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RESUMO

Os cistos e tumores odontogénicos apresentam evolucdo e comportamento
bioldgicos variados relacionados ao potencial de reabsorcdo Ossea destas lesGes. A
atividade osteolitica de uma lesdo esti associada diretamente ao seu crescimento e
agressividade, existindo proteinas expressas por células epiteliais e mesenquimais que
influenciam este evento bioldgico. O objetivo deste estudo foi investigar e comparar a
expressao imunoistoquimica de fatores estimuladores, RANKL (ligante do receptor
ativador do fator nuclear kB), CatK (Catepsina K), MMP8 (Metaloproteinase da matriz
8) e inibidor, OPG (Osteoprotegerina) da osteoclastogénese em lesdes odontogénicas
cisticas e tumorais. Foram avaliadas 59 lesGes odontogénicas, sendo 9 cistos dentigeros
(CD), 9 cistos odontogénicos glandulares (COG), 20 queratocistos odontogénicos (QO),
21 ameloblastomas (AM) e 4 foliculos dentérios (FD), que serviram como controle.
Cortes parafinados foram obtidos e submetidos a imunoistoquimica pela técnica da
imunoperoxidase. As proteinas estudadas mostraram imunoexpressdo nas celulas
epiteliais e mesenquimais das lesdes estudadas. No CD e FD foi observada maior
expressdao da OPG e MMP8 em relagdo aos outros marcadores (p< 0,005). No COG,
QO e AM foram encontradas as maiores expressdes de RANKL e CatK (p< 0,005).
Ademais, foi observada uma correlacdo entre a maior expressdo da OPG e 0os AMs de
menor tamanho. Este estudo demonstrou que fatores que inibem e estimulam a reabsorcéo
Ossea tém participacdo diferencial no desenvolvimento do CD, COG, QO e AM, com maior
expressdo do RANKL e CatK nas lesbes consideradas mais agressivas. A OPG parece ser uma

das moléculas relacionadas ao menor crescimento das lesoes.

PALAVRAS-CHAVE: reabsorcao 6ssea, ameloblastoma, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Odontogenic cysts and tumors present a varied evolution and biological behavior
related to the bone resorption potential of these lesions. The osteolytic activity of an
injury is directly associated with its growth and aggressiveness, and there are proteins
expressed by epithelial and mesenchymal cells that influence this biological event. The
aim of this study was to investigate and compare the immunohistochemical expression
of stimulatory factors, RANKL (Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand),
CatK (Cathepsin K), MMP8 (matrix metalloproteinase-8) and factors that inhibit
osteoclastogenesis, OPG (osteoprotegerin), in odontogenics cysts and tumours. Fifty-
nine odontogenic lesions were evaluated, being 9 dentigerous cysts (DC), 9 glandulars
odontogenics cysts (GOC), 20 odontogenics keratocysts (OK), 21 ameloblastomas
(AM) and 4 dental follicles (DF), which served as controls. Paraffin-shaped sections
were obtained and submitted to immunohistochemistry using the immunoperoxidase
technique. The proteins studied showed immunoexpression in the epithelial and
mesenchymal cells of the studied lesions. In DC and DF higher expression of OPG and
MMP8 was observed in relation to the other markers (p <0.005). In GOC, OK and AM,
the highest expressions of RANKL and CatK (p <0.005) were found. In addition, a
correlation was observed between the greater expression of the OPG and the smaller
AMs. This study demonstrated that factors that inhibit and stimulate bone resorption
have a differential participation in the development of DC, GOC, OK and AM, with
greater expression of RANKL and CatK in the lesions considered more aggressive.

OPG appears to be one of the molecules related for the slower growth of the lesions.

KEYWORDS: bone resorption, ameloblastoma, immunohistochemistry



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento e a progressdo de cistos e tumores odontogénicos estdo
relacionados a alguns eventos biologicos que afetam a atividade osteolitica, a
proliferacdo celular e a degradacdo da matriz extracelular (MATOS et al., 2013). A
expressdo de fatores estimuladores e inibidores da reabsorcdo Ossea tém sido
correlacionados ao varidvel comportamento biologico das lesbes odontogénicas
(OMAR et al., 2015; DUTRA et al., 2016).

O cisto dentigero (CD) é o cisto odontogénico do desenvolvimento mais comum,
possui patogénese desconhecida e acredita-se que o seu desenvolvimento esteja
relacionado ao acumulo de fluido entre o epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte e a
superficie da coroa dentéria. Ele caracteriza-se por seu comportamento indolente e rara
recorréncia ap6s remocdo cirdrgica (DEMIRIZ, MISIR e GORUR, 2015;
KOUHSOLTANI et al., 2015). O cisto odontogénico glandular (COG) é uma rara
apresentagdo de um cisto odontogénico do desenvolvimento, conhecido pelo seu
crescimento, por vezes, agressivo e altas taxas de recorréncia (FAISAL, AHMAD E
ANSARI, 2015; BULUT et al., 2016). O queratocisto odontogénico (QO) também é
conhecido por seu crescimento agressivo e altas taxas de recorréncia, especialmente em
comparagdo com outros cistos odontogénicos, merecendo uma atengdo especial quanto
as suas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas (POGREL, 2015; LEUNG et al.,
2016). O ameloblastoma (AM) é um tumor odontogénico epitelial benigno que exibe
marcado potencial infiltrativo, conhecido por ser localmente agressivo e com histérico
de altas taxas de recorréncia, apesar de seu crescimento lento, o que o torna alvo de
numerosas investigacdes (BANSAL et al., 2015; MILMAN et al., 2016).

Fatores relacionados aos componentes epiteliais e mesenquimais participam da
regulacdo do crescimento das lesdes odontogénicas (MORAES et al. 2011). Dentre eles,
a expressdo alterada de proteinas que participam da atividade osteolitica associada a
atuacdo das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) podem influenciar o
comportamento dessas lesdes (SILVA et al. 2008). De fato, o fator determinante para
expansdo dessas lesbes € a reabsorcdo dos 0ssos gnaticos, a qual é mediada por
osteoclastos, MMPs e citocinas (SILVA et al. 2008, MORAES et al. 2011).



O equilibrio entre os processos de formacéo e reabsor¢do 6ssea € encontrado em
processos fisioldgicos, para manutencdo da integridade estrutural deste tecido. A
reabsorcdo Ossea € 0 maior evento biolégico responsavel pela progressdo e
agressividade dessas lesbes e depende da formacdo e ativacdo de osteoclastos. A
literatura demonstra que diversos fatores proteicos participam da regulacdo do
metabolismo 0sseo, ativando ou inativando osteoblastos e osteoclastos (CHEN et
al.,2014; GUERRNI e TAKAYANAGI., 2014; SUN et al.,, 2015). Uma nova
perspectiva sobre a biologia da remodelacdo 6ssea surgiu com a identificacdo da triade:
Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANK), seu ligante RANKL e
osteoprotegerina (OPG). Além da participacdo de outras moléculas, que contribuem
com a degradagdo da matriz orgéanica e /ou inorganica do tecido 6sseo, favorecendo o
processo de osteoclastogénese (HUA et al., 2015; GUHA et al., 2016).

O RANK e RANKL tém sido associados a maior atividade osteolitica, sendo
considerados fatores estimuladores da reabsorcdo Ossea (DUTRA et al., 2016). Por
outro lado, a OPG demonstra efeito contrario, sendo conhecida como molécula
inibidora da osteoclastogénese (RECHENBERG et al.,, 2014). A razdo entre
RANK/RANKL/OPG tem sido correlacionada ao desenvolvimento dessas lesdes
odontogénicas (GAO et al., 2013). A Catepsina K (CatK) e a MMP8, séo importantes
proteases que participam da degradacdo dos componentes proteicos da matriz 6ssea e a
acao dessas moléculas associada a triade pode potencializar a perda 6ssea e crescimento
das lesbes odontogénicas (GAO et al., 2013; OMAR et al., 2015; DUTRA et al., 2016).

Maiores expressdbes do RANKL sdo esperadas em lesdes odontogénicas
consideradas mais agressivas, como AM, QO, COG, quando comparadas as lesdes
menos agressivas, como CD, onde sdo observados maiores indices de expressao
imunoistoquimica de OPG (TEKKESIN, MUTLU e OLGAC, 2011; MATOS et al.,
2013). A participagdo da CatK e da MMP8 no desenvolvimento das lesdes
odontogénicas é pouco abordada na literatura, podendo estes marcadores contribuir com

a elucidagédo do comportamento bioldgicos das lesdes.

Com base na premissa de que os fatores estimuladores e inibidores da
osteoclastogénese podem determinar 0 crescimento e expansdo das lesdes
odontogénicas intra-6sseas, este estudo comparou a expressdo protéica do RANKL,
CatK, MMP8 e OPG entre CD, COG, QO e AM.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LESOES ODONTOGENICAS

2.1.1 Cisto Dentigero (CD)
O cisto dentigero (CD) é o cisto odontogénico do desenvolvimento mais comum
e esta associado a coroa de um dente ndo erupcionado e/ou impactado. Representa 20%
do total de cistos que acomete os maxilares (CONTAR et al., 2015). A patogénese
desta lesdo é desconhecida e acredita-se que o seu desenvolvimento esteja relacionado
ao acumulo de fluido entre o epitélio reduzido do érgdo do esmalte e a superficie da
coroa dentaria (JAYAM et al., 2014; DEMIRIZ, MISIR e GORUR, 2015;
KOUHSOLTANI et al., 2015).

Acomete mais a regido de terceiros molares em mandibula, podendo se
manifestar em outras regides dos maxilares. Essa leséo pode ocorrer ao redor de dentes
supranumerarios e em associacdo com odontomas (KOUHSOLTANI et al., 2015).
Podem ser observados com maior frequéncia entre a primeira e terceira décadas de vida
(DEMIRIZ, MISIR e GORUR, 2015). Existe uma leve predilecdo no género masculino
(CONTAR et al., 2015).

O CD ¢ normalmente assintomatico e se desenvolve em algumas situacdes por
anos sem ser percebido, até que ocorra uma infeccdo secundaria. Deve-se examinar
auséncias dentarias e/ou areas com tumefacdes dsseas (JAYAM et al., 2014). Com o
estimulo de crescimento continuo esta lesdo pode atingir grandes dimensdes, resultando
em expansdo de corticais 0sseas e assimetrias faciais (DEMIRIZ, MISIR e GORUR,
2015; KOUHSOLTANI et al., 2015).

Radiograficamente, o CD se apresenta como uma leséo radioltcida unilocular,
bem delimitada e com bordas escleréticas, circundando a coroa de um dente néo
irrompido e/ou impactado (DEMIRIZ, MISIR e GORUR, 2015; KOUHSOLTANI et
al., 2015). Quando um foliculo dentério se apresentar radiograficamente maior que 5
mm pode existir a suspeita diagndstica de CD (CONTAR et al., 2015). Trés variantes
do CD séo descritos radiograficamente: central (a capsula cistica circunda a coroa do
dente, com a coroa se projetando para o interior do Iimen), Lateral (o cisto se

desenvolve lateralmente ao longo da raiz do dente), Circunferencial (quando a céapsula



cistica circunda a coroa, mas também se estende na superficie da raiz) (JAYAM et al.,
2014).

O exame histopatoldgico do CD pode variar, dependendo, principalmente, do
fato de o cisto estar ou ndo inflamado. No CD né&o inflamado nota-se um delgado
revestimento de epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado, interface plana com a
capsula, podendo apresentar células de aspecto claro delimitando o lumen cistico. A
capsula exibe tecido conjuntivo fibroso, podendo conter algumas ilhotas inativas de
epitélio odontogénico (DEMIRIZ, MISIR e GORUR, 2015). No CD inflamado, o
epitélio usualmente demonstra hiperplasia e a céapsula fibrosa do cisto apresenta um
infiltrado inflamatorio (CONTAR et al., 2015; KOUHSOLTANI et al., 2015).

Diferentes opcGes de tratamento para o CD podem ser consideradas, avaliando a
possibilidade de manutencdo ou ndo do dente envolvido pela lesdo. A enucleacdo cistica
com a remocao dentaria é a mais utilizada e a que apresenta a menor taxa de recorréncia
(JAYAM et al., 2014). Diante de grandes dimensdes, pode-se lancar médo da
marsupializacdo, a fim de descomprimir a pressdo osmotica cistica, induzindo em
algumas situacdes a erupc¢do do dente associado a lesdo, e posterior enucleacdo capsular
(CONTAR etal., 2015; DEMIRIZ, MISIR e GORUR, 2015).

2.1.2 Cisto Odontogénico Glandular (COG)

O cisto odontogénico glandular (COG) é uma rara apresentacdo de um cisto
odontogénico do desenvolvimento. Reconhecido, inicialmente, como cisto sialo-
odontogénico, posteriormente foi classificado pela OMS como COG, devido as suas
caracteristicas histopatoldgicas especificas (MORAIS et al., 2012; CANO et al., 2012;
STOELINGA, 2012; AKKAS et al., 2015; FAISAL, AHMAD E ANSARI, 2015;
BULUT et al.,, 2016; CHANDRA et al., 2016; GURUPRASAD and CHAUHAN,
2016).

O correto diagndstico do COG é muito importante, devido a dois grandes
atributos clinicos desta lesdo: seu potencial de agressividade e altas taxas de recorréncia
(CANO et al., 2012; MORAIS et al., 2012; STOELINGA, 2012; TAMBAWALA et
al., 2014; BULUT et al., 2016).

O COG se desenvolve em uma ampla faixa etaria, com maior apresentagdo nas

quartas e quintas décadas de vida. Existe uma predilecdo pelo género masculino. Pode



se desenvolver tanto na maxila quanto na mandibula, sendo a regido anterior da
mandibula a mais acometida, podendo cruzar a linha média (MORAIS et al., 2012;
STOELINGA, 2012; TAMBAWALA et al.,, 2014; AKKAS et al., 2015; FAISAL,
AHMAD E ANSARI, 2015; BULUT et al., 2016; CHANDRA et al., 2016;
GURUPRASAD and CHAUHAN, 2016).

Pacientes acometidos pelo COG podem apresentar dor, edema e/ou parestesia,
porém, em algumas situacfes as lesdes de menores dimensGes podem ser
assintomaticas, sendo descobertas em exames radiograficos de rotina (STOELINGA,
2012). Crescimento lento intradsseo e com expansdo das corticais € uma caracteristica
comum ao COG (AKKAS et al, 2015; BULUT et al., 2016). Apresenta-se
radiograficamente com bordas escleroticas bem delimitadas, de aspecto radioltcido uni
ou multilocular, contornando as raizes dentarias e basilares dsseas em algumas
situacOes. Pode-se observar também perfuracdo de corticais 6sseas (GURUPRASAD e
CHAUHAN, 2016). Quando associado a dentes inclusos e/ou impactados, a reabsorcao
e o deslocamento dentario pode ser comum (MORAIS et al., 2012; TAMBAWALA et
al., 2014).

O COG nao possui achados clinicoradiograficos especificos, sendo por vezes
dificil realizar um diagnostico diferencial clinico com a lesdo central de células
gigantes, cisto odontogénico botridide e ameloblastoma (STOELINGA, 2012; AKKAS
et al., 2015). Aspectos microscopicos também sdo compartilhados com algumas lesdes,
tais como cisto periodontal lateral, cisto odontogénico botridide e carcinoma
mucoepidermdide de baixo grau, existindo algumas caracteristicas que favorecem mais
0 COG (CANO et al.,, 2012; FAISAL, AHMAD E ANSARI, 2015; BULUT et al.,
2016).

As caracteristicas morfolégicas do COG sugerem a sua origem dos
remanescentes da lamina dentaria (FAISAL, AHMAD e ANSARI, 2015;
GURUPRASAD e CHAUHAN, 2016). Esta leséo exibe revestimento epitelial
estratificado, com variacdes na sua espessura, cujas células superficiais tendem a ser
clbicas ou colunares, por vezes ciliadas. Podem ser identificados, no revestimento
epitelial, espessamentos focais com células claras, projecdes papilares, estruturas

ductiformes, espagos microcisticos, células cuboidais eosinofilicas, bem como células



mucosas, ora dispostas em pequenas criptas ora circunscrevendo cole¢des de muco
(MORAIS etal., 2012; TAMBAWALA et al., 2014; BULUT et al., 2016).

Os tratamentos do COG incluem curetagem, enucleacdo, ostectomia periférica,
porém, algumas vertentes preferem a ressecgdo com margem de seguranca, devido as
altas taxas de recorréncia pos-curetagem e enucleacdo (MORAIS et al.,, 2012;
TAMBAWALA et al., 2014; BULUT et al., 2016).

2.1.3 Queratocisto Odontogénico (QO)

O queratocisto odontogénico (QO) € uma das mais frequentes lesdes cisticas
potencialmente agressivas, merecendo uma atencdo especial quanto as suas
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas (STOELINGA, 2012; POGREL, 2015;
LEUNG et al., 2016). Acredita-se que sua origem seja a partir dos restos de lamina
dentaria ou de células basais do epitélio bucal (STOELINGA, 2012; LEUNG et al.,
2016).

O QO vinha sendo classificado como tumor odontogénico queratocistico, desde
a publicacdo da 3? edicdo da OMS em 2005, em funcdo de seu comportamento
bioldgico agressivo e devido as evidencias cientificas acumuladas ao longo dos anos, as
quais demostraram comportamento clinico agressivo, presenca de alteracdes
histopatologicas e moleculares, semelhante as encontradas em lesGes tumorais
(POGREL, 2015; LEUNG et al., 2016). Recentemente, 0 QO foi novamente inserido
na classificacdo dos cistos odontogénicos do desenvolvimento na 4?2 edicdo da OMS
publicada em janeiro de 2017 (EL-NAGGAR et al., 2017).

Fatores relacionados ao componente epitelial e mesenquimal podem determinar
diferencas no grau de agressividade de algumas lesGes. O potencial de crescimento,
invasdo e destruicdo do QO pode ser influenciado pela expressdo alterada de proteinas
pelas células epiteliais, mesenquimais e ainda por alteracbes dos componentes da matriz
extracelular destas lesdes (HENRIQUES et al, 2011).

O QO pode acometer pacientes em qualquer fase da vida, sendo mais comum em
individuos entre 10 e 40 anos de idade (STOELINGA, 2012; LEUNG et al., 2016). A
regido posterior da mandibula, corpo e ramo ascendente sdo os locais mais comuns de

desenvolvimento da lesdo. Quando localizado em mandibula, hd uma tendéncia de o



tumor atingir dimensdes maiores. Existe uma leve predilecdo pelo género masculino
(BARNES, 2005; STOELINGA, 2012).

A sintomatologia apresenta variagcdes, que estdo associadas ao tamanho da leséo.
Os menores normalmente sdo assintomaticos, sendo descobertas em radiografias de
rotina, enquanto as lesdes maiores podem ocasionar algum incébmodo (dor, tumefacao
ou drenagem). Todavia, pode ocorrer uma lesdo extremamente grande e que seja
assintomatica (BARNES, 2005; STOELINGA, 2012). Mudltiplos QO podem estar
presentes em um mesmo paciente, devendo este ser avaliado para outras manifestacoes
como a sindrome do carcinoma nevoide basocelular (Sindrome de Gorlin) (HASHMI et
al., 2016; LEUNG et al., 2016).

Ao exame radiografico, o QO aparece como éarea radiolicida uni ou
multilocular, com bordas bem definidas (PROBST et al., 2016). Por possuir uma
caracteristica de crescimento medular em direcdo anteroposterior, em algumas
situacdes, extensos QO podem ndo apresentar grandes expansdes de corticais 0sseas.
Apesar dos aspectos radiogréaficos serem sugestivos, ndo sdo suficientes para o
diagnostico por conta da possibilidade de simular, por exemplo, cisto dentigero, cisto
radicular, ameloblastoma, dentre outras lesbes. Dessa forma, a analise histopatoldgica é
fundamental no processo de construcao do diagnéstico (BARNES, 2005; STOELINGA,
2012).

O QO apresenta caracteristicas histopatoldgicas especificas. A cavidade cistica é
revestida por epitélio escamoso estratificado, em geral com seis a oito camadas de
espessura, com camada corrugada de paraqueratina. As células da camada basal
apresentam polaridade nuclear invertida e seus ndcleos sdo hipercromaticos. Nao ha a
presenca de cristas epiteliais na interface com o tecido conjuntivo. A cépsula é fina e
friavel, podendo ser observado no transoperatério. Corddes de células ou pequenos
cistos satélites podem estar na cdpsula fibrosa. Havendo a presenga de inflamagéo, essas
caracteristicas podem sofrer alteragdo: revestimento luminal pode desaparecer, 0
epitélio pode proliferar formando projecdes e alterando a caracteristica da camada basal,
antes em palicada. No limen, encontra-se um liquido claro ou material caseoso (restos
de queratina) (BARNES, 2005; STOELINGA, 2012; POGREL, 2015).

O tratamento de escolha para 0 QO é a enucleacdo e curetagem. A remocao

inteira pode ser complicada, uma vez que a capsula é fina e friavel. A recorréncia é



frequente. A fim de reduzir essa recorréncia, muitos cirurgides indicam ostectomia
periférica da cavidade 0ssea, cauterizacdo quimica e/ou crioterapia da cavidade apos a
remoc¢do do tumor. Em algumas reabordagens cirargicas do QO devido as recorréncias,
deve-se pensar em um tratamento mais radical com resseccdo com margens de
seguranca. O progndstico para essas lesdes, no geral, ¢ bom. Cinco anos de
acompanhamento, no minimo, é recomendado para avaliar possiveis recorréncias. Raros
casos de carcinoma se desenvolveram nesses tumores (POGREL, 2015; LEUNG et al.,
2016).

2.1.4 Ameloblastoma (AM)

O ameloblastoma é o segundo tumor odontogénico benigno mais comum,
conhecido por ser localmente agressivo, devido ao seu potencial de crescimento,
invasdo e destruicdo 0ssea, apesar do crescimento lento e continuo, que o torna alvo de
numerosas investigagOes. Esta lesdo tem histogénese a partir de remanescentes da
lamina dentéria, do 6rgdo do esmalte em desenvolvimento, do revestimento epitelial de
um cisto odontogénico ou das células da camada basal da mucosa bucal (CHAE et al.,
2014; JHAMB e KRAMER, 2014; ROSA et al.,, 2014; BANSAL et al., 2015;
MILMAN et al., 2016).

O crescimento tumoral do ameloblastoma parece ser regulado por uma série de
interacOes entre as células neoplasicas e do estroma, que podem influenciar direta ou
indiretamente o comportamento biolégico desta lesdo. A regulacdo dos eventos de
proliferacdo, invasdo e reabsorcdo dssea, atraves da expressdo e liberacdo de proteinas
pelas células epiteliais e estromais sdo alguns dos mecanismos envolvidos nesse
processo (JHAMB e KRAMER, 2014; ROSA et al., 2014).

Quatro variantes clinicoradiogréaficas distintas do ameloblastoma sdo
reconhecidas pela Organizacdo Mundial de Salde em 2017: ameloblastoma,
ameloblastoma unicistico, ameloblastoma periférico e ameloblastoma metastizante (EL-
NAGGAR et al., 2017). A variante ameloblastoma é a mais comumente observada,
representando cerca de 90% (CHAE et al., 2014; MILMAN et al., 2016).

Uma ampla faixa etaria pode ser acometida pelo ameloblastoma, sendo raro em
criangas menores de 10 anos e relativamente incomum na faixa entre 10 e 19 anos,
apresentando prevaléncia aproximadamente igual entre a terceira e sétima década de

vida, sem haver predilecdo por sexo. Quanto a localizagdo anatdbmica preferencial,
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aproximadamente 85% dos ameloblastomas acometem a mandibula, particularmente na
regido dos molares e do ramo ascendente, seguida por 15 % dos casos que ocorrem na
maxila, também nas regides posteriores (BANSAL et al., 2015; MILMAN et al., 2016).

Barnes et al. (2005) relataram que frequentemente o tumor é assintomatico e
lesbes menores apenas sdo detectadas durante um exame radiografico de rotina.
Apresentam tumefacdo indolor e/ou expansdo das corticais 6sseas como manifestacdes
clinicas comuns. A dor e a parestesia sdo raras mesmo em tumores grandes. O
comportamento do ameloblastoma tende a ser bastante agressivo nas recidivas, com
maior potencial de invasdo e destruicio 6ssea do que a lesdo primaria. E importante
ressaltar também a capacidade do ameloblastoma de desenvolver recidivas tardias. A
forma localmente agressiva e as formas recidivantes podem ter aspectos semelhantes

aos das neoplasias malignas.

No aspecto radiografico, a lesdo pode apresentar-se com area radioltcida uni ou
multilocular, com expansdo das corticais 6sseas, podendo existir perfuracdo Ossea e
invasdo aos tecidos moles adjacentes. A perda da lamina dura, a reabsorcéo e erosao
das raizes dentarias, aléem de deslocamento de dentes adjacentes ao tumor também séo
relatados (MILMAN et al., 2016). Esse comportamento pode ser explicado pelo
crescimento padrdo desses tumores, que caracteristicamente infiltram-se nos espacos
medulares da periferia do tumor (JHAMB e KRAMER, 2014).

Microscopicamente, os ameloblastomas podem exibir arranjos histopatologicos
distintos, que incluem o padrdo acantomatoso, de células granulares, células basais,
desmoplasico, plexiforme e folicular (EL-NAGGAR et al., 2017), sendo 0s dois ultimos
de maiores ocorréncias. No entanto, estes aspectos microscépicos tém pouco significado
no comportamento do tumor e podem aparecer isoladamente ou apresentarem
combinagbes em uma lesdo de maiores dimensdes (JHAMB e KRAMER, 2014; CHAE
etal., 2014).

O padrao folicular é o mais comum e reconhecivel, consistindo de ilhotas de
epitélio odontogénico que lembram o epitélio do 6rgdo do esmalte em meio a um
estroma de tecido conjuntivo fibroso maduro. Tipicamente, as células basais dessas
ilhotas sdo cilindricas, hipercromaticas, alinhadas em paligada, com o ndcleo no polo
oposto a membrana basal (polaridade invertida), semelhante aos ameloblastos. Ao

centro, as células podem se apresentar frouxamente arranjadas, lembrando o reticulo
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estrelado do 6rgao do esmalte. Geralmente, essas areas tornam-se cisticas e, por vezes,
chegam a confluir (CHAE et al., 2014). No padrdo plexiforme as células epiteliais
encontram-se arranjadas em feixes anastomosados com a caracterizacdo das células
basais, bem como o aspecto de reticulo estrelado inconspicuo. Usualmente, o estroma é
delicado, muitas vezes exibindo degeneracéo cistica (JHAMB e KRAMER, 2014). Em
ambos os padrdes histolégicos, a atividade mitética e o pleomorfismo celular sdo raras
vezes notados (BARNES et al., 2005).

Extensas areas de metaplasia escamosa podem ser observadas no componente
epitelial, caracterizando o padrdo acantomatoso, quando é predominante no parénquima
tumoral. A presenca de células de citoplasma abundante, preenchido por numerosos
granulos eosinofilicos remete ao ameloblastoma de células granulares. Ademais, em
alguns casos, as ilhas tumorais sdo constituidas por células basal6ides uniformes
(ameloblastoma de células basais), sem apresentar areas semelhantes ao reticulo
estrelado e com inconspicua palicada nuclear nas células da periferia. O tipo
desmopléasico contém pequenas ilhas e cordBes estreitos de epitélio odontogénico em
um estroma densamente colagenizado, exibindo graus de desmoplasia (EL-NAGGAR et
al., 2017).

No que se refere as modalidades terapéuticas indicadas para o ameloblastoma,
hd uma gama de tratamentos que variam desde curetagem a ressec¢do em bloco com
margem de seguranca (BANSAL et al., 2015). A escolha do método mais eficaz vem
sendo motivo de controvérsias ha varios anos. A verdadeira margem do tumor muitas
vezes se estende além da aparente margem clinica ou radiogréfica e a tentativa de
remover o tumor por curetagem deixa pequenas ilhas do tumor no 0sso, 0 que mais
tarde se manifesta como recorréncias. A forma de tratamento mais utilizada é a
resseccdo marginal ou em bloco, embora também apresente uma taxa de recorréncia de
15% (MILMAN et al., 2016). A margem da resseccao deve ser de pelo menos 1.0 cm
além dos limites radiograficos do tumor. As lesGes que envolvem o0ssos da maxila
demonstram o pior prognostico devido a dificuldade de obtencdo da margem cirurgica
de seguranca e delimitacdo do tumor (BARNES et al., 2005; MILMAN et al., 2016).
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2.2 FATORES OSTEOCLASTOGENICOS

A reabsorcdo Ossea € um dos eventos bioldgicos responsaveis pelas diferencas
no comportamento bioldgico das lesdes odontogénicas. Quanto maior a atividade
osteolitica que ocorre em uma lesdo, maior o seu potencial de crescimento e
agressividade (MATOS et al., 2013). A literatura demonstra que diversos fatores
proteicos participam da regulacdo do metabolismo dsseo, ativando ou inativando
osteoblastos e osteoclastos (CHEN et al.,2014; GUERRINI e TAKAYANAGI., 2014;
SUN et al., 2015). Outras moléculas contribuem com a degradacdo da matriz organica e
/ou inorganica do tecido dsseo, favorecendo o processo de osteoclastogénese (HUA et
al., 2015; GUHA et al.,, 2016). Dentre estas moléculas, se destacam a triade
RANK/RANKL/OPG que sdo reconhecidas como reguladoras centrais do processo de
diferenciacdo dos osteoclastos (KOBAYASHI et al., 2009 ;LIU et al., 2015; SUN et al.,
2015); a CatK e a MMPS8, sdo proteases que participam da degradacdo dos componentes
proteicos da matriz 6ssea (GAO et al., 2013; OMAR et al., 2015; DUTRA et al., 2016).

2.2.1 Sistema RANK/RANKL/ OPG

O processo de reabsorcdo dssea é coordenado pela acdo de receptores e ligantes
relacionados a grande familia TNF (Fator de Necrose Tumoral), representados pelas
proteinas RANK, seu ligante RANKL e OPG (RECHENBERG et al., 2014). A triade
RANK/RANKL/OPG ¢ representada por moléculas chaves reguladoras do processo de
remodelacdo Gssea e sdo essenciais no desenvolvimento e ativacdo do processo de
osteoclastogénese, tendo papel decisivo no equilibrio entre reabsorcéo e formagao dssea
(RONG et al., 2011; MATOS et al., 2013; LIU et al., 2015; ; GONG et al., 2016).

O RANK é uma proteina com 616 amino&cidos, sendo expressa pelo gene
TNFRSF11a, encontrado na membrana de células precursoras dos osteoclastos e
quando ativadas, promovem e orientam a diferenciagdo destes, aumentando sua
atividade celular, como também retardando o seu processo de apoptose (TEKKESIN,
MUTLU E OGLAC, 2011; GUERRINI e TAKAYANAGI., 2014).



13

O RANKL também conhecido como OPGL (ligante da osteoprotegerina) ou
ODF (fator de diferenciacdo dos osteoclastos) € uma proteina codificada pelo gene
TNFSF11 com 317 aminoacidos, se apresentando em duas formas: ligada a membrana
(a mais comum), com 40-45 kDa e a forma sollvel, com 31kDa (CHEN et al.,2014;
GUERRINI e TAKAYANAGI, 2014; GONG et al., 2016). Ele foi descoberto em 1998,
sendo considerada a mais importante citocina, atuando como indutor fisiolégico da
osteoclastogénese, onde se liga diretamente a0 RANK na superficie celular dos pre-
osteoclastos e osteoclastos. Ao ativar o RANK, participa ativamente no processo de
maturacdo e desenvolvimento de células osteoclasticas (TEKKESIN, MUTLU E
OGLAC, 2011; RECHENBERG et al., 2014; LIU et al., 2015; SUN et al., 2015). O
RANKL é expresso por osteoblastos, fibroblastos, linfocitos T e B e macrofagos
(GUERRINI e TAKAYANAGI., 2014; SIAR et al.,, 2015; GONG et al., 2016).
Segundo Honma et al. (2014) estudos recentes sugerem que 0s ostedcitos sdo fonte
principal de RANKL em processos patoldgicos e fisiologicos da osteoclastogénese.
Ostedcitos irdo fornecer RANKL aos precursores de osteoclastos através de interacdo
direta de suas extremidades dendriticas. Em contrapartida, o papel de RANKL com o0s

osteoblastos ainda ndo estéa claro e precisa ser elucidada.

Osteoprotegerina (OPG) € uma proteina sollvel, representada por 380
aminoacidos, expressa pelo gene TNFRSF11b. Ela funciona como receptor e tem
propriedades antagdnicas ao RANKL, pois, age como inibidor ao interagir com alta
afinidade com o RANKL, impedindo sua ligacdo ao RANK, levando assim, a
diminuicdo da osteoclastogénese (TEKKESIN, MUTLU E OGLAC, 2011; GUERRINI
e TAKAYANAGI, 2014). Como o RANKL, a OPG é modulada por citocinas
inflamatorias. A OPG é expressa por osteoblastos, linfécitos, fibroblastos e células
endoteliais (TEKKESIN, MUTLU E OGLAC, 2011; SUN et al., 2015; SIAR et al.,
2015).

Desequilibrios na proporgdo RANKL/OPG constituem a base de diversas
patologias, locais ou sistémicas, que se caracterizam pela reabsor¢do do tecido 6sseo
(MATOS et al., 2013). Alteragdes na expressdo de RANKL e OPG, decorrentes de um
aumento nos niveis de RANKL e/ou de uma diminui¢do nos niveis de OPG, podem
resultar no estimulo da atividade osteoclastica e, consequentemente, a reabsorcao dssea.
(SARA et al., 2006; MATOS et al., 2013)
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Pesquisas preliminares demonstraram que a razdo entre RANKL/OPG e entre
outros mediadores pré-infamatdrios e anti-inflamatorios determinam a estabilizagdo ou
progressdo das lesBes inflamatorias cronicas, sendo a patogenicidade delas
influenciadas também por varias outras citocinas (GRAVES, OATES e GARTLET,
2011; ARAUJO-PIRES et al., 2014; SIAR et al., 2015). Pode-se observar que a
progressdo da artrite reumatoide esta ligada também a desregulagdo das proporcoes
RANKL/OPG, sendo observados nos casos mais avangados, maiores expressdes do
RANKL (LIU et al., 2015). Menezes et al. (2006) em um estudo com humanos
constataram que o aumento da razdo RANKL/OPG estad diretamente relacionado ao
processo de destruicdo Gssea em cistos e granulomas periapicais. Demonstraram, ainda,
que h& expressdo de RANK, RANKL e OPG no epitélio de revestimento da parede de

cistos odontogénicos, incluindo os cistos radiculares.

Diversos distirbios metabolicos 0sseos podem se manifestar com 0s
desequilibrios decorrentes de uma maior expressdo de RANKL. A expressdo dessas
moléculas tem sido investigada em cistos e tumores odontogénicos (TEKKESIN,
MUTLU E OGLAC, 2011). Lesdes consideradas mais agressivas, como AM, QO,
COG, normalmente expressam o fator RANKL em maiores propor¢des quando
comparadas as lesGes menos agressivas, como CD e cisto radicular (MATOS et al.,
2013). Potenciais de agressividade distintos podem variar em uma mesma lesdo, sendo
explicado em muitas situacGes pelas variadas manifestacdes da triade RANK/
RANKL/OPG (SUN et al., 2015). O AM e QO tendem a expressar mais RANKL que
OPG, quando comparadas ao CD, por exemplo (SARA et al., 2006; SILVA et al., 2008;
SIAR et al., 2015).

De acordo com os resultados de Siar et al. (2015), em tumores primarios de AM
tendem a exibir uma proporcionalidade entre RANKL/ OPG, j& em lesGes recorrentes
nota-se maiores expressdes do RANKL. Muitos mediadores envolvidos na
osteoclastogénese foram identificados no AM e QO, como o TNF alfa, Interleucinas 1-
alfa e 1- beta, interleucina-6, prostaglandinas, que podem influenciar a regulacdo dos
niveis do RANK/ RANKL/OPG (SILVA et al.,, 2008; TEKKESIN, MUTLU E
OGLAC, 2011).

Moraes et al. (2011) desenvolveram um estudo para avaliar a participacdo dos
fatores osteoclastogénicos, RANK, RANKL e OPG, na expansdo de cistos
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odontogénicos. Foram realizadas andlises imunoistoquimicas destes fatores tanto no
epitélio como na céapsula fibrosa em 40 cistos (20 cistos inflamatdrios e 20 cistos
dentigeros). Os resultados sugeriram que a relagdo entre RANKL e OPG na céapsula
cistica estava associada com as diferentes etapas de progressdo da lesdo. Houve casos
que pareceu haver equilibrio homeostatico (OPG=RANKL) e alguns casos onde houve
minima atividade osteocléstica (OPG >RANKL). Estes autores acreditam que a relacéo
entre RANKL/OPG seria mais desfavoravel, com maiores indices do RANKL no inicio
da formacdo da cavidade cistica. Por outro lado, no epitélio, houve aumento da
concentracdo de OPG comparada a de RANKL, que segundo estes autores, a OPG teria

a funco de criar uma barreira contra a expanséo cistica.

Matos et al. (2013) realizaram uma comparacgao da expressao imunoistoquimica
do RANKL e da OPG em cistos radiculares, CD, AM e QO. Foram obtidos maiores
resultados na expressdo do RANKL comparados a OPG nos AM e QO, ja a maior
proporcao de OPG foi detectada no CD. Com estes resultados pode-se concluir que 0s
niveis de RANKL e OPG estdo diretamente relacionados ao comportamento bioldgico
dos cistos e tumores odontogénicos.

Tekkesin, Mutlu e Oglac (2011) avaliaram a evolugdo da expressédo
imunoistoquimica de moléculas envolvidas na osteoclastogénese, RANK, RANKL e
OPG, em QO, comparando com os cistos radiculares e AM. A maior expressdo do
RANK foi observada no QO, seguido do AM, com a menor expressdo nos cistos
radiculares. O RANKL foi observado em todas as lesdes, sem diferengas significativas
entre elas. A expressdo de OPG foi muito baixa em todos os grupos de lesbes. A triade
RANK, RANKL e OPG apresentou uma variabilidade de expressdes entre 0s grupos
das lesGes estudadas e parecem estar envolvidos no mecanismo de osteoclastogénese,

principalmente em QO e AM.

De acordo com os estudos de Sun et al. (2015), foram avaliados os niveis de
RANKL e OPG em foliculos dentais humanos, juntamente com alguns fatores de
crescimento, como a proteina morfogenética dssea-2 (rh-BMP2), a proteina relacionada
ao hormonio da paratireoide (PTHrP) e o fator estimulador de colénia 1 (CSF-1). Foram
observados, atraves do método da imunoistoquimica e da reacdo em cadeia da
polimerase de transcricdo reversa, que os fatores de crescimento estudados influenciam
na regulacdo do sistema biologico RANK, RANK/L e OPG. PTHrP e CSF-1 regulam
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similarmente a elevacdo do RANKL e a diminuicdo do OPG, ja a rh-BMP2 trabalha de
forma oposta.

A descoberta e a avaliacdo dos niveis de RANK/RANKL/OPG sdo importantes
para explicacBes biolégicas mais precisas na patogénese da perda déssea. Desta forma,
medicacdes que inibam o RANKL ou que aumentem os niveis de OPG estdo sendo
estudadas e desenvolvidas no auxilio do controle da reabsorcdo 6ssea. (TEKKESIN,
MUTLU e OGLAC, 2011). Moléculas inibidoras do RANKL, Denosumab, estdo sendo
aplicadas para o tratamento da osteoporose e metastases Osseas, com resultados
terapéuticos positivos (GONG et al., 2016).

2.2.2 Catepsina K (CatK)

A CatK é uma abundante proteinase cisteina lisossdmica, da familia da
papaina, envolvida na solubilizacdo da matriz éssea (BITU et al., 2013; RAO et al.,
2014). Ela é expressa seletivamente pelos osteoclastos e € ativa em pH 4cido, o que a
torna ideal para a degradacdo do coladgeno presente no compartimento formado entre os
osteoclastos e a superficie 6ssea, a chamada lacuna de reabsorcdo (AGUDA et al., 2014;
HUA et al., 2015; ALAN et al., 2015; HAO et al., 2015; GUHA et al., 2016).

Inicialmente a CatK ¢é sintetizada como uma pro-enzima antes de ser
transportada para os lisossomos, onde sera clivada para transformar-se em enzima ativa.
Ela é produzida de forma intensa pelos osteoclastos, sendo regulada pelo RANKL. O
RNAm da CatK ja foi encontrado em ovario, coracdo, pulmdo, musculos e intestino
(BONNEN et al., 2012; DUONG, 2012; HUA et al., 2015)

De um total de 11 tipos de Catepsina cisteina humana, somente a CatK exerce
a atividade de clivagem da tripla hélice do colageno tipo I. Ela € a mais secretada e
importante protease capaz de desintegrar as fibras colagenas GOsseas compactas
(AGUDA et al., 2014).

Na zona de selamento, onde ocorrerd o processo de reabsorcdo dssea, serdo
secretados protons e enzimas lissosomais, que irdo formar hemivacuolos digestivos
extracelulares. Nestes hemivactolos, os prétons irdo solubilizar os componentes
minerais, expondo as fibras colagenas, que correspondem a 90% da matriz dssea
organica. Uma vez que este colageno fique exposto, estara disponivel para a degradacéo
pela CatK, que vai degradar o colageno tipo | (AGUDA et al., 2014; HAO et al., 2015).
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Pacientes portadores de uma rara condicdo de osteopetrose, conhecida como
picnodisostose, possuem uma deficiéncia na reabsorcdo Gssea, com aumento da
densidade Ossea, baixa estatura e fragilidade 6ssea, causada por uma mutacdo genética
da CatK (GUHA et al., 2016). Notou-se que apesar da reabsorcdo 0ssea esta deficiente
em altas expressdes de CatK, a formacdo Ossea se mantem ativa e algumas vezes
aumentada. Alta atividade de CatK em humanos pode estd associada a osteoporose,
artrites, tumores malignos 6sseos e a progressdo de metastases tumorais (BITU et al.,
2013; AGUDA et al., 2014).

O papel osteoclastico da CatK é importante para entendimento sobre a
reabsorcdo dssea e diferenciacdo celular. Esta protease tem sido um atrativo alvo
terapéutico para inibicdo da reabsorcdo 6ssea (AGUDA et al., 2014; HAO et al., 2015;
GUHA et al., 2016).

Guha et al. (2016), elucidaram um mecanismo de ativagdo do gene CatK
induzida por hipdxia mitocondrial. Desta forma, conseguiram demonstrar que condi¢des

de hipoxia induzem uma maior expressdo de marcadores osteoclasticos como a CatK.

Em seus estudos, Hao et al. (2015) avaliaram fatores relacionados a artrite
reumatoide e periodontite em modelos de rato. Foram observados varios fatores
patoldgicos em comum entre essas doencas. Dentre os fatores comuns, notou-se que a
deficiéncia genética da CatK resultou em reducdo da inflamacéo e erosao 6ssea, além de
diminuicdo dos osteoclastos, macréfagos, células dendriticas e células T. Os autores
concluiram que a inibicdo da CatK pode se tornar um alvo no tratamento da artrite

reumatoide e da periodontite.

Um trabalho in vitro, realizado por Leung et al. (2011), demonstrou a
importancia da CatK em relacdo a sua acdo estimuladora da reabsorcdo Ossea. Estes
autores utilizaram a Odenacatib (ODN), uma potente e seletiva medicacéo, utilizada em
pacientes do sexo feminino, no periodo p6s-menopausa, contra a osteoporose. Este
estudo demonstrou que ODN é um inibidor importante na acdo da CatK. Como
conclusdo, ap6s o uso da ODN, observou-se uma seletiva acdo da CatK sobre os
osteoclastos, reduzindo o processo de reabsorcao 0ssea, bloqueando a desmineralizagédo
e degradacdo do colageno tipo | nas zonas de reabsor¢do, como também retardou a

transcitose para futuros processos de degradagéo proteica.
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A CatK também tem sido utilizada como parametro bioquimico na avaliacdo
das perdas 6Gsseas periimplantares, a partir da analise do liquido crevicular da regido
periimplantar (ALAN et al., 2015).

Kim et al. (2014) avaliaram a expressdo imunoistoquimica de diversos
marcadores no ameloblastoma periférico e no carcinoma oral basocelular. Dentre 0s
marcadores estudados foi obtida elevada expressao da CatK no ameloblastoma
periférico, quando comparado com o carcinoma, que apresentou alta expresséo de
outros marcadores de agressividade, como o TNF alfa, B-catenina e MMPs. Os achados
deste estudo sugerem que as lesbes apresentam diferente tumorigénese e que
biomarcadores, como a CatK, podem ser importantes para o diagnostico diferencial

entre elas.

A expressdo da CatK parece ser bem elucidada em varias situacdes. Na
osteoporose, progressdo de metastases Osseas, artrite reumatoide, periodontite, sdo
alguns exemplos que mostram uma relagdo direta da alta expressdo desta colagenase
com a progressdo da doenca. No entanto, sua participacdo em lesdes odontogénicas
cisticas e tumorais ainda é pouco abordada na literatura, podendo ser também um

importante fator elucidativo para o comportamento bioldgico destas lesdes.

2.2.3 MMP8

As metaloproteinases da matriz (MMP) sdo proteinas responsaveis pela
degradacdo da matriz extracelular e regulam o desenvolvimento, a remodelacdo e a
degradacdo dos tecidos (COSTA-JUNIOR et al., 2013; EVROSIMOVSKA et al.,
2015). As MMPs fazem parte da familia de endopeptidases zinco dependentes, capazes
de degradar todos os componentes da matriz extracelular, incluindo colédgeno e
proteoglicanos (LAWAL et al., 2015; OMAR et al.,, 2015; DUTRA et al., 2016;
THIERBACH et al., 2016).

Em humanos, existe um total de 28 tipos de MMPs. Elas séo classificadas em
grupos de acordo com seus substratos especificos: colagenases (MMP1, MMP8 e
MMP13), gelatinases (MMP2 e MMP9), matrilisina (MMP7), estromalisinas (MMP3 e
MMP10), tipo membrana (MMPs 14-17) e outras MMPs (MMP11, MMP19 e MMP20)
(TSILINGARIDIS etal., 2013; LAWAL et al., 2015; OMAR et al., 2015).
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As MMPs estdo associadas ao desenvolvimento de diversos processos
fisiologicos e patologicos através da regulacdo de atividades biologicas, como a
angiogénese, proliferacdo celular, apoptose, alteracdo da mobilidade celular, efeitos no
sistema imune e na producao de citocinas (COSTA-JUNIOR et al., 2013; LAWAL et
al., 2015; DUTRA et al., 2016).

Sabe-se que as MMPs possuem efeitos pro e antitumorais, atraveés da ativacéo de
fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (LINDBERG et al., 2013; LAWAL et
al., 2015; OMAR et al., 2015). Importantes processos inflamatorios periodontais,
pulpares e do tecido periapical parecem ter a participagdo das MMPs
(EVROSIMOVSKA et al., 2015; THIERBACH et al., 2016).

A MMP8 (colagenase 2) é uma das mais importantes endopeptidases capaz de
degradar varios tipos de colageno, LII, I1l, V e XI. A maior degradacdo diz respeito ao
colageno tipo | (LINDBERG et al., 2013; LAWAL et al., 2015). Dentre todas as
MMPs, a MMP8 parece ser a mais envolvida em processos inflamatorios periapicais e
periimplantares, presente com grandes expressdes nesses sitios e também em processos
tumorais malignos (COSTA-JUNIOR et al., 2013; EVROSIMOVSKA et al., 2015;
OMAR et al., 2015; THIERBACH et al., 2016).

A expressdo de MMP8 em células normais € baixa, contribuindo na salude da
remodelagdo tecidual. Em condicBes patoldgicas, porém, os niveis de expressdo da
MMP8 crescem consideravelmente, resultando em grande destruicdo tecidual
(EVROSIMOVSKA et al., 2015; THIERBACH et al., 2016). A MMP8 pode ser
expressa por leucdcitos polimorfonucleares (PMN), células inflamatérias associadas a
tumores, células epiteliais e mesenquimais tumorais, podendo também ser encontrada na
mucosa oral normal (OMAR et al., 2015).

Polimorfismos genéticos em metaloproteinases tém sido associados a condic¢des
patoldgicas, como periodontite e periimplantite (COSTA-JUNIOR et al., 2013;
THIERBACH et al., 2016). Alguns polimorfismos genéticos tém sido descobertos como
eventos regulatorios das MMPs, como por exemplo, o polimorfismo -799 C/T no gene
da MMP8, que parece estar associado a uma maior expressdo desta (EVROSIMOVSKA
etal., 2015).
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Omar et al. (2015), demostraram que existe uma relacdo entre a expressdo
positiva de MMP8 com a diminui¢do do reparo 6sseo e um aumento no risco de
desenvolvimento de neoplasias malignas, como o carcinoma escamocelular oral e

carcinomas da pele.

Costa-Junior et al. (2013), investigaram a frequéncia do polimorfismo genético
da MMP8 em individuos com falhas em implantes dentarios, buscando relacionar este
polimorfismo & dificuldade na osseointegracdo. Com os resultados, péde-se constatar
que o polimorfismo da MMP8 é um fator de risco importante em situacGes de perdas de

implantes dentéarios.

Foram avaliados nos estudos de Thierbach et al. (2016), os niveis de expressao
da MMP8 nos fluidos do sulco periimplantar, em pacientes com quadro de
periimplantite. Foram observados altos indices de expressdo da MMP8, mostrando uma
reducdo desses indices em pacientes que cursavam com tratamento e melhora do
processo inflamatorio. Desta forma, a MMP8 pode ser um importante marcador

bioldgico na avaliacdo da saude tecidual e cicatrizacdo da regido periimplantar.

Avaliacdes das expressdes de MMP2 e MMP8 em carcinoma escamocelular oral
foram realizadas por Lawal et al. (2015). Altas expressées da MMP-2 e MMP-8 foram
detectadas nessas lesfes. A expressao destas metaloproteinases foi sugerida como uma
importante ferramenta auxiliar na determinacdo do prognéstico do carcinoma

escamocelular oral.

O mecanismo de crescimento de cistos odontogénicos, assim como o potencial
de infiltracdo e destruicdo de alguns tumores odontogénicos podem ser influenciados
pela secrecdo das MMPs, proteinas que podem ser produzidas tanto por células
epiteliais quanto por células mesenquimais. O estudo de componentes da matriz
extracelular se faz necessario na identificagdo da distribuicdo e expressdo dessas
proteinas (MMPs). Menores expressdes tém sido encontradas em cistos de crescimento
lento e maiores expressdes em tumores odontogénicos mais agressivos (HENRIQUES
etal., 2011).

Henriques et al. (2011), realizaram uma analise comparativa da expresséo
imunoistoquimica da MMP9 em cistos e tumores odontogénicos. Foram selecionados

20 casos de AM, 20 QO, 20 CD e 20 cistos radiculares para avaliar a expressédo da
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MMP9. Foi observada expresséo da MMP9 em todas as lesdes nos componentes
epiteliais e mesenquimais. As maiores expressdes foram observadas no AM (95%) e
QO (90%), seguidos do cisto radicular (75%) e CD (65%). Esses achados sugerem que a
expressao do MMP9 esta ligada ao potencial de crescimento e reabsorcdo dssea da

lesdo.

Dutra et al. (2016), compararam a expressdo imunoistoquimica das MMPL1,
MMP2 e MMP9 em diferentes tipos clinicos de AM, juntamente com a expressdo em
foliculos pericoronarios. Foram selecionados 30 casos de AM, 5 de AM unicistico e 8
de foliculos pericoronéarios. Foram observados maiores expressdes das trés MMPs
avaliadas em AM, seguido do AM unicistico e dos foliculos pericoronarios. Nesse
estudo foi possivel relacionar as expressdes das MMP1, 2 e 9 com o comportamento
bioldgico das lesbes odontogénicas.

Suojanen et al. (2014) estudaram de forma comparativa a expresséo de diversas
MMPs (8, 9, 25 e 26) em 10 CDs e 10 foliculos dentérios. Foi observado que as
diferentes expressbes de MMPs ndo estavam relacionadas a expansdo dos CDs,

sugerindo que outros mecanismos osteoliticos estariam potencialmente envolvidos.

A MMP8 estd presente na maior parte dos tecidos, associada ao
desenvolvimento de diversos processos fisiolégicos e patoldgicos, como foi abordado.
No entanto, até o momento, existe apenas um estudo da sua expressdo em lesdes
odontogénicas cisticas (SUOJANEN et al., 2014), ndo existindo trabalhos em lesdes
odontogénicas tumorais e sua participacdo na reabsorcdo 0ssea, juntamente ao RANKL,
OPG e CatK.

Diante do exposto, constata-se que diversas moléculas participam do processo de
reabsorcao 0ssea e possivelmente podem estar envolvidas na patogénese e crescimento
dos cistos e tumores odontogénicos, ora estimulando a atividade osteoclastogénica ora
inibindo este processo. Alguns destes fatores osteoclastogénicos tém sido estudados em
lesbes odontogénicas, enquanto outros como a CatKk e MMP8 ainda necessitam de
investigacOes. Ademais, € relevante comparar o perfil de expressdo dessas proteinas
entre as lesbes odontogénicas mais agressivas (COG, QO e AM) e a lesdo cistica de
comportamento indolente (CD), para entender melhor o comportamento bioldgico

diferenciado dessas lesdes.
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3 OBJETIVOS

GERAL

Investigar a expressdo de proteinas estimuladoras (RANKL, CatKk e MMP8) e
inibidora (OPG) de atividade osteoclastogénica em uma série de casos de cistos (CD,
COG e QO) e tumor odontogénico (AM).

ESPECIFICOS

- Avaliar, através da imunoistoquimica, a expressdo proteica diferencial de
RANKL, CatK, MMP8 e OPG em CD, COG, QO e AM;

- Comparara a expressao proteica do RANKL, CatK, MMP8 e OPG entre o CD,
COG, Q0 e AM ;

- Verificar correlagdo da expressdo do RANKL, CatK, MMP8 e OPG com o
tamanho das lesoes;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideragdes Eticas
O presente projeto de pesquisa encontra-se aprovado pelo comité de ética em

pesquisa com seres Humanos da FOUFBA sob nimero de parecer 1.091.779 (Relatoria:
02/06/2015).

4.2 Caracterizacao do Estudo
O presente estudo foi caracterizado por uma pesquisa retrospectiva e descritiva,
constituida pela analise e registro da expressdo imunoistoquimica do RANKL, CatK,
MMP8 e OPG em CD, COG, QO e AM.

4.3 Variaveis Estudadas
. Dependentes: expressdo de RANKL, expressdo de CatK, expressdo de
MMP8 e expressao de OPG.
. Independentes: CD, COG, QO e AM, tamanho da leséo.

4.4 Populacao
A populacdo foi constituida por todos os casos registrados, diagnosticados e
armazenados no Laboratério de Patologia Cirdrgica da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) de 2002 a 2017, no Laboratério de Patologia
Oral da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) de 2005 até 2016 e no
Laboratorio de Patologia Oral da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) de 2002
até 2016.

4.5 Amostra

A amostra foi constituida por 59 casos de lesbes odontogénicas, assim
distribuidas: 9 CDs, 9 COGs, 20 QOs e 21 AMs . Quatro amostras de foliculos

dentarios (FDs) serviram como controle para tecido odontogénico normal.
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De uma maneira geral, como critérios de inclusdo foram considerados os
seguintes aspectos para cada caso: (1) quantidade suficiente de tecido no bloco de
parafina arquivado; e (2) condi¢bes de armazenamento do bloco, critérios estes

necessarios para a realizacdo do estudo imunoistoguimico.

Para os casos de CD e FD, foram incluidos somente 0s espécimes que
apresentavam moderado, discreto ou nenhum infiltrado inflamatério. No caso dos QOs,
foram excluidos os casos associados a Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular.
Para os AMs, foram selecionados apenas o tipo clinico-radiogréfico convencional,
anteriormente denominado como solido ou multicistico, diagnosticados como folicular,
plexiforme, acantomatoso, células granulares e células basais. No diagnéstico de todas
as lesbes odontogénicas foram considerados as caracteristicas radiogréaficas e o0s
critérios morfoldgicos da OMS (2017).

A distincdo entre FD e CD foi realizada através dos achados radiogréficos,
clinico-cirargicos e microscopicos: CD foi predominantemente revestido por epitélio
escamoso estratificado e a exploracdo cirdrgica revelou cavidade 0ssea contendo o
cisto; O FD foi predominantemente revestido por epitélio reduzido do érgdo do esmalte

e nenhuma cavitacdo 6ssea ou contetdo cistico foi detectado.

4.6 Andlise clinica
A partir de fichas clinicas de requisicdo de bidpsia arquivadas nos Laboratdrios
de Patologia foram obtidos dados referentes a idade e sexo dos pacientes, além da
localizacdo da lesdo, hipdtese clinica e aspectos radiograficos. Dados referentes ao

tamanho da lesdo foram obtidos por meio da descricdo macroscopica de cada espécime.

4.7 Analise morfologica
Com a finalidade de caracterizar a amostra de lesdes odontogénicas incluidas
nesta pesquisa, esta analise foi realizada em cortes histoldgicos de 5um de espessura,
corados pela técnica de rotina da hematoxilina e eosina (HE), em laminas
confeccionadas e arquivadas nos laboratérios de Anatomia Patoldgica, sob microscopia
de luz. Nos CDs, foram considerados presenca ou auséncia do infiltrado inflamatério,

células mucosas no limitante epitelial, ilhas de epitélio odontogénico na cépsula e o
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epitélio foi classificado em predominantemente atrofico ou hiperplasico. O COG foi
avaliado com relagdo a presenca ou auséncia de projecdes papilares, espessamentos
nodulares, células colunares ciliadas, células mucosas, estruturas pseudocisticas, células
claras e infiltrado inflamatdrio. Para o QO, foram descritos presenca ou auséncia de
desgarramento epitelial, ilhas ou cistos satélites e infiltrado inflamatdrio. Foram
descritos os aspectos referentes aos padrfes caracteristicos do epitélio e capsula das
lesbes cisticas, aléem do tipo microscopico do ameloblastoma (folicular, plexiforme,

acantomatoso, células basais e células granulares).

4.8 Estudo Imunoistoquimico
4.8.1 Técnica da imunoistoquimica

As reacdes imunoistoquimicas foram realizadas no Laboratorio de
Imunoistoquimica da FOUFBA pela método da imunoperoxidase. Foram montadas
seccOes de 3 pum de espessura em laminas de vidro previamente tratadas com solugéo
2% de organosilano (3-aminopropiltritoxi-silano, A3648, 100 ml, Sigma Chemical Co.).
As secces histoldgicas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas numa série
decrescente de alcool. A peroxidase enddgena foi bloqueada por incubacao das seccdes
com peréxido de hidrogénio a 3% em solucao tampdo (PBS, pH 7,4) durante 45 min. As
seccOes foram lavadas duas vezes em PBS / Triton e incubadas com tampéo citrato (pH
6,0), durante 20 min num banho de 4gua a 95°C para a recuperacdo antigénica. Em
seguida, foram resfriadas durante 20 min a temperatura ambiente e depois lavadas duas
vezes em PBS. Foram tratados com leite 4% para os anticorpos anti-RANKL, anti-OPG,
anti-CatK e anti-MMP8 e protein block isento de soro (k0909, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) 10 min para bloqueio de reacfes inespecificas. Em seguida, as
seccOes foram incubadas com os anticorpos primarios — hospedeiro mouse (Tabela 1),
diluidos em diluentes de anticorpo (S3022, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA),
por 18 horas (overnight) a 4°C. Apos este periodo, as sec¢bes foram lavadas duas vezes
em PBS/0,1% Triton. O kit LSAB + System-HRP (K0690, Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) foi aplicado para a deteccdo de RANKL, OPG e CatK. O
sistema ADVANCED HRP (K4069, Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) foi
aplicado para deteccio MMP8. As reagdes foram reveladas com 0,03% de
diaminobenzidina (Liquid DAB + Substrato, Dako) como cromogeno e as laminas

foram contra coradas com hematoxilina de Mayer por 2 min. Finalmente, as seccOes
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foram desidratadas em alcool e diafanizadas em xilol para montagem em resina
Permount (Fisher Scientific). A lesdo central de células gigantes (LCCG) foi utilizada
como controle positivo nas reacfes de RANKL, OPG e CatK, ja para MMP8 foi
utilizado cisto radicular (CR) como controle positivo. As sec¢des incubadas com soro
diluente ndo imune, substituindo os anticorpos primarios, serviram como controle

negativo.

Tabela 1. EspecificacBes dos anticorpos utilizados. Salvador/ Bahia, 2017.

Anticorpo  Fabricante Clone Recuperacdo Diluicdo  Incubacdo Controle Positivo
antigénica
RANKL Santa Cruz N-19 Citrato 1:150 Overnight LCCG
Policlonal
CatK Abcam 2F1 Citrato 1:750 Overnight LCCG
Monoclonal
MMP8 Santa Cruz MMO0023-7 Citrato 1:50 Overnight CR
Policlonal All
OPG Santa Cruz N-22 Citrato 1:150 Overnight LCCG
Policlonal

LCCG: Lesdo Central de Células Gigantes, CR: Cisto Radicular

4.8.2 Anédlise imunoistoquimica

As laminas coradas pela imunoistoquimica foram analisadas em microscépio
de luz e as caracteristicas da expressao de cada fator relacionado com a
osteoclastogénese em cada lesdo estudada foram registradas em fichas individuais,
sendo analisados 0s seguintes aspectos:
* Presenca de imunorreatividade: determinada pela cor marrom em ndcleo,
citoplasma e/ou membrana nas células epiteliais e/ou mesenquimais;
= Tipo de célula mesenquimal positiva: fibroblasto, célula endotelial e célula
inflamatoria;
= Porcentagem da imunomarcacdo: a imunoexpressdo foi avaliada no
revestimento epitelial/parénquima e capsula fibrosa/estroma de acordo com
Moraes et al. (2011), Sa et al. (2016) e Santos et al. (2017). A imunoexpressao

no epitélio foi analisada semiquantitativamente por dois observadores num
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aumento de 100x, sendo categorizada como: O ou nenhuma imunomarcagao
(<10% de celulas positivas), 1 (11-25% de células positivas), 2 (26-50 % de
células positivas), 3 (51-75 % de células positivas) e 4 (> 75 %). Na
capsula/estroma, a andlise foi quantitativa e o numero de células positivas e
negativas foi contado em cinco campos histoldgicos representativos,
correspondendo as areas hotspots para cada marcador, num aumento final de
400x. A porcentagem de células positivas foi obtida para cada campo e
posteriormente foi obtida a porcentagem média, que representou a porcentagem
de células positivas de cada caso. A imagem de cada campo foi capturada com
um fotomicroscopio Nikon E200. As células imunomarcadas foram contadas
utilizando o software Image J para Windows (verséo 3.0).

» Razdo entre os fatores estimuladores e inibidor: foi calculada a razéo entre
cada fator estimulador da osteoclastogénese (RANKL, Catk e MMP8) e o
inibidor (OPG) para cada leséo estudada. Para este calculo foi utilizado o valor
da porcentagem média da expressdo imunoistoquimica de cada marcador no

tecido conjuntivo para cada leséo.

4.9 Anélise estatistica

Os dados numéricos referentes as anélises realizadas foram tabulados e tratados
estatisticamente com o auxilio do programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) na versdo 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). O teste qui-quadrado (X?) foi
utilizado para comparar a expressao das proteinas estudadas no epitélio/parénquima. O
teste de Kruskal Wallis foi utilizado para comparar a imunomarcagdo na
capsula/estroma, com o intuito de testar as hipoteses a seguir. O teste de Spearman foi
utilizado para verificar a correlacdo da expressdo imunoistoquimica com o tamanho da
lesdo. O nivel de significancia utilizado na deciséo dos testes foi de 5% (p < 0,05).
Ho - Nao existem diferencas estatisticamente significativas na expressdo dos fatores

osteoclastogénicos entre as lesdes odontogénicas estudadas.

H; — Existem diferengas estatisticamente significativas na expressdo dos fatores

osteoclastogénicos entre as lesdes odontogénicas estudadas.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise Clinica

A média de idade dos pacientes acometidos pelo CD, COG, QO e AM foi de
14, 58, 36 e 40 anos, respectivamente, sendo os homens mais acometidos que as
mulheres (Tabela 2). O tamanho médio dos CDs foi de 2,1 cm e o sitio mais acometido
foi a mandibula posterior (66%, n:6). O tamanho médio dos COGs foi de 3,2 cm e a
regido anterior da mandibula foi o sitio mais afetado (66%, n:6). A média de tamanho
para os casos de QO foi de 2,9 cm e a localizagdo de maior ocorréncia foi a regido
posterior da mandibula (82%, n:16). Para o0 AM, o tamanho médio da lesdo foi de 4,6
cm e o sitio de maior acometimento também foi a regido posterior da mandibula (97%,
n: 20) (Tabela 2).

Em todos os casos de CD a lesdo exibiu aspecto radioltcido unilocular e a
hipotese clinica inicial foi de CD. O aspecto radiografico predominante do COG foi
radioltcido multilocular (77%, n:7), seguido do aspecto radioltcido unilocular (23%,
n:2). Os diagnosticos clinicos sugeridos foram de cisto radicular (55%, n: 5), AM (23%,
n:2), QO (11%, n:1) e CD (11%, n:1) (Tabela 2). No QO, os aspectos radiogréaficos
apresentados variaram entre radiolucido multilocular (50%, n:10) e unilocular (50%,
n:10). A maioria dos casos tiveram a hipdtese clinica inicial de QO (90%, n:18),
seguido do CD (5%, n:1) e cisto radicular (5%, n:1) (Tabela 2). Para 0 AM, o0 aspecto
radioltcido multilocular foi o mais comumente observado (90%, n:19). A suspeita
clinica inicial na maioria dos casos foi de AM (86%, n:18), seguido pela lesdo central
de células gigantes (9%, n:2) e cisto radicular residual (5%, n:1) (Tabela 2).



Tabela 2. Informac6es clinicas das lesdes odontogénicas estudadas. Salvador/ Bahia, 2017.

Lesdo (n) Sexo Média de idade
n (%) (anos)
CD (9)  Maculino 7 (77) 14

Feminino 2 (23)

COG (9)  Maculino 5 (55) 58
Feminino 4 (45)

QO (20)  Maculino 11 (56) 36
Feminino 9 (44)

AM (21)  Maculino 12 (57) 40
Feminino 9 (43)

Tamanho médio
(cm)

2,1

3,2

2,9

4,6

Localizagdo
n (%)

Mandibula posterior 6 (66)
Maxila anterior 3 (34)

Mandibula anterior 6 (66)
Maxila posterior 1 (11)
Maxila anterior 2 (23)

Mandibula posterior 16 (82)
Maxila posterior 1 (4)
Mandibula anterior 1 (4)
Mandibula/Maxila posterior 2 (10)

Mandibula posterior 20 (97)
Maxila posterior 1 (3)

Hipdtese diagnéstica

n (%)

CD 9 (100)

CR 5 (56)
AM 2 (22)
Q01 (11)
CD1(11)

QO 18 (90)
CR1 (5)
CD1(5)

AM 18 (87)
LCCG 2 (9)
CRR 1 (4)

CD: Cisto Dentigero, CR: Cisto Radicular, CRR: Cisto Radicular Residual, COG:
de Células Gigantes, FD: Foliculo Dentario
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Cisto Odontogénico Glandular, QO: Queratocisto Odontogénico, AM: Ameloblastoma, LCCG: Lesdo Central
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5.2 Analise Morfoldgica

O CD exibiu epitélio atrofico na maioria dos casos (80%, n:7). llhas de epitélio
na cpsula foram encontradas em 80% (n:7) dos casos (Figura 1), enquanto que as
células mucosas no limitante epitelial foram vistas em apenas dois casos. Foi observado

infiltrado inflamatorio discreto em 5 lesdes, moderado em 3 e ausente em 1 CD.

Figura 1. Fotomicrografia do CD corado em hematoxilina/eosina (H/E). Note epitélio atréfico (setas) e

ilha de epitélio odontogénico na cépsula (asterisco).

No COG, alguns aspectos morfolégicos foram mais comuns, tais como
estruturas pseudocisticas (88%, n:8) e projecOes papilares (55%, n:5) (Figura 2A),
células mucosas no revestimento epitelial (100%, n:9) (Figura 2B) e areas de
espessamento nodular (88%, n:8). A presenca de células colunares ciliadas (33%, n:3) e
células claras (11%, n:1) foram achados infrequentes. Com relacdo ao infiltrado

inflamatdrio, foi encontrado em 4 casos (44%).



Figura 2. Fotomicrografias do COG corado em hematoxilina/eosina (H/E). Em A, note estrutura

pseudocistica (seta) e projecdes papilares (asterisco). Em B, note numerosas células mucosas (setas).

No que diz respeito ao QO, de uma forma geral, foram evidenciados camada
basal em palicada, nudcleos hipercromaticos, polaridade nuclear invertida, camada
superficial corrugada de paraqueratina e interface epitélio/conjuntivo plana. A presenca
de desgarramento epitelial da capsula foi observado em 97% (n:20) dos QOs (Figura 3).
Ilhas satélites foram observadas em 24% (n:5) e em apenas 1 caso foi observado cistos

satelites. O infiltrado inflamatorio estava presente em 72% (n:15) dos QOs estudados.

Figura 3. Fotomicrografia do QO corado em hematoxilina/eosina (H/E). Note &rea de desgarramento do

epitélio da capsula (asterisco).

A analise morfolégica do AM mostrou que o padrao folicular foi predominante
(Figura 4), representando 91% (n:19) dos AMs estudados, seguido pelo padrdo
plexiforme (4,5%, n:1) e de células granulares (4,5%, n:1). O infiltrado inflamatério

estava presente em 39% (n:8) dos AMs.
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Figura 4. Fotomicrografia do AM folicular corado em hematoxilina/eosina (H/E). Note areas de

degeneracdo cistica (asterisco) e diferenciacdo escamosa (seta).

5.3 Andlise da Imunoexpressao

Em geral, marcacdo imunoistoquimica positiva foi observada principalmente
no citoplasma das células epiteliais e mesenquimais das lesdes estudadas. Os tipos de
células gue expressaram as proteinas estudadas no tecido conjuntivo/estroma das lesdes

foram fibroblastos, células endoteliais e inflamatérias.

Comparando a expressdo imunoistoquimica das proteinas estudadas no
componente epitelial de cada lesdo (Tabela 3), foi observado para 0 CD uma expressao
superior de OPG (88,9% dos casos classificados no escore 4), seguido pela MMPS8,
RANKL e CatK, com uma diferenca estatisticamente significativa (p = 0,007). No COG
(MMP8> CatK>RANKL>OPG) e no QO (RANKL>OPG> CatK>MMP8) ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa na imunomarcacdo epitelial entre as
proteinas estudadas. Para o AM, foi verificada maior expressdo do RANKL (61,9% dos
casos classificados no escore 4), seguido da OPG, CatK e MMP8, com uma diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,001). O FD exibiu expressdo superior de OPG
(100% das amostras com escore 4) e MMP8 (75% das amostras no escore 4), enquanto
a CatK esteve ausente e 0 RANKL teve baixa expressao.



Tabela 3.Distribuicdo da porcentagem de expressdo imunoistoquimica das proteinas estudadas no epitélio do CD (n:9), COG (n:9), QO (n:20), AM (n:21) e FD (n:4).
Salvador/ Bahia, 2017.

CD

Proteina

RANKL

Catk

MMP8

OPG

COG
RANKL

CatK

MMP8

OPG

QO

RANKL

CatK

MMP8

OPG

0
(< 10%)
n (%)
0 (0)
2(22,2)
0 (0)

0 (0)

0(0)
1(11,1)
0(0)

1(11,1)

0(0)
0 (0)
0 (0)

0 (0)

Escore em epitélio

1

(11 a 25%)

n (%)
1(11,1)
3(333)
1(11,1)

0 (0)

1(11,1)
1(11,1)
0(0)

2(22,2)

0(0)
0 (0)
0 (0)

0 (0)

2
(26 a 50%)
n (%)
3(33,3)
2(22,2)
1(11,1)

1(11,1)

3(33,3)
0(0)
0 (0)

4 (44,4)

1(5)
2 (10)
3 (15)

2 (10)

3
(51 a 75%)
n (%)
3(33,3)
1(11,1)
5 (55,6)

0 (0)

3(33,3)
4 (44,4)
2(22,2)

2(22,2)

4 (20)
10 (50)
10 (50)

5 (25)

4
(> 75%)
n (%)
2(22,2)
1(11,1)
2(22,2)

8 (88,9)

2(22,2)
3(33,3)
7(77.8)

0(0)

15 (75)
8 (40)
7 (35)

13 (65)

0,007

0,051

0,152



AM
RANKL

CatK

MMP8

OPG

FD
RANKL

Catk

MMP8

OPG

0(0)
6 (28.6)
7(33,3)

0(0)

3(75)
4 (100)
0(0)

0 (0)

0(0)
1(4,8)
5 (23,8)

1(4,8)

1(25)
0(0)
0(0)

0 (0)

0(0)
8 (38,1)
5 (23,8)

8 (38,1)

0(0)
0(0)
0(0)

0 (0)

8 (38,1)
2 (9,5)
3(14,3)

5 (25)

0(0)
0(0)
1(25)

0 (0)

13 (61,9)
4 (19)
1(4,8)

13 (61,9)

0(0)
0(0)
3 (75)

4 (100)

<0,001

0,015

CD: Cisto Dentigero, COG: Cisto Odontogénico Glandular, QO: Queratocisto Odontogénico, AM: Ameloblastoma, FD: Foliculo Dentario
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A comparacdo da expressao imunoistoquimica das proteinas estudadas no
componente epitelial entre as lesdes (Tabela 4) revelou diferenga estatisticamente
significativa para o RANKL (p < 0,001). A maior imunomarcacdo foi encontrada no
QO (75% dos casos classificados no escore 4), seguido pelo AM (61,9% dos casos
classificados no escore 4). Expressao inferior foi observada para o CD e COG, ambos
com 66,6% dos casos igualmente distribuidos entre os escores 2 e 3. No FD, a
expressao do RANKL foi ausente em 75% dos casos. Também com diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,001), a CatK obteve a maior expressédo no QO (50%
dos casos no escore 3), sequido do COG, AM e CD. No FD né&o houve expresséo para
CatK. Pdde-se observar que para a MMP8 a maior expressdo foi encontrada no COG
(77,8% dos casos classificados no escore 4), seguido do FD, QO, CD e AM, com uma
diferenca estatistica significativa (p < 0,001). O FD mostrou a maior expressdo da OPG
(100% dos casos no escore 4), sequido do CD (88,9% no escore 4), QO, AM e COG,
com diferenca estatistica significativa (p = 0,002).

Diferencas estatisticamente significativas na imunoexpressao dos marcadores
(p < 0,05) também foram observadas no tecido conjuntivo/estroma das lesdes estudadas
(Tabela 5). Na capsula do CD foi verificada uma maior expressdo da MMP8 (mediana:
63,0), seguida do RANKL (mediana: 40,0) e OPG (mediana: 27,0), sendo para CatK a
menor expressdo observada (mediana: 4,0). A expressdao mais alta no COG foi da
MMP8 (mediana: 46,0), seguida pelo RANKL (mediana: 25,0), ficando as expressoes
mais baixas para a Catps K e OPG com medianas de 8,0 e 3,0, respectivamente. Na
capsula do QO foi observada expressao superior do RANKL (mediana: 85,0), seguida
da MMP8 (mediana: 78,5). Imunomarcagdo semelhante foi observada para CatK
(mediana: 53,5) e OPG (mediana: 52,0). Para 0 AM, a maior imunoexpressdo no
estroma foi evidenciada para o RANKL (mediana: 80,0), seqguido da CatK (mediana:
29,0), MMP8 (mediana: 17,0) e OPG (mediana: 13,0). Na avaliacdo do tecido
conjuntivo do FD, a expressdo da OPG foi superior (mediana: 48,0), seguida da MMP8
(mediana: 16%) e CatK e RANKL, os quais ndo foram expressos neste tecido.
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Tabela 4.Comparacdo da expressdo imunoistoquimica das proteinas estudadas no epitélio entre 0 CD (n:9), COG (n:9), QO (n:20), AM (n:21) e FD (n:4). Salvador/ Bahia,

2017.
Proteina Escore em epitélio
0 1 2 3 4
RANKL (< 10%) (11 a 25%) (26 2 50%) (51 a 75%) (> 75%) D
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
cD 0 (0) 1(11,1) 3(33,3) 3(33,3) 2(22,2)
CoG 0(0) 1(11,1) 3(33,3) 3(33,3) 2(22,2) <0,001
QO 0(0) 0(0) 1(5) 4 (20) 15 (75)
AM 0(0) 0(0) 0(0) 8 (38,1) 13 (61,9)
FD 3(75) 1 (25) 0(0) 0 (0) 0(0)
CatK
cD 2(22,2) 3(33,3) 2(22,2) 1(11,1) 1(11,1)
CoG 1(11,1) 1(11,1) 0 (0) 4 (44,9) 3(33,3)
<0,001
QO 0 (0) 0 (0) 2 (10) 10 (50) 8 (40)
AM 6 (28,6) 1(4,8) 8 (38,1) 2(9,5) 4 (19)
FD 4 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0)
MMP8
cD 0 (0) 1(11,1) 1(11,1) 5 (55,6) 2(22,2)
CoG 0(0) 0(0) 0(0) 2(22,2) 7(77,8) <0,001
QO 0(0) 0(0) 3 (15) 10 (50) 7 (35)
AM 7(33,3) 5 (23,8) 5 (23,8) 3 (14,3) 1(48)




FD

OPG

CD
COG
QO
AM

FD

0 (0)

1(11,1)
4 (44,4)

2 (10)

8 (38,1)

0(0)

1(25)

0(0)
2 (22,2)
5 (25)
7(33,3)

0(0)

3(75)

8 (88,9)
0(0)
0,002
13 (65)
5 (23,8)

4 (100)

CD: Cisto Dentigero, COG: Cisto Odontogénico Glandular, QO: Queratocisto Odontogénico, AM:

Ameloblastoma, FD: Foliculo Dentario



Tabela 5. Comparagdo da expressdo imunoistoquimica entre as proteinas estudadas no tecido conjuntivo
do CD (n:9), COG (n:9), QO (n:20), AM (n:21) e FD (n:4). Salvador/ Bahia, 2017.

CD Mediana Q25.Q75 p
RANKL 40,0 20,5-58,5
CatK 4,0 0,5-6,0 <0.001
MMP8 63,0 27,5-92,0
OPG 27,0 17,0-595

COG

RANKL 25,0 15-485
Catk 8,0 2,0-13,0
MMP8 46,0 31,0-64,0 0.001
OPG 3,0 0,0-13,0

QO
RANKL 85,0 40,25 -92,0
Catk 53,5 33,25-69,0
MMP8 78,5 66,75 — 84,25 <0.001
OPG 52,0 33,5-57,75

AM
RANKL 80,0 74,5 -87,5
Catk 29,0 0,0-70,0
MMP8 17,0 10,0-33,0 <0.001
OPG 13,0 1,5-20,0

FD
RANKL 0 0,0-3,0
Catk 0 0,0-0,0
MMP8 16,0 10,75-43,0 0.004
OPG 48,0 39,75-58,5

CD: Cisto Dentigero, COG: Cisto Odontogénico Glandular, QO: Queratocisto Odontogénico, AM: Ameloblastoma,
FD: Foliculo Dentario

A comparacdo da expressao imunoistoquimica das proteinas estudadas no
tecido conjuntivo entre as lesGes (Tabela 6), revelou uma maior expressao do RANKL
no QO (mediana: 85,0) e no AM (mediana: 80,0), seguido do CD (mediana: 40,0) e do
COG (mediana: 25,0) (p < 0,001). N&o houve expressao do RANKL no FD. Para a
CatK, 0 QO (mediana: 53,0) e 0 AM (mediana: 29,0) apresentaram as mais altas
expressoes, ficando o COG (mediana: 8,0) e o CD (mediana: 4,0) com marcagédo
inferior (p < 0,001). Nao houve expressdo da CatK no FD. A MMP8 teve expressao
superior no QO (mediana: 78,5) e CD (mediana: 63,0), seguida pelo COG (mediana:
46,0). As menores expressdes foram do AM (mediana: 17,0) e do FD (mediana: 16,0),
com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001). As maiores expressdes da
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OPG foram observadas no QO (mediana: 52,0), FD (mediana: 48,0) e CD (mediana:
27,0), sendo as menores atribuidas ao AM e COG, com medianas de 13,0 e 3,0,
respectivamente, revelando diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001).

Tabela 6. Comparagao da expressdo imunoistoquimica das proteinas estudadas no tecido conjuntivo entre
CD (n:9), COG (n:9), QO (n:20), AM (n:21) e FD (n:4). Salvador/ Bahia, 2017.

PROTEINA Mediana Q25.Q75 P
RANKL
CD 40,0 20,5-58,5 <0.001
COG 25,0 1,5-485
QO 85,0 40,25-92,0
AM 80,0 745-87,5
FD 0 0,0-3,0
CatK
CD 4,0 0,5-6,0 <0.001
COG 8,0 74,5-87,5
QO 53,5 33,25-69,0
AM 29,0 0,0-70,0
FD 0 0,0-0,0
MMP8
CD 63,0 27,5-92,0 <0.001
COG 46,0 31,0 -64,0
QO 785 66,75 — 84,25
AM 17,0 10,0 - 33,0
FD 16,0 10,75-43,0
OPG

CD 27,0 17,0-59,5 <0.001
COG 3,0 0,0-13,0
QO 52,0 33,5-57,75
AM 13,0 1,5-20,0
FD 48,0 39,75-58,5

CD: Cisto Dentigero, COG: Cisto Odontogénico Glandular, QO: Queratocisto Odontogénico, AM: Ameloblastoma,
FD: Foliculo Dentario
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As figuras 5 e 6 ilustram a imunomarcacdo do RANKL, CatK, MMP8 e OPG
no componente epitelial e mesenquimal do CD, COG, QO, AM e FD, bem como seus

respectivos controles positivos.

No tecido conjuntivo das lesbes foi possivel avaliar a razdo entre os fatores
estimuladores (RANKL, CatK e MMP8) e o fator inibidor (OPG). Para o CD foi
observado uma expressdo de RANK e MMP8, nos valores de 1,5 e 2,3 maior que a
OPG, respectivamente. Por outro lado, a expressédo de OPG foi 9 vezes maior que a da
CatK nos CDs avaliados. No COG, a expressdo de todos os fatores estimuladores da
osteoclastogénese estudados foi maior que a da OPG, revelando ser 8,3 maior para 0
RANKL, 2,7 para CatK e 15,3 para a MMP8. O QO exibiu uma raz&o da expressao do
RANKL 1,6 maior, seguido de da MMP8 1,5 vezes maior, quando comparadas a OPG.
A razdo da expressdo entre a CatK e OPG foi semelhante para os QOs estudados. No
AM, o RANKL exibiu uma expressdo 6,2 vezes maior que a OPG, ja a CatK e a
MMP8, revelaram expressdes 2,2 e 1,3 vezes maiores que a OPG, respectivamente. Por
ultimo, para o FD houve apenas expressao para o fator inibidor (OPG), comparado aos
marcadores RANKL e CatK. Para a MMP8, a OPG foi 7 vezes mais expressa nos FDs

avaliados.

Através do teste de Spearman foi avaliada a possivel correlacdo da expressdo
das proteinas no epitélio e conjuntivo das lesdes com o tamanho das lesdes estudadas.
Observou-se que uma maior expressdo da OPG no parénquima (p = 0,003) e no estroma
(p = 0,037) do AM esteve associada a lesbes de menor tamanho. Uma distribuicéo
similar do tamanho do CD, COG e QO foi observada entre as diferentes categorias de
escores e diferentes porcentagens de marcacdo utilizadas para quantificar a expressao

das proteinas do epitélio e conjuntivo das lesdes, respectivamente (p > 0,05).
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Figura 5. Imunoexpresséo de RANKL, CatK, MMP8 e OPG em FD e CD e nos controles positivos (A, D
e J: LCCG, G: CR) . Note expressdo ausente do RANKL (B) e CatK (E) no FD e baixa no epitélio
cistico e capsula do CD (C e F). Expressdo da MMP8 e OPG mais evidente no citoplasma e nucleo das
células epiteliais e mesenquimais do FD (He K) e CD (l e L).
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Figura 6. Imunoexpressdo de RANKL, CatK, MMP8 e OPG em COG, QO e AM. Note alta expressdo do
RANKL (C) e CatK (F) no parénquima e estroma do AM, seguido pelo epitélio cistico e capsula do QO
(B e E) edo COG (A e D). Expressdo da MMP8 e OPG mais evidente no citoplasma e ndcleo das células
epiteliais e mesengquimais do COG (G e J) e QO (H e K).
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento das lesbes odontogénicas resulta da ativacdo dos
remanescentes epiteliais e/ou ectomesenquimais da odontogénese que permanecem nos
pertuitos 6sseos e voltam a ser estimulados por proteinas capazes de ativar eventos
bioldgicos essenciais para crescimento e progressdo das lesfes. Dentre esses eventos,
destaca-se a osteoclastogénese, a qual estd diretamente ligada ao estabelecimento das
lesBes intradsseas. O exato mecanismo da reabsorcdo Ossea das lesdes odontogénicas
ndo esta completamente compreendido, mas estudos tém demonstrado que algumas
proteinas parecem influenciar a atividade osteolitica dessas les6es. O presente estudo
sugere a participacdo diferenciada do RANKL, CatK, MMP8 e OPG no
desenvolvimento do CD, COG, QO e AM.

As lesdes estudadas apresentaram de uma forma geral, aspectos clinicos
condizentes com os relatados na literatura. Em todas as lesGes estudadas o género
masculino foi mais acometido que o feminino, compativel com os estudos de Stoelinga
(2012), Morais et al. (2012), Contar et al. (2015), para QO, COG e CD,
respectivamente. Diferente dos nossos achados, Bansal et al. (2015) ndo observaram
predilecdo pelo género no AM.

O CD apresentou uma idade média de 14 anos e a regido posterior de mandibula
mais acometida, sendo compativel com a maioria dos trabalhos (DEMIRIZ, MISIR e
GORUR, 2015; CONTAR et al., 2015). J4 0 COG obteve média de idade de 58 anos
com a regido anterior de mandibula predominante, corroborando os estudos de Morais
et al. (2012), Stoelinga (2012), Tambawala et al. (2014), Akkas et al. (2015) e Faisal,
Ahmad e Ansari (2015). Para 0 QO a média de idade foi de 36 anos, com maior
apresentacdo na regido posterior de mandibula, sendo semelhante aos relatos de Barnes
(2005), Stoelinga (2012), Leung et al. (2016). Com uma ampla faixa etaria acometida
pelo AM relatada na literatura, nosso trabalho apresentou uma idade média de 40 anos,
sendo coerente com a maioria dos estudos, juntamente com localizacdo predominante na
mandibula posterior (JHAMB e KRAMER, 2014; ROSA et al., 2014; BANSAL et al.,
2015; MILMAN et al., 2016).

Os aspectos radiograficos em todas as lesdes estudadas também acompanharam
0 padréo relatado na literatura. As maiores dimensdes foram observadas para o AM,
sendo o esperado, por se tratar de uma lesdo tumoral e mais agressiva, comparada as

outras lesdes cisticas estudadas. Jnamb e Kramer (2014) confirmam essa capacidade do
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AM de atingir grandes dimensdes, devido ao maior potencial de reabsor¢do Ossea e
evolucdo quando comparado as lesdes cisticas.

Os casos de CD, COG, QO e AM, incluidos neste trabalho, preencheram os
critérios histopatoldgicos propostos para o diagnostico dessas lesbes (OMS, 2017). No
entanto, alguns aspectos morfologicos foram infrequentes, tais como a presenca de
celulas mucosas no CD, células colunares ciliadas e células claras no COG, ilhas e
cistos satélites no QO, padrao de celulas basais no AM.

Na andlise imunoistoquimica realizada, varios tipos celulares exibiram
imunoexpressdo para as proteinas estudadas, tais como células epiteliais, fibroblastos,
células endoteliais e inflamatdrias. Estes achados estdo de acordo com alguns relatos da
literatura que investigaram a imunoexpressio do RANKL e OPG em lesbes
odontogénicas. Tekkesin, Mutlu e Oglac (2011) observaram imunopositividade nos
fibroblastos, linfdcitos, osteoclastos e osteoblastos em CRs, QOs e AMs. Siar et al.
(2015) também relataram em seu estudo a positividade em células epiteliais e
mesenguimais, tais como fibroblastos, células inflamatdrias, osteoblastos e osteoclastos
no CR, QO e AM. Estes resultados indicam que esta grande variedade de células parece
estar envolvida no processo da osteoclastogénese e relacionada intimamente com a
expressao de proteinas que podem contribuir com o desenvolvimento e crescimento das
lesGes odontogénicas.

O resultado da imunoexpressdo dos fatores estimuladores (RANKL, CatK e
MMP8) e inibidor (OPG) da osteoclastogénese no CD, demonstrou alta expresséo da
OPG no epitélio e capsula. No entanto, expressdes significativas de MMP8 e RANKL
também foram observadas neste cisto. E de se esperar que a OPG estivesse com
expressao superior no CD, uma vez que se trata de uma lesdo indolente, quando
comparada a0 AM e QO. A OPG é uma molécula que inibe a proliferacdo e
diferenciacéo dos osteoclastos, competindo com 0 RANKL ao impedir que este se ligue
ao RANK, inibindo, dessa forma, a atividade osteolitica (SUN et al., 2015; SIAR et al.,
2015). Silva et al. (2008) encontraram expressao superior de OPG nos CDs estudados,
guando comparado ao QO e AM, corroborando 0s nossos resultados.

Por sua vez, a MMP8 obteve a maior expressdo na capsula do CD. A MMP8 é
uma das mais importantes endopeptidases, capaz de degradar principalmente o colageno
I (LAWAL et al., 2015). Assim, atuando juntamente com outros fatores que estimulam
a atividade osteolitica, ela estaria contribuindo com o crescimento e progressdo de

lesGes intradsseas. Por outro lado, vale salientar que a MMP8 além de ser expressa por
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células epiteliais e fibroblastos em diversas patologias (OMAR et al., 2015), ela é
também expressa por células inflamatérias (COSTA-JUNIOR et al., 2013;
EVROSIMOVSKA et al., 2015; THIERBACH et al., 2016). Considerando que alguns
CDs incluidos na amostra do presente estudo exibiam infiltrado inflamatorio, acredita-
se que este achado parece ndo ter relacdo com agressividade da lesdo. Trabalhos
referentes a MMP8 em lesdes odontogénicas sdo escassos na literatura. Apenas um
trabalho foi publicado e este envolve 0 CD (SUOJANEN et al., 2014). Nossos achados
sdo consistentes com os resultados de Suojanen et al. (2014), que também encontraram
alta imunoexpressdo de MMP8 nos CDs e FDs avaliados.

Foram observados altos indices de expressdo do RANKL na cépsula do CD,
contrapondo-se aos estudos de Matos et al. (2013), que encontraram baixa
imunoexpressdo de fatores como RANKL na capsula do CD. Altas expressdes de
RANKL na capsula do CD também parecem estar relacionadas a presenca de infiltrado
inflamatorio, uma vez que as células inflamatérias expressam 0 RANKL (MORAES et
al., 2013; SANTOS et al., 2017).

Com relacgdo a CatK, sua expressao foi ausente no epitélio e conjuntivo dos CDs,
demonstrando que esta proteina, possivelmente, ndo influencie o desenvolvimento desta
lesdo. A CatK pode ser considerada um marcador de agressividade, pois a literatura
demonstra que sua alta expressdao tem sido associada a condicdes como osteoporose,
progressao de metastases dsseas, artrite reumatoide e periodontite (LEUNG et al., 2011;
KIM et al.,, 2014). Leung et al. (2011) demonstraram que a CatK atua como uma
molécula estimuladora da reabsorcdo dssea. Os autores constataram que a Odenacatib
ODN parece inibir a acdo da CatK sobre os osteoclastos, reduzindo o processo de
reabsorcdo Ossea. Kim et al. (2014) observaram que o crescimento e progressdao do
ameloblastoma periférico estava associado a alta expressdo da CatK. Assim, espera-se
que em lesdes menos agressivas, como o CD, a sua marcacao seja baixa ou inexistente
como aconteceu neste trabalho. N&o existem estudos prévios da avaliagdo da
imunoexpressdo da CatK no CD.

No COG, a expressdo imunoistoquimica dos marcadores estudados seguiu um
padrdo similar tanto no epitélio cistico, quanto na capsula. Fatores estimuladores da
osteoclastogénese (MMP8, RANKL e CatK) exibiram maiores expressdes quando
comparados a OPG. A alta positividade da MMP8, RANKL e CatK pode ser um dos
fatores que justificam a natureza mais agressiva deste cisto. As MMPs sdo responsaveis

pela degradagéo da matriz extracelular e regulam o desenvolvimento, a remodelacdo e a



46

destruicdo dos tecidos, estando associadas & angiogénese, proliferacéo celular, apoptose
e invasdo em diversas patologias (COSTA-JUNIOR et al., 2013; LAWAL et al., 2015;
DUTRA et al., 2016). Guimaraes et al. (2015) avaliaram a expressdo das MMPs 2, 7 e
20 no COG, QO, AM, tumor odontogénico cistico calcificante e tumor odontogénico
adenomatdide, obtendo baixa positividade para estes marcadores no COG quando
comparado as lesGes mais agressivas como QO e AM, com diferenca estatistica
significativa. A imunoexpressdo do RANKL reforca que essa lesdo, parece ter
comportamento mais agressivo do que outras lesdes cisticas. Matos et al. (2013)
encontraram baixa expresséo do RANKL no cisto radicular e no CD, quando
comparado ao AM. Por sua vez, a baixa imunoexpressdo da OPG sugere que na amostra
do presente estudo os fatores estimuladores da atividade osteolitica predominaram no
COG diferente do que se observa em outras lesdes cisticas. Santos et al. (2017),
observaram alta expressdo de OPG nos cistos radiculares. Silva et al. (2008) realizaram
uma comparacgdo da expressdo imunoistoquimica da OPG e do RANKL em CD, AM e
QO e observaram uma maior expressdo da OPG no CD. Assim, a expressdo da OPG,
qgue normalmente se observa em lesdes cisticas como CD e cisto radicular, ndo é vista
no COG.

Por ser uma lesdo rara, poucos estudos investigaram o COG, que parece diante
destes resultados tratar-se de um cisto biologicamente agressivo, por apresentar maiores
expressdes das moléculas que favorecem a reabsorcao dssea.

O QO apresentou as maiores imunoexpressdes para 0 RANKL tanto no
componente epitelial quanto na capsula. Este resultado é coerente, uma vez que o0 QO é
considerado uma lesdo mais agressiva comparada aos outros cistos odontogénicos
(POGREL, 2015; LEUNG et al., 2016), estando associado a maiores reabsor¢oes
Osseas (BARNES, 2005; STOELINGA, 2012). Estes achados se confirmam em diversos
estudos, como os de Andrade et al. (2008), Silva et al. (2008), Tekkesin, Mutlu e Oglac
(2011), Matos et al. (2013) e Siar et al. (2015), que obtiveram elevada imunoexpresséo
de RANKL para o QO. PAde-se observar no componente epitelial do QO uma expressdo
significativa da OPG. Este resultado levanta a possibilidade do QO, apesar de ser
considerada uma lesdo agressiva, normalmente possuir crescimento inferior que uma
lesdo tumoral como 0 AM, por exemplo. Estes dados s@o semelhantes aos resultados de
Silva et al. (2008), que avaliaram os niveis de RANKL/OPG em QO, obtendo maiores
expressoes da OPG em comparacdo a0 RANKL em 62,4% dos QOs.
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Em contrapartida, na capsula do QO, a OPG se expressou de forma mais discreta
em comparacdo ao RANKL, CatKk e MMP8. Acredita-se que as diferentes proporgdes
entre os fatores estimuladores e inibidores favorecam a maior ou menor reabsor¢do
0ssea que estd associada ao desenvolvimento dessas lesdes. Matos et al. (2013)
avaliaram a expressdo imunoistoquimica do RANKL e da OPG em cistos e tumores
odontogénicos, incluindo CD, CR, QO e AM. Foi observada uma menor expressédo da
OPG no QO quando comparado a outras lesdes cisticas, como o cisto radicular e CD,
sendo 0 RANKL expresso de forma mais evidente no AM.

Em relagdo a imunoexpressdo da CatK no QO, houve marcacdo significativa
tanto em epitélio quanto na capsula, sugerindo ser uma proteina favoravel a reabsorcao
Ossea e importante para o desenvolvimento desta lesdo. A expressdo imunoistoquimica
da MMP8 no QO foi mais significativa na capsula, o que pode ser justificado pela
possivel presenca de células inflamatérias. Nao existem estudos prévios que avaliaram a
expressdo da Catk e MMP8 em QO. Mas, existem estudos que demonstram a relagdo
dessas proteinas com a maior reabsorcdo 6ssea. Hao et al. (2015) avaliaram fatores
relacionados a progressao da artrite reumatoide e periodontite em modelos de rato.
Notou-se que a deficiéncia genética da CatK resultou em redugdo da inflamacdo e
erosao 6ssea, sugerindo que a inibi¢do da CatK pode se tornar um alvo no tratamento da
artrite reumatoide e da periodontite. Omar et al. (2015) demostraram que existe uma
relacdo entre a expressdo positiva de MMP8 com a diminui¢do do reparo 0sseo € um
aumento no risco de desenvolvimento de neoplasias malignas, como o carcinoma
escamocelular oral e carcinomas da pele. Altas expressdes da MMP-2 e MMP-8 foram
detectadas por Lawal et al. (2015) no carcinoma escamocelular oral, sendo a expressao
destas MMPs sugerida como uma importante ferramenta auxiliar na determinacdo do

prognostico dessa lesdo.

O parénquima e estroma do AM revelaram elevados niveis de RANKL. O AM é
uma neoplasia benigna, porém apresenta caracteristicas clinicas e radiograficas
compativeis com uma lesdo agressiva e que pode resultar em serias complicacdes para o
paciente (BANSAL et al., 2015; MILMAN et al., 2016). Dessa forma, era esperado que
os fatores estimuladores da osteoclastogénese, como 0 RANKL, exibissem expressdo
significativa nesta lesdo, sendo inclusive superior as lesdes cisticas estudadas (CD,

COG e QO). Estes resultados corroboram diversos estudos na literatura (SILVA et al.,
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2008, ANDRADE et al., 2008, TEKKESIN, MUTLU E OGLAC, 2011, MATOS et al.,
2013, JHAMB e KRAMER, 2014).

Foi observado no estroma dos AMs, baixa expressdo da OPG, sendo coerente
por se tratar de uma proteina inibidora da osteoclastogénese. Jhamb e Kramer (2014),
Tekkesin, Mutlu e Oglac (2011) encontraram expresséo superior do RANKL em relagéo
a OPG no estroma do AM. Kumamoto et al. (2004), encontraram maior expressdo do
RANKL em relacdo a OPG no parénquima dos AMs.

Houve marcacdo significativa para CatK tanto no parénquima quanto no estroma
do AM. Trata-se de um marcador biologico favordvel a osteoclastogénese, assim,
juntamente ao RANKL pode justificar o potencial de reabsorcdo 6ssea desta lesdo. Kim
et al. (2014) avaliaram a imunoexpressdo da Catk em ameloblastomas periféricos e no
carcinoma basocelular oral. Foi obtida expressao superior da CatK no ameloblastoma
periférico, quando comparado com o carcinoma, o qual exibiu expressdo elevada de
outros marcadores de agressividade, como o TNF alfa, B-catenina e MMPs. Apesar de
se tratar de outro tipo de AM, os resultados da expressdo da CatK nos AMs da presente
pesquisa foram semelhantes ao encontrado por Kim et al. (2014). N&o existem estudos
anteriores avaliando a expressao da CatK em AM intradsseo.

A expressdo imunoistoquimica da MMP8 no AM foi mais significativa no
estroma quando comparada ao parénquima tumoral, possivelmente pela presenca
secundaria de algumas células inflamatérias em alguns casos incluidos em nossa
amostra. Os estudos publicados até o momento ndo investigaram a participacdo da
MMP8 na patogénese do AM. Porém, outras MMPs tém sido abordadas e tém
demonstrado participacdo importante no estabelecimento e crescimento desta neoplasia
(HENRIQUES et al., 2011; DUTRA et al., 2016). Henriques et al. (2011) relataram
maior expressdo da MMP9 no AM, quando comparado ao QO, CD e cisto radicular.
Dutra et al. (2016) compararam a expressdo imunoistoquimica das MMP1, MMP2 e
MMP9 em diferentes tipos clinicos de AM, sendo observado maiores expressdes das
trés MMPs avaliadas em AM solidos, seguido do AM unicistico. De uma forma geral,
alta expressdo das MMPs parece estar relacionada a reabsor¢do 0ssea e potencial de
crescimento das lesdes.

Ao comparar as expressdes imunoistoquimicas entre lesdes investigadas na
presente pesquisa, constata-se que o0 RANKL e CatK parecem tem maior participacdo
na patogénese do QO, AM e COG do que no CD e FD. Este resultado pode ser um fator

importante que justifica a maior reabsor¢do 0ssea, crescimento e agressividade
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associado ao AM, QO e COG, uma vez que 0 RANKL e CatK favorecem a atividade
osteolitica (TEKKESIN, MUTLU e OGLAC, 2011, ALAN et al., 2015, SUN et al.
2015, DUTRA et al., 2016). Vale ressaltar que 0 QO exibiu expressdo superior ao AM e
COG. Tekkesin, Mutlu e Oglac (2011) avaliaram a expressdo imunoistoquimica do
RANK, RANKL e OPG, em QO, AM e cisto radicular. A expresséo do RANKL foi alta
e semelhante no AM e QO, sendo inferior no CR. RANK foi superior no QO e a OPG
mostrou baixa expressdo, sem diferencas entre as lesdes. Silva et al. (2008) realizaram
uma comparacdo da expressdo imunoistoquimica do RANKL e da OPG em CD, AM e
QO, observando uma maior expressao do RANKL no AM, seguido pelo QO e CD, o
qual apresentou a maior imunoexpressdo da OPG. Juntos, esses resultados demonstram
que a atividade osteolitica parece similar no QO e AM, apesar da natureza neoplasica
controversa do QO. Como esperado, a expressao do RANKL e CatK foi ausente no FD,
utilizado como controle. De forma semelhante, Matos et al. (2013), relataram baixa
imunoexpressdo do RANKL em FD, quando comparado ao QO e AM.

Neste trabalho, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo da expressdo da MMP8
com o tipo de lesdo estudada, se cisto ou tumor e nem com a agressividade da lesdo.
Maiores expressdes foram encontradas no COG e QO, seguidas pelo FD e CD.
Considerando que a MMP8 é expressa principalmente por células inflamatorias
(EVROSIMOVSKA et al., 2015; THIERBACH et al., 2016), acredita-se que sua
expressao tenha sido influenciada pela presenca do infiltrado inflamatério em algumas
lesbes incluidas na nossa amostra. Semelhante ao encontrado na presente pesquisa,
Suojanen et al. (2014) detectaram imunoexpressédo significativa de MMP8 nos CDs e
FDs avaliados.

A participacdo da CatKk e MMP8 em lesdes odontogénicas cisticas e tumorais
ainda é pouco abordada na literatura, existindo apenas um trabalho da CatK em
ameloblastoma periférico (KIM et al., 2014) e um da MMP8 em CD e FD (SUOJANEN
et al., 2014). Assim, mais trabalhos envolvendo estes marcadores em lesdes
odontogénicas Sdo necessarios, uma vez que essas proteinas podem ajudar a entender o
comportamento bioldgico destas lesGes.

Com relacdo a OPG, maiores expressdes imunoistoquimicas foram observadas
no CD e FD, o que pode justificar a menor atividade osteolitica associadas a estes
processos. Corroborando nosso trabalho, Silva et al. (2008), obtiveram alta
imunopositividade para OPG em 70% dos FD avaliados, comparando ao AM, QO e
CD. De acordo com Sara et al. (2006), Silva et al. (2008), Moraes et al. (2011), Siar et
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al. (2015), em fungéo da OPG apresentar atividade que inibe a osteoclastogénese,
espera-se que sua expressao seja superior em lesdes mais indolentes. De forma
inesperada, 0 QO exibiu marcacdo superior para OPG em seu componente mesenquimal
em comparacdo com as outras lesdes e FD. E possivel que este achado seja um dos
fatores que explique o crescimento inferior que geralmente esta lesdo apresenta quando
comparado ao AM, o qual exibiu a menores expressoes da OPG.

O calculo da razdo entre os fatores estimuladores (RANKL, CatK e MMP8) e
inibidor (OPG) no componente mesenquimal em cada lesdo estudada, confirma os
resultados discutidos acima, onde os fatores estimuladores da osteoclastogénese
predominaram nas lesdes que apresentam comportamento mais agressivo, AM, QO e
COG. De forma mais discreta a MMP8 e RANKL foram superiores no CD, seguido
pela OPG e CatK. Por outro lado, a OPG predominou no FD em relagdo aos outros
marcadores.

Por fim, pdde-se observar uma relacdo da expressdao da OPG com o tamanho do
AM. Altas expressdes da OPG foram associadas a AMs de menor tamanho. Achado
importante, que ratifica o papel da OPG na inibicdo da osteoclastogénese,
possivelmente impedindo o maior crescimento da lesdo. Diante desses achados, é
possivel sugerir que tratamentos cirdrgicos menos invasivos poderiam ser instituidos

aos AMs de menores proporcoes e que apresentem alta imunoexpressdo da OPG.
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7 CONCLUSOES

Nossos resultados indicam a participacdo de fatores que inibem e estimulam a
reabsorcéo dssea no desenvolvimento do CD, COG, QO e AM, com maior expressdo do
RANKL e CatK nas lesdes consideradas mais agressivas, QO, AM e COG. A OPG,
proteina associada a menores taxas de reabsor¢do 60ssea, foi superior no CD e FD, e
parece ser uma das moléculas responsaveis pelo menor crescimento das lesdes. Para
MMP8, nédo foi possivel estabelecer relacdo com o comportamento bioldgico das lesdes.

O COG exibiu expressdes dos fatores estimuladores da osteoclastogénese
semelhantes a0 AM e QO. Desta forma, acredita-se que esta lesdo apresente uma
tendéncia a comportamento biol6égico mais agressivo, sugerindo a necessidade de
tratamentos mais radicais, a fim de evitar as recidivas.

S80 necessarios mais estudos envolvendo as lesdes odontogénicas e estes
marcadores, especialmente a Catk e MMP8, para o melhor entendimento do processo
de reabsorcdo 6ssea nessas lesdes. Diante disto, serd possivel o surgimento de terapias
eficazes e promissoras que permitam o desenvolvimento de moléculas silenciadoras
capazes de bloguear a progressao dessas lesdes, evitando-se tratamentos mais radicais,

que normalmente causam grandes sequelas aos pacientes.
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