mm? +- desvio
padrdo. Os célculos estatisticos foram feitos utilizando o programa MINITAB. 2008. Minitab
for Windows [Minitab-Inc, USA] versdo 14. English Ink Copyright [C]. Para os testes entre
0s marcadores segundo o tipo de leséo, foi utilizado o teste de Andlise de Variancia Simples
(One-Way ANOVA) com poés-teste de correcdo de Tukey. Para a correlagdo entre os
marcadores dentro de uma mesma leséo, utilizamos a Correlagéo de Pearson ajustada. Para a
associacdo, no TOQ, entre os marcadores e a presenca de inflamacdo, utilizamos o Teste T de
Student. Todas as analises foram realizadas com 95% de confianca, ou seja, o nivel de

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

Os dados referentes as caracteristicas clinicas e demograficas dos TOQs e CRs estdo

dispostos na tabela 2, e os dados referentes ao FPs estdo dispostos na tabela 3.

Tabela2 - Distribuicdo das caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com tumor

odontogénico queratocistico e cisto radicular.

TOQ CR

Variavel
Sexo

Masculino 16 06

Feminino 14 09
Cor

Faioderma 04 -

Melanoderma 07 -

Parda 03 -

N&o Informado 16 15
Idade

Média 33,6 (08 — 73 anos) 43,13 (17 — 66 anos)
Localizacao

Maxila 02 07

Mandibula 28 02

Né&o Informado - 06
Regido

Anterior 05 -

Posterior 25 -

Né&o informado - 15
Recidiva

Sim 03 -

Néo 12 -

N&o Informado 15 -
N 30 15

N: NUmero de pacientes; TOQ: Tumor odontogénico queratocistico ; CR: Cisto radicular; “-*“ Nio se

aplica
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Tabela3 -  Distribuicdo das caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes que foram removidos
os foliculos pericoronarios

Foliculo Pericoronario

Variavel
Sexo
Masculino 02
Feminino 05
Cor
Faioderma 0
Melanoderma 02
Parda 05
Idade
Média 21,7 (17 — 30 anos)
Localizacao
Maxila 0
Mandibula 07
Pericoronarite associada
Sim 01
Né&o 06
Orgéo dental totalmente formado
Sim 05
Néo 02
N 07

N: NUmero de pacientes

5.1 IMUNOEXPRESSAO DO MAST CELL TRIPTASE

As células mastocitarias foram identificadas pela imunorreatividade ao anticorpo mast
cell triptase que revelou a existéncia destas células em todos os espéecimes de TOQs. Os MCs
apresentaram formatos variados, ocorrendo a predominancia da forma arredondada e também
ovalada (Figura 02 A e Figura 04 A). Sua distribuicdo ocorreu especialmente no tecido
estromal do TOQ (Figura 01 A e B), sendo que quando presentes no revestimento epitelial
(Figura 02 B) , estas localizavam-se na camada basal e supra-basal, o que foi observado em
12,2% (n=04) dos casos (Figura 02 E e F). Comumente eram visualizados na proximidade de

vasos sanguineos (Figura 01 C e D), e em meio a &reas com presenca de infiltrado
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inflamatorio cronico (Figura 02 C e D) . Apds contagem das células e calculada a densidade
dos mastdcitos/mm?, foram constatados valores médios que variaram de 3,4 a 10,1 (média =
7,398 = 1,653). Alem da presenca dos MCs contendo granulos citoplasmaticos marrons, foi
observada a presenca destes granulos dispersos em torno das células marcadas, sugerindo
degranulacdo (Figura 01 A e B).

Na analise dos CRs, os MCs foram encontrados em todos os 15 casos, principalmente
na regido perivascular, na parede de tecido conjuntivo fibroso (Figura 3 C). MCs também
estavam presentes tanto em regides profundas da capsula fibrosa, quanto em regibes
superficiais e sua maior concentracdo ocorreu proxima a areas inflamadas (Figura 3 E - G).
Frequentemente, visualizamos MCs em processo de degranulagdo (Figura 3 G e H). Em
alguns espécimes visualizamos mastécitos distribuidos no interior do revestimento epitelial
ciscito e no limen cistico (Figura 03 A- D). A densidade dos mastdcitos no CR apresentou
valores médios que variaram de 10,63 a 38,29 (média = 22,7 + 8,15).

Nos FPs, os mastécitos foram encontrados em 57,14% (n=04) dos casos analisados
(Figura 04 B). Em 42,86% (n=3) houve auséncia completa de células mastocitarias. A
densidade dos mastocitos no FP apresentou valores médios que variaram de 0,0 a 5,78 (média
=1,234 + 2,072). A figura 04 mostra um mastocito degranulando no FP.

Os resultados da analise estatistica ANOVA da densidade de mastocitos/mm? estio
dispostos na tabela 04 e sua representagdo grafica esta exposta no Grafico 1 (pg. 47).

Tabela4- Resultado da andlise estatistica ANOVA da densidade média dos mastdcitos/ mm?

Variavel (n) Média Desvio Padréo P. Valor

Expressdo Mastcell

TOQ 30 7,398 1,653 0,00*
CR 15 22,70 8,15 0,00*
FP 7 1,234 2,072

n: namero de lesbes; CR: Cisto radicular; FP: Foliculo pericoronario, TOQ: Tumor odontogénico

queratocistico; (*) Estatisticamente significativo

Estatisticamente, houve diferenca significativa entre a densidade de células

mastocitarias presentes nos CRs (22,7 £8,15) em relacdo com os FPs (1,23 £ 2,072) e TOQs
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(7,398 + 1,653), com um p valor= 0,00. Aleém disso, houve diferenga estatisticamente
significante entre a quantidade mastocitos no TOQ em relagdo aos FP, com um p valor = 0,00.

Figura 1. Tumor odontogénico queratocistico. A — numerosas células mastocitarias presentes ao longo da parede fibrosa — B — Detalhe da
figura anterior monstrando células com formato variado na parede fibrosa — C — Mastdcitos alongados concentrados na regido mais
superficial da parede fibrosa, mas também distribuidos mais profundamente — D — Detalhe da figura anterior monstrando mastécitos
préximos de vasos sanguineos.

45



T A e A

DR
v
AR

Figura 2. Tumor odontogénico queratocistico com inflamagéo. A - Mastdcitos arredondados e ovalados distribuidos proximos ao epitélio
de revestimentos e concentrados em meio a raras células inflamatérias cronicas — B — Raros mastdcitos em meio a discreta inflamagao
cronica e dentro do epitélio de revestimento — C — Numerosos mastécitos de formatos variados em meio a moderada inflamagéo crénica — D
— Poucos mastécitos em meio a marcante inflamagdo cronica — E — Mastécitos acumulados dentro da camada basal do epitélio de
revestimento e por entre raras células inflamatdrias cronicas — F — Mastocitos dendriticos na superficie epitelial e arredondados na parede
fibrosa também com raras células inflamatdrias cronicas.
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Figura 3. Cisto radicular. A — Mastoécitos distribuidos no interior do revestimento epitelial cistico, arredondados, no limen cistico e no
topo direito junto com células inflamatérias cronicas — B — Detalhe da figura anterior monstrando mastdcitos intraepiteliais e no Iimen
cistico — C — Mastocitos distribuidos ao longo do revestimento epitelial cistico, na parede fibrosa e no limen cistico — D — Mastdcitos
intraepiteliais e por entre fendas de colesterol — E — Numerosos mastdcitos ao longo de significante inflamacéo cronica e circundado
proliferagdes epiteliais semelhantes ao tumor odontogénico escamoso — F — Mastdcitos distribuidos ao longo de marcante inflamacéo
cronica e dentro dos restos epitelias odontogénicos — G — Mastdcitos ao longo de inflamagéo e degranulando-se — H — Detalhe da foto
anterior mostrando mastécitos degranolando-se.
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Figura 4. A — Tumor odontogénico queratocistico. Mastdcitos alogongados e arrendondados — B — Foliculo pericoronario. Mastécito
degranulando (seta).

5.2 IMUNOEXPRESSAO DO SMA

A avaliacdo dos MFs, identificados pela imunorreatividade ao anti- alfa-SMA, revelou
a existéncia deste componente celular em todas as amostras de TOQ (n=30) analisadas
(Figura 05 A — H). Sua morfologia variou do fusiforme ao estrelado (Figura 05 A e B). Estas
células estavam localizadas no estroma, logo abaixo do epitélio, na maioria das vezes de
forma isolada, dispostas ou ndo paralelamente a superficie epitelial (Figura 05 C e D). Nas
areas em que ndo havia revestimento epitelial, o estroma demonstrou auséncia de MFs.
Eventualmente, encontramos MFs em areas inflamadas (Figura 05 E e F), embora na maioria
das vezes tenhamos identificado este componente celular em &reas com auséncia de
inflamacdo. Foram observados valores médios que variaram de 7,44 a 49,46 (média= 29,25 +
15,18). O musculo liso das paredes dos vasos sanguineos das amostras também demostraram
positividade para a-SMA em todos os espécimes, mas foram excluidos da andlise.

A analise do anti-SMA nos CRs revelou existéncia de MFs em 100% dos casos (n=15)
analisados (Figura 06 A-F). Sua morfologia apresentou-se sob formas variadas, abaixo do
eptélio cistico e na profundidade da parede fibrosa (Figura 05 G e H). Na presenca de tecido
de granulacdo, os MFs apresentaram diferentes formatos (Figura 06 D). Foram encontrados
valores médios que variaram de 1,1 a 8,82 (média = 4,66 + 2,598).

Nos FPs, apesar da analise do marcador anti-SMA revelar existéncia de MFs em 100%

dos casos (n=7) analisados (Figura 06 G), eles ndao eram frequentes. Sua morfologia
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apresentou apenas o formato fusiforme (Figura 06 G). Foram encontrados valores médios que
variaram de 1,06 a 2,06 (média = 1,49 + 0,445).
Os resultados da anélise estatistica ANOVA da densidade de miofibroblastos/mm?

estdo dispostos na tabela 05 e sua representacdo grafica esta exposta no Gréafico 1 (pg. 47).

Tabela5-  Resultado da anlise estatistica ANOVA da densidade média dos miofibroblastos/mm?

Variavel (n) Média Desvio Padréo P. Valor

Expressédo a - SMA

TOQ 30 29,25 15,18 0,00%*
CR 15 4,663 2,60
FP 7 1,50 0,445

n: nimero de lesGes; CR: Cisto radicular; FP: Foliculo pericoronario; TOQ: Tumor odontogénico

queratocistico;(*) Estatisticamente significativo

Estatisticamente, houve diferenca significativa entre a densidade de MFs presentes nos
TOQs (29,25 + 15,18) em relacdo aos CRs (4,663 £ 2,598) e os FPs (1,50 + 0,44), com um p
valor= 0,00. A diferenca da densidade de MFs entre os CRs e FPs ndo foi estatisticamente

significante (p>0.05).
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Figura 5. Tumor odontogénico queratocistico. A — Miofibroblastos fusiformes presentes em diferentes direcdes por toda a parede cistica
—B — Detalhe da figura anterior — C — Miofibroblastos fusiformes assumindo uma posi¢do mais parelela em relagdo a superficie epitelial — D
— Detalhe da figura anterior — E — Notar marcante presenca de miofibroblastos fusiformes ou n&o, concentrados em area de tecido de
granulagdo e a direita onde o revestimento epitelial ndo sofreu alteracdo ou modificacdo, observar auséncia de miofibroblastos. — F —
Detalhe da figura anterior — G - Miofibroblastos fusiformes dispostos paralelamente a superficie epitelial mais concentrados na
profundidade da parede cistica — H — Detalhe morfolégico de um miofibroblasto fusiforme posicionado na regido subepitelial.
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Figura 6. Cisto radicular. A — Observar poucos miofibroblastos paralelos ao revestimento cistico (seta) ao lado de vasos sanguineos — B —
Detalhe da figura anterior mostrando um miofibroblasto volumoso e fusiforme (seta) — C — Miofibroblastos fusiformes ao longo da parede
cistica — D — Detalhe da figura anterior mostrando miofibroblastos de formato ovalar e fusiforme ao lado de inflamagéo cronica — E —
Concentragdo de miofibroblastos fusiformes paralelos a superficie epitelial e dispostos na profundidade da parede cistica — F —
Miofibroblastos fusiformes na parede cistica — G — Foliculo pericoronario. Miofibroblasto fusiforme.
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5.3 IMUNOEXPRESSAO DO CD163

Os macréfagos CD163" estavam presentes em 73,33 % dos casos de TOQ (n=22).
Observou-se células arredondadas na maioria das vezes, contendo no seu interior granulos
castanho-pardo. A sua distribuicdo ocorreu abaixo do revestimento epitelial e, quando a
inflamacéo era significativa, em regides mais profundas na capsula fibrosa (Figura 07 A - D).
Encontramos também em 6,6% (n=2), macrofagos localizados no eptélio do tumor (Figura 07
B) Foi observada uma densidade média de macrofagos marcados positivamente pelo CD163
que variaram de 0,00 a 9,78 (média= 2,31+ 2,921).

Nos CRs, observou-se imunomarcagdo positiva do CD163 em 80% dos casos (n=12)
analisados (Figura 07 E). Em trés espécimes (20%) ndo foram encontrados macréfagos
CD163"

Os macrofagos foram encontrados em 4areas superficiais e profundas,
independentemente da presenca ou ndo de inflamacdo. Encontrou-se valores médios que
variaram de 0,0 a 4,25 (média= 1,42 * 1,362).

Nos FPs, observou-se imunomarcacgéo positiva em 71,42% dos casos (n=5) analisados
(Figura 07 F), mas os macrofagos ndo eram frequentes. Em dois espécimes (28,58%) nédo
foram encontrados macr6fagos. Encontrou-se valores médios que variaram de 0,0 a 0,53
(média= 0.143 + 0,151).

Os resultados da analise estatistica ANOVA da densidade dos macrofagos/mm” estido

dispostos na tabela 06 e sua representagdo grafica esta exposta no Grafico 2 (pg. 47).

Tabela 6-  Resultado da analise estatistica ANOVA da densidade média dos macréfagos/mm?

Variavel (n) Média Desvio Padréo P. Valor

Expressédo CD 163

TOQ 30 2,310 2,921 0,084
CR 15 1,423 1,362
FP 7 0,143 0,151

n: namero de lesdes; CR: Cisto radicular; FP: Foliculo pericoronario; TOQ: Tumor odontogénico

gueratocistico.
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Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa entre a densidade de macréfagos
presentes nos TOQs (2,310 + 2,921), CRs (1,423 + 1,362) e FPs (0,143 £0,151), com um p
valor=0,084.

Figura 7. Tumor odontogénico queratocistico. A — Presenca de macréfagos CD163 positivos ao longo da parede fibrosa e no revestimento
epitelial cistico — B — Notar célula CD163 positiva (setas) dentro do revestimento epitelial cistico — C — Lesdo modificada por tecido de
granulagéo e inflamagéo cronica marcante mostrando células CD163 positivas quer na parede fibrosa quer na superficie epitelial — D —
Numerosos macréfagos CD163 positivos em area com inflamagéo cronica — E — Cisto radicular. Poucos macréfagos na parede fibrosa
(setas) — F — Foliculo pericoronario. Macréfagos CD163 positivos da parede do foliculo.
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5.4 IMUNOEXPRESSAO DO CD34

A avaliagdo do marcador anti-CD34 nos TOQs revelou sua imunoexpressao em
células endoteliais de vasos com lumen conpiscuo, grupos de células endoteliais sem um
limen vascular distinto e células endoteliais isoladas (Figura 08 A e B). A analise do indice
angiogeénico, por meio da MVD no TOQ demonstrou valores médios que variaram de 5,53 a
27,3, com uma média de 16,58 £ 5,98.

A andlise do indice angiogénico, por meio da MVD nos CRs, demonstrou valores
médios que variaram de 4,68 a 25,53, com uma média de 14,09 £ 5,83. As células marcadas
positivamente pelo CD34 localizaram-se em 100% dos casos na capsula fibrosa dos CRs, e
sua maior concentracdo deu-se proximo ao infiltrado inflamatério (Figura 08 C).

Nos FPs, a avaliagdo do marcador anti-CD34 revelou sua imunoexpressdo em 100%
dos casos - n=7 (Figura 08 D). A analise do indice angiogénico, por meio da MVD no FP,
demonstrou valores médios que variaram de 5,42 a 20,00, com uma média de 13,32 +4,85.

Os resultados da analise estatistica ANOVA da densidade microvascular/mm? estio
dispostos na tabela 07 e sua representagdo grafica esta exposta no Grafico 3 (pg. 47).

Tabela7-  Resultado da andlise estatistica ANOVA da MVD média/mm?

Variavel (n) Média Desvio Padréo P. Valor

Expressdo CD 34

TOQ 30 16,58 5,98 0,244
CR 15 14,09 5,83
EP 7 13,32 4,85

n: nimero de lesées; CR: Cisto radicular; FP: Foliculo pericoronério; TOQ: Tumor odontogénico

gueratocistico; MVD: Densidade microvascular; (*) Estatisticamente significativo

Estatisticamente, ndo houve diferenca significativa entre a densidade microvascular
dos TOQs (16,58 + 5,98), FPs (13,32 + 4,85) e CRs (14,09 + 5,83) com um p valor= 0,244.
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Figura 8. Tumor odontogénico queratocistico — A — Numerosos vasos sanguineos CD34 positivos proximos ou ndo ao revestimento
epitelial cistico — B — Vasos sanguineos concentrados proximos a revestimento epitelial cistico — C — Cisto radicular. Tecido de
granulagéo com vasos neoformados — D — Foliculo pericoronario.Vasos sanguineos CD34 positivos na parede fibrosa do foliculo.

5.5 IMUNOEXPRESSAO DO D2-40

A avaliacdo do marcador D2-40 demonstrou sua imunoexpressdo em vasos linfaticos
com lamen conpiscuo e grupos de células linfaticas sem um lamen vascular distinto. VVasos
linfaticos foram encontrados em 96,6 % dos TOQs analisados (n=29), mas eram mais
evidentes em locais distantes do epitélio (Figura 09 A e B). A analise do indice
linfangiogénico, por meio da densidade microvascular linfatica (MVDL) nos TOQs
demonstrou valores médios que variaram de 0,0 a 28,29, com média de 11,64 + 6,56. Uma
forte expressdo do D2-40 foi encontrada na membrana celular e no citoplasma das células
epiteliais da camada basal e supra-basal (Figura 09 C — F) em 100% dos TOQs analisados
(n=30). As células periféricas dos cistos satélites, quando presentes, também demonstraram

imunorreatividade membranar e cistoplasmética para o D2-40.
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A avaliagdo do marcador D2-40 nos CRs mostrou sua imunoexpressdo em vasos
linfaticos com limem vascular conpiscuo. Observamos expressao variavel da podoplanina na
membrana celular e no citoplasma das células epiteliais (Figura 10 A-C). A analise do indice
linfangiogénico, através da DMVL nos CRs revelou valores médios que variaram de 0,0 a
5,31 (média= 4,19 *+ 1,253). Foram encontrados vasos linfaticos de forma escassa e estes
estiveram presentes em 93,3% dos CR analisados (n=14), no tecido de granulacéo.

A avaliacdo do marcador D2-40 nos FPs mostrou imunoexpressdo em 57,14% (n=4)
dos casos. Em trés espécimes (42,86%) ndo houve marcacdo para o referido anticorpo. Em
alguns espécimes, houve marcacdo em restos epiteliais quando estes estiveram presentes
(Figura 10 D e E). A andlise do indice linfangiogénico, atraves da DMVL nos FPs revelou
valores médios que variaram de 0,0 a 0,55, com uma média=0,167 + 0,224.

Os resultados da analise estatistica ANOVA da densidade microvascular linfatica/mm?

estdo dispostos na tabela 08 e sua representacao grafica estd exposta no Grafico 3 (pg. 47).

Tabela8-  Resultado da analise estatistica ANOVA da LMVD média/mm?

Varidvel (n) Média Desvio Padréo P. Valor

Expressdo D2 — 40

TOQ 30 11,64 6,56 0,00%*
CR 15 4,19 1,253
FP 7 0,167 0,224

n: nimero de lesGes; CR: Cisto radicular; FP: Foliculo pericoronario; TOQ: Tumor odontogénico

queratocistico; LMVD: Densidade microvascular linfatica; (*) Estatisticamente significativo

Estatisticamente, houve diferenca significativa entre a densidade microvascular
linfatica presente nos TOQs (11,64 + 4,19) em relacdo com os CRs (4,19 £ 1,253) e os FPs
(0,167 + 0,224), com um p valor= 0,00. A diferenca entre a densidade de miofobroblastos
entre os CRs e FPs ndo foi estatisticamente significante.
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Figura 9. Tumor Odontogénico queratocistico. A — Camada basal e suprabasal do revestimento epitelial cistico positivo ao D2-40;
notar vasos também positivos na parede fibrosa — B — Vasos linfaticos D2-40 positivos — C — Revestimento epitelial cistico com células
basais e suprabasais, bem como vasos e células estromais positivos ao D2-40 — D — Detalhe da figura anterior — E e F — Revestimento
epitelial cistico com brotamentos epiteliais positivos ao D2-40; notar que a profundidade atinge até mais do 1/3 do revestimento
epitelial.
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Figura 10. Cisto radicular. A — Revestimento epitelial cistico com positividade das células epiteliais em todos os seus extratos ao D2-40 —
B e C- Tecido de granulagdo com vasos linfaticos D2-40 positivos — D— Foliculo pericoronario. Revestimento epitelial e remanescentes
epiteliais positivos ao D2-40 — E - Pequeno vaso linfatico positivo ao D2-40.
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5.6 INFILTRADO INFLAMATORIO

Alguns queratocistos mostraram inflamacéo, sendo significante em 33,33% (n =10) e
ndo significante em 66,67 (n=20). J& nos CRs, em todos os casos observou-se inflamacéo
significante.

Estatisticamente, o teste T de Student ndo mostrou valor com significado estatistico na
associagdo dos marcadores com a presenca de inflamagao. (Pmastcell x inflamacio = 0,341; Psma x

inflamagdo= 0,401; Pcpiea x inflamacéo— 0,276; Pcpzax inflamagao— 0,528; Ppo.so x inflamagao— 0,148)

5.7 CORRELACAO DE PEARSON

A tabela 9 mostra os resultados do teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis
estudadas.
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Tabela 9 - Resultado da Correlacio de Pearson ajustada entre os marcadores dentro de uma mesma
lesdo.

TOQ CR FP
Variables Pearson P-Valor Pearson P-Valor Pearson P-Valor
Correlation Correlation Correlation

Mastcell
X -0,112 0,557 - 0,046 0,870 - 0,300 0,514
a-SMA
Mastcell
X 0,409 0,025* 0,261 0,348 0,106 0,822
CD34
Mastcell
X -0,012 0,949 - 0,055 0,846 0,023 0,961
D2 - 40
Mastcell
X 0,091 0,634 - 0,201 0,473 -0,039 0,934
CD163
a—SMA
X - 0,022 0,910 - 0,603 0,017* - 0,756 0,049*
CD34
o— SMA
X 0,204 0,281 0,370 0,175 0,106 0,822
D2 - 40
a—SMA
X 0,276 0,140 -0,213 0,445 0,221 0,633
CD163
CD34
X 0,028 0,885 0,095 0,736 0,355 0,435
D2 - 40
CD34
X -0,072 0,704 0,148 0,598 0,179 0,701
CD163
D2 - 40
X - 0,225 0,232 0,087 0,759 0,235 0,613
CD163

CR: Cisto radicular; FP: Foliculo pericoronario; TOQ: Tumor odontogénico queratocistico; (*)

Estatisticamente significativo.
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5.7.1 TUMOR ODONTOGENICO QUERATOCISTICO

A analise da correlacdo de Pearson entre os marcadores mastcell triptase e CD34 nos
TOQs indicou uma correlagcdo direta e moderada, sendo esta correlacdo estatisticamente

significativa (P valor < 0,05). Entre os demais marcadores ndo encontramos correlacao.

5.7.2 CISTOS RADICULARES

Na analise da Correlacdo de Pearson entre os marcadores SMA x CD34 encontramos
uma correlagdo negativa e moderada com significancia estatistica (P valor < 0,05). Entre os

demais marcadores nédo foi encontrada correlagao.

5.7.3 FOLICULOS PERICORONARIOS

A analise da correlacdo de Pearson entre os marcadores alfa-SMA x CD34 mostrou
existir correlacdo inversa e forte com significancia estatistica (P< 0,05). Entre os demais

marcadores ndo encontramos correlagao.
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6. DISCUSSAO

Os resultados imuno-histoquimicos desse estudo mostraram uma participacdo ativa de
MFs, macréfagos CD163, vasos sanguineos CD34 e vasos linfaticos D2-40 positivos,
proporcionalmente, maior em TOQ em compara¢do com os CRs e FPs. Ao contrario, em
relacdo a populacdo de MCs, o TOQ mostrou uma proporcdo menor destas células em
comparacdo com o CR, mas foi substancialmente maior em relacdo ao FP.

Os MCs sdo células do tecido conjuntivo, originados de células hematopoiéticas da
medula dssea, capazes de secretar uma gama de produtos biologicamente ativos, armazenados
nos seus granulos citoplasmaticos, a exemplo da triptase, quimase, histamina, heparina,
prostraglandina, leucotrienos, citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (CAUGHEY,
2007; METCALFE; BARAM; MEKORI, 2007; RIBATTIA et al., 2009; STONE; PRUSSIN;
METCALFE, 2010; NETTO et al., 2012; KIUCHI et al, 2014 ). Segundo Gurish e Austen
(2012), os MCs sdo encontrados no sangue, porém completam a sua diferenciacdo e
maturacdo no microambiente de quase todos os tecidos vascularizados. Alem de serem
encontrados nas proximidade de vasos sanguineos, 0s MCs podem também ser encontrados
no tecido epitelial humano (STONE; PRUSSIN; METCALFE, 2010) e no interior do epitélio
de revestimento cistico e de tumores odontogénicos (SMITH et al., 1989; RODINI et al.,
2004; DE ASSIS et al, 2012; NETTO et al, 2012).

Além da histoquimica, um dos métodos eficazes para detec¢do de MCs nos tecidos é
por meio da reagdo imuno-histoquimica, podendo ser utilizado anticorpos contra a expressdo
das proteinas dos granulos liberados por essas células, como a triptase ou quimase, ou através
da deteccdo de seus receptores de superficie (c-KIT), como o CD117 (CHIN-YANG, 2001).
No presente estudo, utilizou-se a marcacdo contra a proteina triptase, conforme estudos
prévios (TERONEN et al, 1996; NETTO et al, 2012; DE ASSIS et al, 2012; BRACKS et al,
2014).

Os MCs tém a capacidade de exercer diferentes funcbes a depender do microambiente
em que eles se encontrem (GALLI et al.,, 2005; GALLI et al., 2011). Esta “plasticidade
fenotipica” dos MCs, de acordo com Marichal et al. (2013), pode resultar no desenvolvimento
de populagdes mastocitarias fenotipicamente distintas em diferentes locais anatdbmicos ou em
até mesmo em diferentes espécies de animais.

Ja esta bem sedimentado que os MCs podem participar, além do sistema imunolégico
(SHIN et al., 2008; MALTBY et al, 2009; DRAZIC et al., 2010; GALLI et al, 2011;
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VITALITI et al.,, 2012; MARICHAL et al.,, 2013), de processos relacionados com a
inflamac&o e a reabsor¢do 6ssea (MALTBY et al, 2009; DRAZIC et al, 2010; GURISH et al,
2012). Embora sua participacdo na patogénese de lesdes odontogénicas ainda ndo esteja
totalmente esclarecida, os MCs tém sido associados a patogénese de lesbes periapicais, como
0 CR (DRAZIC et al., 2010; NETTO et al, 2012) e com remodelacdo tecidual durante o
desenvolvimento de lesGes odontogénicas, a exemplo do TOQ (CHATTERJEE et al., 2008;
MALTBY et al., 2009; DE ASSIS et al., 2012; KIUSH et al, 2014), ameloblastomas (DE
ASSIS et al., 2012), e cisto dentigero (TERONEN et al., 1996, CHATTERJEE et al., 2008).

A presenca de MCs tem sido demonstrada em lesGes odontogénicas, especialmente
naquelas que apresentam morfologia cistica, a exemplo dos cistos periapicais (DRAZIC et al.,
2010; LIMA et al., 2011; NETTO et al., 2012; BRACKS et al., 2014), cistos dentigeros
(TERONEN et al., 1996, CHATTERJEE et al., 2008; NETTO et al., 2012) e tumor
odontogénico queratociscico (GURGEL et al., 2010; CHATTERJEE et al., 2008; DE ASSIS
etal., 2012; NETTO et al., 2012). Também tem sido observada sua presenca em outras lesdes
orais a exemplo de fibromas traumaticos (FARAHANI et al, 2011; KIUCHI et al, 2014),
granulomas periférico de células gigantes e fibromas ossificantes periféricos (FARAHANI et
al., 2010). Desordens cancerizaveis, como a queilite actinica e carcinoma celular escamoso
também tem sido incluidos (FARAHANI et al., 2010; ARAUJO et al, 2012).

A anélise do marcador mastcell triptase nos TOQs, CRs e FPs mostrou uma maior
densidade de MCs presentes nos CRs, seguido do TOQ e uma menor densidade de MCs no
FP, com diferencas estatisticamente significantes. Resultados similares foram encontrados por
Netto et al. (2012) que encontraram uma maior média de células mastocitarias nos CRs e
TOQs, quando comparada com granuloma dental periapical. De acordo com Drazic et al.
(2010) uma maior quantidade de MCs pode ser encontrada em lesdes com estrutura cistica
devido a longa duracdo dessas lesdes, como também devido a presenca da parede de tecido
conjuntivo fibroso. Porém, para Rodini et al. (2004), a presenca e distribuicdo dos mastocitos
dentro de lesbes cisticas tem sido atribuida a atracdo direcionada por areas de inflamacéo
ativa em regides periféricas, em intimo contato com vasos sanguineos, macrofagos e
fibroblastos. Em nossa pesquisa, encontramos areas de TOQs com inflamacéo significativa e
presenca de muitos MCs, no entanto, embora a maioria dos TOQs analisados ndo tenha
apresentado inflamacao significativa, estes apresentaram uma densidade média de mastdcitos
consideravel.

Chatterjee et al. (2008) avaliaram, através da coloracdo por azul de toluidina, a

presenca e a distribuicdo dos MCs no TOQ, CD e CR, tentando elucidar a participacao destas
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células no mecanismo de expansdo destas lesbes. Com relacéo a presenca dos MCs nas lesdes,
a maior densidade de mastocitos/mm? foi encontrada nos TOQs e a menor, nos CRs,
sugerindo que essa maior densidade nos TOQs ocorre devido a uma maior degradacdo MEC
em relacdo ao CR. Curiosamente, apesar de Patidar et al. (2012) terem utilizado a mesma
metodologia empregada pelos autores anteriores e terem encontrado elevada concentragdo de
MCs nas trés lesGes, os autores, diferentemente de Chatterjee et al (2008), encontraram uma
maior concentracdo de mastocitos/mm® nos CRs e uma menor concentracdo de
mastdcitos/mm? nos TOQs. Assim como Patidar et al. (2012), em nosso estudo a maior
concentracdo de mastécitos/mm? ocorreu também nos CRs e a menor nos TOQs. Uma
possivel explicagdo para os nossos resultados é a presenca, em todos 0os CRs analisados, de
infiltrado inflamatorio significativo, servindo como fator quimiotatico para este componente
celular.

Em relagdo a distribuicdo dos MCs nos TOQs, encontramos tais células presentes ao
longo de todas as areas da leséo, incluindo areas mais profundas do estroma e principalmente
préximo ao parénquima, o que corrobora com os achados de Chatterjee et al (2008) , de De
Assis et al. (2012) e Patidar et al. (2012) . Netto et al. (2012) também observaram uma maior
frequéncia de MCs na regido subepitelial dos TOQs. Muitos mastdcitos foram encontrados
préximos a vasos sanguineos, sugerindo existir uma possivel relacdo entre os MCs e o sistema
vascular tumoral (TERONEN et al, 1996; DE ASSIS et al, 2012; NETTO et al, 2012). A
localizacdo dos MCs na regido peritumoral, de acordo com Maltby et al. (2009), pode ser
explicada devido sua migracdo de tecidos sadios da proximidade ou de vasos sanguineos
tumorais. Wayner et al. (1988) e Dastych; Metcalfe (1994) sugeriram que a MEC também
pode contribuir para a localizagdo dos MCs na regido peritumoral, pois os MCs tém afinidade
pela fibronectina que, de acordo com varios estudos, estd presente abundantemente na matriz
extracelular nos tumores odontogénicos (SANTOS et al., 2006; POOMSAWAT et al., 2007;
DE MEDEIROS et al., 2010). Em uma recente pesquisa realizada por Conceicéo et al. (2014)
sobre a expressdo imuno-histoquimica de componentes celulares da MEC em mucoceles, 0s
autores observaram que os MCs se acumulavam na parede fibrosa cistica e que isto podia ser
explicado pela atividade mitogénica que os MCs exercem sobre fibroblastos e sua
consequente participacdo na remodelagéo tecidual.

Alguns estudos tém demonstrado que os MCs tambeém sdo encontrados no
revestimento epitelial odontogénico (SMITH et al., 1989; RODINI et al., 2004; DE ASSIS et
al, 2012; NETTO et al, 2012) e no lamem cistico (SMITH et al., 1989; RODINI et al., 2004).

Apesar de ndo identificarmos MCs no Iumen cistico do TOQ, em nosso estudo alguns
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espécimes apresentaram MCs no interior da camada basal do epitélio do tumor. Estes achados
estédo de acordo com os trabalhos publicados por De Assis et al. (2012) e Netto et al. (2012),
que localizaram células mastocitarias no parénquima do TOQ e na éarea subepitelial,
respectivamente. Nos CRs encontramos MCs no limen cistico e também células mastocitarias
no interior de restos epiteliais odontogénicos quando estes estiveram presentes. A presenca de
MCs dentro do revestimento cistico pode ser explicada pela secrecéo do epitélio odontogénico
cistico de proteinas da matriz (SMITH et al., 1989) e citocinas fibrinogénicas (LI; BAEK,
2002) que teriam um efeito quimiotatico sobre os MCs, permitindo sua presenca nesta regiao.
Além disso, para Maltby et al. (2009) e De Assis et al. (2012) os MCs, quando presentes no
epitélio, podem estar relacionados com a apresentagdo de antigenos, o que sugere sua
participacdo na imunidade adaptativa, modulando desta forma a rejeicdo tumoral (WALSH,
2003; OZDEMIR, 2005; MALTBY et al., 2009).

Nos TOQs analisados neste trabalho, observamos também grande quantidade de MCs
em processo de degranulagdo, que podem estar contribuindo para o crescimento desta leséo
através da liberacdo de suas proteases (triptase e quimase), e consequente remodelacdo da
MEC (CHATTERJEE et al., 2008; MALTBY et al., 2009; KIUSH et al, 2014). Isto esta de
acordo com o estudo de Chatterjee et al. (2008) e De Assis et al. (2012) que sugeriram que 0S
produtos de degranulagdo dos MCs podem estar associados com o aumento da destruicdo da
matriz extracelular da parede cistica e com a estimula¢do da producéo de citocinas, facilitando
assim a expansdo dessas lesbes. Em adicdo, Chatterjee et al. (2008) concluiram que além da
liberacdo de heparina e enzimas hidroliticas pelos MCs facilitarem a quebra de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos no fluido luminal cistico contribuindo para a presséo
osmatica e hidrostatica, a sua degranulacdo e consequente liberacdo da triptase e
prostaglandinas contribuem para o crescimento da lesdo. Segundo De Assis et al. (2012), pode
existir uma intima comunicacdo celular entre os MCs e o sistema vascular tumoral, criando
um microambiente favoravel ao desenvolvimento neoplésico as custas de moléculas de
sinalizacdo que controlam a biologia dos MCs na tumorigénese. Ainda para 0S mesmos
autores, os mastécitos influenciam o crescimento e expansdao de tumores odontogénicos
através da sintese de colageno (DE ASSIS et al, 2012).

Além disso, a triptase liberada pelos MCs estimula a proliferacdo de fibroblastos e a
sintese de colageno, alterando o microambiente do tumor, tornando-0 mais denso, o que por
sua vez fara com que os fibroblastos expressem a alfa-SMA e colageno contractil,
transdiferenciando-se em MFs (MANGIA et al., 2011). Nesse respeito, destaca-se o trabalho

realizado por Frungieri et al. (2002) que através de estudo in vitro demonstraram que ao
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cultivar MCs junto a fibroblastos, os MCs foram capazes de estimular a expresséo da COX-2
e producdo de PGEZ2, ocorrendo com isso a inducdo da proliferagdo fibroblastica e sintese de
colageno tipo I. Os autores mostraram que a triptase mastocitaria estimula a proliferacdo de
fibroblastos através da ativacdo do receptor ativador de protéase 2 (PAR2), que juntamente
com a expressdo da COX-2 e consequente sintese de prostaglandina e ativacdo do receptor
proliferador de peroxinoma nuclear gama mostraram ser 0s responsaveis pela inducdo da
triptase na proliferacdo fibroblastica.

Os MFs sdo fibroblastos que possuem caracteristicas semelhantes a musculo liso, com
capacidade contréatil devido a elevada expressdo de alfa-actina de musculo liso — alfa-SMA.
Possuem também a capacidade de sintetizar componentes da MEC (VERED et al., 2005;
CASEY et al., 2007; MANGIA et al., 2011; KIUCHI et al, 2014). A transdiferenciacdo de
fibroblastos em MFs € realizada principalmente pelo fator de crescimento transformador beta
(TGF-B), e o responsavel pela sua maturacdo é o fator de crescimento derivado de plaquetas,
PDGF (VERED et al., 2005; FREGNANI et al., 2009; HINZ, 2010; NADALIN et al., 2012).
Sua transdiferenciacdo tem um papel critico na progressao e no desenvolvimento de tumores
(MANGIA et al., 2011).

Inicialmente, os MFs foram encontrados em tecido de granulacédo de feridas abertas,
tecidos normais que necessitam de resisténcia mecanica, a exemplo da gengiva marginal,
mucosa palatina, glandulas sudoriparas, bulbo dos foliculos capilares, ganglios linfaticos,
vasos sanguineos, mucosa uterina, estroma testicular, vilosidades intestinais e septos
pulmonares (TOMASEK et al.,, 2002). Posteriormente, os MFs foram encontrados em
cicatrizes hipertroficas, cirrose, tumores benignos localmente agressivos, sarcomas, assim
também como no estroma de tumores epiteliais (FLETCHER, 1998; DESMOULIERE;
GUYOT; GABBIANI, 2004; DAYAN; NASRALLAH; VERED, 2005; NADALIN et al.,
2012). Na cavidade oral, os MFs podem estar presentes em muitas condi¢bes patologicas,
como fibroma de células gigantes (WEATHERS; CAMPBELL, 1974; DAYAN; BUCHNER;
DAVID, 1989), lesdo periférica de células gigantes (DAYAN; BUCHNER; DAVID, 1989) e
fibrose submucosa bucal (ANGADI; KALE; HALLIKERIMATH, 2011).

No que diz respeito aos tumores odontogénicos, Smith e Bartov (1986) foram o0s
primeiros a sugerirem que a presenca dos MFs no estroma de lesdes odontogénicas, a
exemplo do AM, pode estar associada a um comportamento mais agressivo. Embora se saiba
gue os MFs sdo constituintes importantes da capsula fibrosa de cistos odontogénicos e TOQs
(LOMBARDI; MORGAN, 1995; VERED et al., 2005; FREGNANI et al., 2009; NONAKA

et al., 2012), poucos estudos tém sido realizados visando investigar a participagdo dos MFs na
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progressao e desenvolvimento de lesBes cisticas dos maxilares (LOMBARDI; MORGAN,
1995; VERED et al., 2005 FREGNANI et al., 2009; NONAKA et al., 2012; NADALIN et al.,
2012).

Em nosso estudo, a presenca de MFs foi encontrada em todos os casos de TOQs
analisados, estando de acordo com os achados de Nonaka et al. (2012) e Ramos et al. (2014).
Ja os estudos de Nadalin et al. (2012), os MFs sé foram encontrados em 46,6% dos TOQs
analisados. Encontramos densidade média elevada de MFs nos TOQs analisados com
diferencas estatisticas significativas em relacdo ao CR e FP. De acordo com Vered et al.
(2005), essa elevada média de MFs presentes no estroma dessas lesdes é resultante da
expressdo aumentada do TGF-f no eptélio de lesdes odontogénicas, especialmente no AM e
TOQ, podendo explicar o comportamento agressivo dessas lesdes.

Nadalin et al. (2012) encontrou um ndmero elevado de MFs no TOQ em relacdo aos
CRs e CDs, no entanto ndo houve diferencas estatisticamente significantes. Diante de nossa
constatacdo sobre a expressao do alfa-SMA ser mais abundante no TOQ que em outras lesdes,
a exemplo do CR, e ser mais abundante também que na mucosa normal (FP), podemos sugerir
que a presenca de MFs na capsula fibrosa possa desempenhar um papel importante no
comportamento bioldgico do TOQ (VERED et al., 2005), e, desta forma, participar no
desenvolvimento desta lesdo, além de contribuir de alguma forma no desenvolvimento dos
CRs.

Com relacdo a sua localizacdo, encontramos MFs proximos ao eptélio odontogénico,
muitas das vezes dispostos paralelamente a superficie epitelial, resultados semelhantes
publicados por Vered et al (2005), Nonaka et al (2012) e Nadalin et al (2012). Em alguns
espécimes encontramos MFs nas areas distantes do revestimento epitelial. Ja o estudo
publicado por Fregnani et al. (2009), ao analisar a presenca de MFs em AM, MFs ndo foram
identificados em areas livres de tumor, mas em areas préximas ao parénquima tumoral.

Em areas de inflamacdo, normalmente, ndo havia presenca de MFs ou eram pouco
frequentes. Em contraste, encontramos uma concentracdo maior desta populacdo celular em
areas que mostravam tecido de granulacdo. Nessa area, constatamos que os MFs adquiriam
formatos variados, enquanto que em areas com auséncia de inflamag&o significativa, os MFs
apresentaram normalmente o formato fusiforme. Embora Dan Dayan et al. (1989) também
tenham constatado a presenca de MFs em areas inflamadas, ao estudar este componente
celular em granuloma periférico de células gigantes, 0s mesmos ndo associaram a relacdo da
presenca de inflamagdo com o fomato dos MFs, sendo este trabalho, ao nosso conhecimento o

primeiro a relatar este achado, relacionando-0s com a presenca de inflamacao.
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Em relagdo a densidade de MFs entre os CRs e FPs, ndo encontramos diferengas
estatisticamente significantes. Entretanto nos chamou a atengdo a densidade média dos MFs
presentes nos FPs, sendo esta bastante inferior a relatada por Ramos et al. (2014). Esses
ultimos autores avaliaram a presenca de MFs, por meio da expressao da a-SMA em TOQs e
nos FPs e encontraram uma densidade de MFs superior no FP, em relagdo ao TOQ. De acordo
com Nakamura et al. (2006), podemos encontrar MFs em FPs e sua presenga provavelmente
estd associada a remodelacdo Ossea que ocorre durante o processo de formacgdo e erupcédo
dental, sugerindo que estas células se diferenciem em osteoblastos e contribuam para a
formacédo do osso alveolar. Uma possivel explicagdo para nosso resultado pode ser devido ao
fato das unidades dentarias associadas aos FPs do nosso estudo ja estarem totalmente
formadas, e a formacéo 6ssea alveolar e 0 processo eruptivo ja se encontrarem paralisadas e,
consequentemente, com uma quantidade de MFs reduzida.

Em nosso estudo, apesar de ndo encontrarmos correlacéo estatisticamente significativa
entre os marcadores mastcell triptase e a-SMA, encontramos uma elevada quantidade de MCs
e MFs em todos os TOQs analisados. Ambas populacdes celulares estavam especialmente
presentes logo abaixo do epitélio odontogénico do TOQ. Estes achados leva-nos a sugerir que
através da triptase liberada pelos MCs, haja uma alteracdo no estroma tumoral, e o epitélio
odontogénico do TOQ aumente a expressdo do TGF-f (WEVER; MAREEL, 2003; VERED
et al., 2005; FREGNANI et al., 2009), que por sua vez induzira a transdiferenciacdo de
fibroblastos em MFs e importante sintese de colageno (MANGIA et al., 2011). Além disso,
guando comparamos 0s nossos resultados com os trabalhos de Vered et al. (2005); Fregnani et
al. (2009); Nonaka et al. (2012) e Ramos et al. (2014) podemos sugerir que o epitélio
odontogéncio do TOQ pode atuar e modular a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, sendo necessario um intimo contato dos fibroblastos ao epitélio para que
ocorra sua diferenciacéo.

Nesse respeito, destaca-se também os estudos realizados por Martinez-Mata et al.
(2008), que avaliaram a relacéo entre a presenca de MCs e MFs no mixoma odontogénico
(MO). Ao estudar 62 casos de MOs, os autores encontraram uma elevada quantidade de MFs
presentes nesta lesdo e sugeriram que os MFs podem participar nas alteragfes estromais que
favorecam a invasao epitelial em neoplasias benignas e malignas. Apesar de Martinez-Mata et
al. (2008) ndo encontrarem uma elevada quantidade de MCs no mixoma, observaram que esse
componente celular estava presente em 72,6% das lesbes. Para os autores, os MCs podem
contribuir de alguma forma para a degradacédo da MEC, para o crescimento do tumor e podem

facilitar a sua invasdo através da inducdo da diferenciagdo miofibroblastica, o que poderia
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explicar de alguma forma a frequéncia de ambas populagGes celulares no mixoma
odontogénico (MARTINEZ-MATA et al., 2008).

Kiuchi et al (2014) analisaram, através da imunohistoquimica, a presenca e a relagdo
entre MCs e MFs na patogénese da hiperplasia fibrosa provocada por protese dentaria. Os
autores analisaram casos de hiperplasia fibrosa induzida por protese e compararam com
espécimes de tecido genvival normal. Além disso, os autores investigaram, através da dupla
marcacdo por imunofluorescéncia, a sintese de osteopontina e TGF-b e seu provavel
envolvimento na transformacdo de fibloblastos em MFs. Os resultados desta pesquisa
mostraram que os MCs e MFs estdo presentes em maior quantidade na hiperplasia fibrosa do
que em tecidos normais. De acordo com os autores, os MCs, por meio da triptase, TGF-b e
osteopontina estimulam a diferenciacdo de MFs, que por sua vez estdo envolvidos na
remodelacdo da MEC na hiperplasia fibrosa induzida por protese. Os autores concluiram que
0s MCs, MFs e fibroblastos participam ativamente na patogénese desta lesdo através da
sintese de colageno.

Os macrofagos sdo células do sistema imunoldgico presentes em elevada quantidade
no microambiente tumoral (BALKWILL et al., 2005; ALLAVENA et al., 2008; ESPINOSA
et al, 2010; BARROS et al, 2012). Embora diversos estudos mostrem que os macréfagos tém
capacidade para destruir células tumorais in vitro, também é aceito que os macrofagos
participam na promocéo do crescimento de tumores (SICA et al., 2006; ALLAVENA et al.,
2008; ESPINOSA et al, 2010; CHEN et al, 2011). Os macréfagos representam uma populacdo
celular heterogénea com uma grande variabilidade funcional a depender do seu estado de
polarizacdo. (MANTOVANI; SICA, 2010; GORDON; MARTINEZ, 2010; GALLI et al,
2011; SICA; MANTOVANI, 2012). Eles podem se polarizar em macrofagos M1,
caracterizados por um fenotipo pré-inflamatério, promotor de resposta imune T helper 1
(Thl) e atividade anti-tumoral e pode também se polarizar em um fen6tipo M2, com fungdes
de regulacédo do reparo tecidual, remodelacédo tecidual e promotor de resposta imune T helper
2 - Th2 (GORDON; MARTINEZ, 2010: SICA; MANTOVANI, 2012).

Hogger et al. (1998), Buechler et al. (2000), Sulahian et al. (2000) e Sica e Mantovani
(2012) sugeriram, através de estudos in vitro, que o0 CD163 pode ser um marcador especifico
para macrofagos que expressam fenotipo M2. Os estudos de Edin et al. (2012), Lan et al.
(2012) e Herrera et al. (2013) realizados em tecidos humanos acometidos por cancer, também
corroboram com os autores anteriores e consideraram células CD163 marcadas positivamente

por imunohistoquimica como sendo macréfagos polarizados em fen6tipo M2. Entretanto, de
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acordo com Barros et al. (2012) ainda € uma questdo a esclarecer se todas as células CD163
positivas presentes no microambiente tecidual representam macrofagos M2.

Apesar de ambos os marcadores CD163 e CD68 serem capazes de identificar
macrofagos, os resultados de diversos estudos revelam que a idenficacdo de macrdfagos entre
esses marcadores ndo sdo equivalentes (LAU et al., 2004; VAKKILA et al., 2005; NGUYEN
et al., 2005). De acordo com Fonseca et al. (2002) e Nguyen et al. (2005), o0 CD163 é um
marcador especifico para macréfagos, enquanto que o CD68 é capaz de marcar outros
componentes celulares, a exemplo de células mieloides, células dendriticas, fibroblastos,
células de Langerhans e outros (VAKKILA et al., 2005; HARRIS et al., 2012). No estudo
realizado por Lau et al. (2004), ao comparar os anticorpos CD68 e CD163, ficou claro que o
CD163 demonstrou uma maior especificidade como um marcador de desordens de origem de
monacitos/macréfagos e que o CD163 € um marcador adequado para uso de rotina em
amostra de tecidos incluidos em parafina, podendo ser uma alternativa aos anticorpos CD68
na identificacdo de macréfagos.

Em nosso estudo, a identificacdo dos macrofagos foi realizada através do marcador
CD163. Embora pouco frequente, observamos a presenca de macrdéfagos nos TOQs, CRs e
nos FPs, no entanto ndo encontramos diferengas estatisticamente significativas entre a
densidade média de macr6fagos nas lesdes e no FP estudados. No TOQ, quando presentes, 0s
macrofagos foram observados proximos ao parénquima e principalmente junto a areas de
inflamacdo. No CR, esporadicamente encontramos macrofagos dentro do epitélio
odontogénico e, na maioria das vezes, 0s encontramos proximos a areas inflamadas.
Raramente encontramos macréfagos presentes nos FPs. Ao nosso conhecimento este é o
primeiro trabalho que relaciona a presenca de macréfagos CD163 positivos em TOQ, embora
Guzman-Medrano et al. (2012) tenham avaliado a presenca de macrdéfagos, mas CD68
positivos, em ameloblastomas sélidos (AMS), ameloblastomas unicisticos (AMU) e
ameloblastomas desmoplasicos (AMD), observando que a densidade média de macrofagos
encontrada nos ameloblastomas de um modo geral, era bastante superior a encontrada por
nos, nos TOQs. Uma possivel explicacdo para essa diferenca seria devido ao marcador
utilizado por nds, o CD163, ser especifico para macrofagos (FONSECA et al., 2002;
NGUYEN et al., 2005), ao contrario do CD68, que ndo é especifico de macrofagos e isto
poderia superestimar a quantidade de macréfagos verdadeiros nessas lesdes.

Com relacdo a andlise da correlagdo entre os marcadores mastcell triptase e CD163
nas leses e nos foliculos, nosso estudo mostrou ndo existir correlagdo. Nos TOQs, MCs e

macrofagos compartilhavam regides similares, como por exemplo regido abaixo do eptélio do
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tumor, regies profundas da cépsula fibrosa e até mesmo dentro do revestimento epitelial
cistico tanto no TOQ, como no CRs. Nos CRs, observamos também que os MCs estavam
presentes em regides profundas e superficiais da capsula fibrosa principalmente associadas a
areas inflamadas.

Corroborando com nossos achados em relacdo aos CRs, Bracks et al. (2014) avaliaram
tanto a distribuicdo de MCs, como a distribuicdo de macrofagos CD68 positivos em cistos
periapicais. Os resultados dos referidos autores mostraram ndo haver diferencas
estatisticamente significantes entre nimero médio de MCs e macrofagos ao comparar as
regides superficiais e profundas da capsula fibrosa dos cistos. De acordo com os autores, 0
namero médio de MCs na regido superficial da capsula fibrosa foi maior nos cistos mostrando
intensa inflamacdo superficial e exocitose, resultados também encontrado por Netto et al.
(2012). J& com relacdo aos macrofagos nos CRs, os autores observaram estas células
presentes em &reas inflamadas e ndo inflamadas, sem diferencas. Os autores também
mostraram que 0s macrdfagos estavam presentes em areas fortemente marcadas pela IL-6,
uma citocina envolvida no desenvolvimento de lesGes que envolvem reabsorcéo 6ssea (G.T.J
HUANG, M; WINGARD et al, 2001; DIEHL,S; RINCON,M, 2002).

Em nosso estudo, ndo encontramos correlacdo entre os marcadores CD163 e SMA.
Porém, da mesma maneira que os MCs e os MFs, os macrofagos também foram encontrados
presentes nos TOQs e CRS em maior nimero que nos FPs. Portanto, pode-se sugerir que
esses componentes estromais podem de alguma forma contribuir para patogénese do TOQ
como também para a patogénese do CR .

Atualmente a  angiogénese é considerada um elemento  essencial
no processo de desenvolvimento de tumores. O crescimento tumoral e a sua progresséo
dependem da capacidade dos vasos sanguineos fornecerem um aporte constante de nutrientes
e oxigénio para as células tumorais (FOLKMAN; KALLURI, 2006; MARGARITESCU et
al., 2010; VONG; KALLURI, 2011). Por esses motivos, 0 processo de angiogénese e 0S
fatores envolvidos na formacdo vascular tem sido alvo de vérias pesquisas em lesdes
odontogénicas (EL-LABBAN; AGHABEIGI, 1990; KUMAMOTO et al, 2002;
ALAEDDINI et al., 2009).

Nesse aspecto, El-Labban e Aghabeigi (1990) estudaram a vascularizagdo no TOQ e
CD através da analise estereoldgica e ultra-estrutural. Estes autores observaram que os TOQs
apresentam maior numero de vasos com degeneracdo e trombose, principalmente na
proximidade do epitélio cistico, do que os CDs, embora ndo haja diferenca significativa no

volume e na area de superficie dos vasos sanguineos entre essas lesdes. Além disso, 0s
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autores levantaram a hipdtese de que fatores de crescimento liberados pelas plaquetas,
presentes no interior dos vasos trombosados poderiam contribuir para a proliferagdo epitelial
nos TOQs.

A analise do marcador CD34 nos TOQs, CRs e FPs mostrou uma densidade
microvascular (MVD) discretamente maior nos TOQs em relagdo aos CRs e FPs, mas sem
diferengas estatisticamente significativas. Os vasos sanguineos apresentaram-se com calibres
variados e se localizavam principalmente préximo ao epitélio do TOQ, resultado também
encontrado por Alaeddini et al. (2009) e Nonaka et al. (2012). Nos TOQs, observamos grande
concentragfes de vasos sanguineos ndo somente onde o infiltrado inflamatério era
significativo, mas também, encontramos bastante vasos sanguineos em locais em que néao
havia inflamacdo significante. Esta localizacdo de vasos proximo ao epitélio do tumor, de
acordo com Schmidt; Carmeliet, (2011) e Bunget et al. (2013), resulta em um melhor
fornecimento de substancias nutritivas e oxigénio para essas células, necessarios para o
crescimento da les&o.

Na andlise do marcador anti-CD34 nos CRs, observou-se que em todos 0s casos foram
encontrados células marcadas positivamente pelo referido anticorpo. A localizacdo destas
células deu-se na capsula fibrosa dos cistos, proximo a um abundante infiltrado inflamatdrio.
Nas areas em que o grau do infiltrado inflamat6rio ndo se mostrou presente ou fracamente
presente observamos uma baixa MVD. Esse resultado corrobora com os resultados
encontrados por Zizzi et al. (2013) que avaliaram a angiogénese por meio da densidade
microvascular, utilizando o mesmo marcador, em 34 cistos radiculares. Os referidos autores
encontraram uma MVD média de 42,2 mm? e esta alta densidade tinha uma relagdo
estatisticamente significativa com o grau do infiltrado inflamatério. Em nossa pesquisa todos
0s CRs analisados apresentaram de um modo geral infiltrado inflamatdrio significativo.

Ao compararmos a analise do CD34 nos TOQs e CRs em relacdo aos FPs, as lesdes
apresentaram, mesmo que discreta, uma MVD maior do que os FPs. Da mesma forma, a
analise da angiogénese realizada por Kumamoto et al. (2002) utilizando o mesmo marcador
em lesdes neoplasicas (ameloblastomas benignos e malignos), mostrou que as MVDs destas
lesGes apresentaram-se maiores do que nas suas contrapartes ndo neoplasicas, a saber 0s
germes dentarios. Esses resultados sugerem que lesdes agressivas requerem um aporte maior
de oxigénio e nutrientes, o que esta refletido em uma maior quantidade de vasos sanguineos
nas lesoes.

Na andlise de correlacdo de Pearson entre os marcadores mastcell triptase e CD34 no

TOQ, nosso estudo revelou uma correlagdo positiva e moderada entre 0os marcadores,
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mostrando que a presenca de vasos sanguineos é acompanhada da presenca de mastécitos e
vice-versa, ou seja, esses achados podem sugerir que os mastdcitos contribuem para a
formacdo vascular (THEOHARIDES; CONTI, 2004; GOMES et al.,, 2013). Segundo
Crivellato et al. (2008), a capacidade pré-angiogénica dos mastdcitos esta atribuida a sua
capacidade de secretar moléculas como VEGF, FGF-2, IL-8 e TGF- f.

Os MFs também s&o células que tém demonstrado desempenhar um papel importante
na angiogénese. Estas células constituem-se em uma importante fonte de VEGF e
cicloxigenase-2, dois fatores pré-angiogénicos bem conhecidos (KONSTANTINOPOULOS
et al., 2007). Guo et al., (2008) constataram em modelos de cancer gastrico em ratos, que 0s
MFs eram estimulados pelas células tumorais a expressar o VEGF-A, constituindo a principal
fonte desse fator angiogénico. Em razdo destes estudos anteriores, avaliamos possiveis
correlacdes entre a quantidade de MFs e os indices angiogénicos no TOQ, CR e FP. Nao
encontramos correlacdo entre a presenca de MFs e o indice angiogénico nos TOQs, 0 que esta
de acordo com os resultados da pesquisa de Nonaka et al. (2012). Porém, curiosamente
encontramos uma correlacdo inversa e moderada entre a presenca de MFs e o indice
angiogeénicio nos CRs e inversa e forte nos FPs. Baseado nesses resultados, podemos também
sugerir que em TOQs, os MFs nédo estdo envolvidos diretamente na formacdo vascular
(NONAKA et al, 2012), diferentemente dos CRs e FPs. Por esse motivo, Nonaka et al. (2012)
sugeriram que 0s MFs podem contribuir para o desenvolvimento e progressdéo do TOQ
através da secrecdo de fatores de crescimento e proteases, ja que ndo foi encontrada uma
correlacdo significativa entre a quantidade destes tipos celulares e o indice angiogénico das
lesOes.

NOs ndo encontramos correlacdo entre os marcadores CD163 e CD34. Em contra-
partida, uma correlacdo positiva entre angiogénese e contagem de macrofagos foi detectada
em diversos tumores, tais como o cancer de mama (LEEK et al., 1996 ), carcinoma
endometrioide (ESPINOSA et al., 2010 ) e o carcinoma hepatocelular (PENG et al., 2005).

Ja o processo de linfangiogénese tem sido pouco estudado. A identificacdo recente de
marcadores especificos para vasos endoteliais linfaticos tem permitido uma avaliacdo mais
precisa sobre a vascularizacdo linfatica em circunstancias patolégicas (CHRISTIANSEN;
DETMAR, 2011). Nessas circunstancias, a linfangiogénese ocorre através da proliferacdo e
germinacdo das células endoteliais de vasos linfaticos pré-existentes (HE et al., 2004). A
contribuicdo de células endoteliais progenitoras advindas do sistema circulatério linfatico
ainda ndo esta clara (SALVEN et al., 2003). Assim como ocorre na angiogénese, 0 processo

de linfangiogénese é induzido por fatores de crescimentos, que podem ser secretados por
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células tumorais, como o0s macrofagos e mastdcitos (SCHOPPMANN et al., 2006;
MOHAMMED et al., 2007).

A podoplanina (D2-40) humana é uma glicoproteina transmembranar que se expressa
em células de origem epitelial e mesenquimal. (CIMPEAN et al., 2007; HATA et al., 2010;
KALOF; COOPER, 2009). Sua especificidade para o endotélio dos vasos linfaticos, mas ndo
para as células endoteliais dos vasos sanguineos, tornou esta molécula um marcador bioldgico
especifico para os vasos linfaticos (FUKUNAGA, 2005; KALOF; COOPER, 2009). Dessa
forma, utilizamos esse marcador no presente estudo.

A linfangiogénese representa um processo dinamico durante a embriogénese, mas em
grande parte ausente apds o nascimento, em circunstancias fisiologicamente normais
(CHRISTIANSEN; DETMAR, 2011). Em circunstancias patoldgicas, tais como a inflamacéo
e canceres, a linfangionénese tem uma grande contribuicdo para a formacdo de novos vasos
linfaticos, proliferando e germinando células endoteliais dentro dos vasos linfaticos pré-
existentes (WANG; OLIVER, 2010).

Ao analisarmos a expressdao do marcador D2-40 nos TOQs, observamos uma forte
imunoexpressdo deste marcador na membrana celular e no citoplasma das células epiteliais da
camada basal e supra-basal. Em concordancia, Okamoto et al. (2010) estudaram a expressao
da podoplanina em TOQs e CDs e obtiveram os mesmos resultados. De acordo com Okamoto
et al. (2011), esta forte expressdo da podoplanina poderia estar associada as regides de
proliferacdo das células basais e a formacdo das ilhotas epiteliais e sugeriram que esta
proteina desempenha um papel na invasividade local e na progressdo desses tumores. Nesse
estudo, observamos presenca de vasos linfaticos em 96,6 % dos TOQs analisados (n=29),
sendo estes mais evidentes em locais distantes do epitélio. O indice linfangiogénico por meio
da densidade microvascular linfatica (MVDL) mostrou ser maior nos TOQs, do que nos CRs
e FPs, com diferencas estatisticamente significativas. Esses achados levam-nos a sugerir que a
podoplanina esta relacionada a um carater neopldsico nessas lesdes odontogénicas,
especificamente no TOQ.

A andlise do indice linfangiogénico nos CRs mostrou-se maior que nos FPs, no
entanto sem diferencas estatisticas significativas. Assim como ocorreu nos TOQs, houve
marcacdo do D2-40 nas células da camada basal e supra-basal do eptélio nos CRs. Em
concordancia, Zustin, Sheuer e Friedrich, (2010) também encontraram expressdo membranosa
e citoplasmatica de podoplanina nas células da camada basal e parabasal dos AMs, TOQs,
tumor odontogénico adenomatdide (TOA), CRs e cistos foliculares. Baseando-se em nossos

resultados e comparando-os com os de Zustin; Sheuer; Friedrich (2010) e Okamoto et al.
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(2011) podemos sugerir que o D2-40 pode estar envolvido na proliferagdo celular destas
lesGes.

N&o encontramos correlacdo entre o marcador D2-40 e 0s outros marcadores
utilizados em nossa pesquisa.

O presente estudo representa um passo a frente na compreensao da biologia do TOQ e
também na compreensdo do papel potencial exercido pelos mastdcitos, miofibroblastos e
macrofagos na formacéo vascular e na sua relacdo com a progressdo tumoral e agressividade
deste tumor. Estudos futuros, especialmente com a inclusdo de casos de TOQ associado a
sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular, serdo necessarios para explorar ainda mais o

papel da angiogénese e linfangiogénese no desenvolvimento desse grupo de leséo.
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7. CONCLUSAO

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

1.

Existe uma interacdo significativa entre os mastdcitos e a formacéao vascular no TOQ,
sendo os MCs um importante componente do estroma desta lesdo. Os mastocitos
também participam de forma ativa na patogénese dos CRs;

Os MFs sdo um importante componente do estroma do TOQ, porém sua presenca nao
demonstrou uma correlacéo direta com a formacéo vascular sanguinea e linfatica nesta
leséo.

Existe uma correlacdo inversa entre os MFs e o indice angiogénico nos CRs e FPs;
Né&o foi possivel correlacionar a presenca de macr6fagos com a formacéo vascular no
TOQ e CR;

O processo de angiogénese tem correlagdo direta com a presenca de mastécitos no
TOQ;

O processo de linfangiogénese faz parte da dindmica vascular no TOQ, no entanto faz-
se necessarios estudos que busquem elucidar a participacdo dos vasos linfaticos nos
TOQs e a participagdo da podoplanina na proliferacdo celular, bem como sua

contribui¢do na invasdo tumoral desta lesdo.
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