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RESUMO

O Ceratocisto Odontogénico (CO) € uma patologia distinta do complexo
estomatognatico, especialmente pelo comportamento clinico agressivo,
com uma alta taxa de recidiva, comprometimento de estruturas
anatdmicas nobres, crescimento infiltrativo e caracteristicas biolégicas
distintas dos demais cistos odontogénicos. O presente trabalho teve
como objetivo estudar a expressao imuno-histoquimica dos marcadores
de proliferagdo celular, Ki-67, p53 e p63 e de matriz extracelular,
laminina, em COs, bem como associa-los a aspectos clinicos e
imaginoldgicos, na tentativa de melhor compreender os mecanismos
moleculares envolvidos no comportamento biolégico desta patologia.
Trinta e sete COs de trinta pacientes foram submetidos a técnica imuno-
histoquimica para os anticorpos supracitados, utilizando o sistema
EnVision™. Os resultados clinicos, imaginolégicos, histomorfoldgicos e
imuno-histoquimicos foram compilados e associados estatisticamente. A
faixa etaria de dez a vinte anos (33,3%) e melanodermas (60%)
compuseram a maior parte desta amostra e a regido posterior da
mandibula foi a mais acometida (83,8%). Observou-se uma associagéao
estatisticamente significante entre a presencga de cistos satélites e padrao
imaginolégico multilocular (p= 0,0167), distor¢do do canal mandibular (p=
0,0243) e recidivas (p= 0,0033). Para os anticorpos Ki-67 e p53, as
células imunomarcadas localizavam-se predominantemente nas camadas
supra-basais, enquanto a proteina p63 distribuia-se por todo o epitélio de
revestimento cistico. Ao mesmo tempo, ndo se observou diferengca na
marcagao para estas proteinas, entre lesdes primarias e recorrentes (Ki-
67, p= 0,5591; p53, p= 0,9847; p63, p= 0,9127) e aquelas associadas a
SCBCN (Ki-67, p= 0,7013; p53, p= 0,3197; p63, p= 0,2427). A expressao
da laminina foi predominantemente continua (n=18) e intensa (n=12),
inclusive em areas de desprendimento epitelial e acantose. Em areas de
inflamagéao, observou-se o esmaecimento desta imunomarcagdo e uma
maior expressdo do Ki-67 (p< 0,05), sem afetar a expressdo das
proteinas p53 e p63. Estes resultados corroboram com a hipétese da
existéncia de um compartimento proliferativo supra-basal no epitélio do
CO, o qual pode contribuir para comportamentos biolégico e clinico mais
agressivos para esta patologia. Ao mesmo tempo, sugerem a
necessidade de mais investigagdes que abordem as interagdes entre os
componentes da matriz extracelular e ceratinécitos, além de estudos
prospectivos que possibilitem associar os achados clinicos e imuno-
histoquimicos, na tentativa de estabelecer marcadores de prognéstico
para esta patologia.

Palavras-Chaves: Ceratocisto Odontogénico, Imuno-histoquimica,
Proliferagao celular, Matriz extracelular.



ABSTRACT

Odontogenic Keratocyst (OK) represents a distinct lesion of the jaws,
especially due to the aggressive clinical behaviour, and high recurrences
rates. These features make it distinghishable from other odontogenic
cysts. The aim of this study was to analyse the proliferation markers such
as Ki-67, p53 and p63 and laminin in attempt to evaluate the biological
behavior of OK as well as associating them with clinical and images
features. Using immunochistochemical technique with EnVision™, thirty
and seven cases of COs were studied. Clinical, images,
histomorphological and immunohistochemical data were compiled and
submitted to statistical analysis. Our results showed that black young
adults preponderated in the most of the sample and the body-angle-
ramus area of mandible was the most common site of occurrence. A
statistically  significant  association was  observed between
microkeratocysts, multilocular lesions (p= 0, 0167), distortion of
mandibular canal (p= 0,0243) and recurrences (p= 0,0033). Positive cells
ratio for ki-67 and p53 was more evident in the parabasal epithelial cells
and p63 protein distribution involved all epithelial layers. The lesions
immunolabeled for Ki-67, p53 and p63 proteins did not show a statistically
significant difference between primary and recurrent OK (Ki-67, p=
0,5591; p53, p= 0,9847; p63, p= 0,9127). Similarly, this was detected
when these lesions were associated to basal cell naevus syndrome (Ki-
67, p= 0,7013; p53, p= 0,3197; p63, p= 0,2427). Laminin was
predominantly continuous (n=18) and intense (n=12), including those
areas that exhibited disruption of the epithelium and acanthosis. A
statistically significant increase of Ki-67 positive cells (p< 0,05) was
observed in inflamed OK, without affecting the p53 and p63 expression.
Our results suggest that Ki-67, p53 and p63 expression reflects a
proliferative cellular activity in epithelium lining of OK, contributing for a
more aggressive biological behaviour of it. In addition, other prospectives
studies are useful to associate the clinical and imunohistochemical
features in attempt to establish prognostic markers for this entity.

Key Words: Odontogenic Keratocyst, Immunohistochemistry, Celular
Proliferation, Extracellular Matrix.



1 INTRODUGAO

O Ceratocisto Odontogénico (CO) € uma lesdo que acomete os 0ssos
gnaticos, especialmente de adultos jovens, sendo o seu comportamento
biolégico distinto dos demais cistos de natureza odontogénica.
Classicamente, esta patologia é considerada uma alteragdo de
desenvolvimento, associada a remanescentes da lamina dentaria
embrionaria (LENCH et al., 1996; KOLAR et al., 2006), entretanto, o
comportamento clinico agressivo, com uma alta taxa de recidiva,
comprometimento de estruturas anatdmicas nobres, crescimento infiltrativo e
caracteristicas moleculares distintas tém sugerido uma natureza neoplasica
para esta patologia.

Mutagbdes no gene supressor de tumor PTCH, identificada inicialmente,
em pacientes portadores da Sindrome do Carcinoma Basocelular Nevoide
(SCBCN) e, mais recentemente, em casos de COs esporadicos, corroboram
para a hipotese neoplasica desta lesdo. Os COs de portadores da SCBCN
desenvolvem-se a partir de células precursoras com mutagdes hereditarias,
enquanto nos casos considerados esporadicos, dois eventos mutacionais,
em células susceptiveis, parecem ser necessarios (BARRETO et al., 2000;
BARRETO et al., 2002; SHEAR, 2002b).

Apesar de aspectos imaginoldgicos diversos, a radiolucéncia unilocular,
de margens definidas, especialmente em regido posterior de mandibula é a
apresentagao mais comum (STOELINGA, 2001). Histomorfologicamente, o
CO assume caracteristcas peculiares, tais como um epitélio de revestimento
atrofico, capsula cistica pouco densa, além de cistos satélites e areas de
desprendimento epitelial.

Molecularmente, a mutagdo no PTCH provoca um mau funcionamento
na via de sinalizagdo Sonic Hedgehog (Shh), resultando em proliferagao

celular. Dessa forma, o potencial proliferativo do epitélio de revestimento
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cistico constitui uma propriedade peculiar do CO, sendo estudado,
isoladamente, por grupos de pesquisa do mundo inteiro, na tentativa de
correlacionar esta propriedade com o aspectos clinicos do CO e melhor
entender seu comportamento biolégico.

Dessa forma, marcadores imuno-histoquimicos, como o Ki-67 e p53,
envolvidos na proliferagao celular, tém sido utilizados por alguns autores,
entretanto, poucos correlacionam a expressdo destas proteinas com
parametros clinicos e imaginolégicos.

A expressdo do gene p63 € pouco conhecido nesta patologia, sendo
que esta proteina tem se destacado como uma molécula essencial nos
processos de desenvolvimento do epitélio estratificado, bem como um
marcador de proliferagao celular, especialmente por funcionar como um fator
de transcrigao, ativando genes envolvidos na proliferagao de ceratinécitos e
processos neoplasicos. Dessa forma, a utilizacdo deste marcador em CO,
representa uma estratégia que pode ajudar a entender alguns mecanismos
moleculares envolvidos na patogénese do CO.

A membrana basal (MB) tem uma composi¢do molecular diversa, sendo
a laminina o constituinte mais abundante (EKBLOM, LONAI, TALTS, 2003).
Esta glicoproteina relaciona-se, estruturalmente, com os demais
componentes da MB, como integrinas e colageno IV, formando redes
intimamente relacionadas, as quais garantem a unido das células epiteliais
aos substratos do tecido conjuntivo, além de participar de eventos celulares
importantes, como a proliferagdao (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2004).

Histomorfologicamente, areas de desprendimento do epitélio cistico sdo
frequentemente observadas nesta patologia. Apesar do conhecimento que
as interagdes entre células, e destas com a matriz extracelular (ME),
especialmente MB, sdo essenciais para o desenvolvimento, regulagao

celular (proliferagao, diferenciagao, migragéo e apoptose) e manutengao da



arquitetura normal do tecido (BRENNAM et al.,, 2004), poucos estudos
avaliam o comportamento de componentes da MB, em CO.

Assim, o objetivo principal do presente trabalho é contribuir para os
estudos sobre o comportamento biolégico do CO, através da utilizagdo de
marcadores de proliferagéo celular (Ki-67, p53 e p63), de ME (Laminina),
bem como correlacionar os achados imuno-histoquimicos com aspectos
clinicos, imaginolégicos e histomorfolégicos,.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ceratocisto Odontogénico: Consideragdes gerais

O CO constitui uma lesao cistica localmente agressiva, com elevado
indice de recorréncia e um padrao distinto de crescimento, sugerindo,
atualmente, tratar-se de uma neoplasia benigna (SHEAR, 2002a; SHEAR,
2002b; SHEAR 2002c; AGARAM et al., 2004; SARACOGLU et al., 2005).
Uma origem neoplasica para esta entidade patolégica poderia explicar o

elevado indice de recorréncia e a associacdo com a SCBCN (AGARAM et
al., 2004).

Philipsen (2005), na ultima versdo da classificagdo dos tumores de
cabeca e pescogo da OMS, define o CO como um tumor intraésseo de
origem odontogénica, uni ou multicistico, solitario ou multiplo, cujo epitélio
escamoso estratificado apresenta-se paraqueratinizado. Este autor sugere
que os termos “Tumor Odontogénico Queratocistico” ou “Queratocistoma
Odontogénico” sejam utilizados para esta lesdo. Entretanto, diversos
pesquisadores continuam publicando trabalhos utilizando como terminologia
CO, especialmente pela necessidade de estudos mais especificos que

comprovem a natureza neoplasica desta patologia.

Acredita-se que o desenvolvimento do CO ocorra a partir da
proliferagdo de remanescentes epiteliais da lamina dentaria (LENCH et al.,
1996; KOLAR et al., 2006). A analise de epitélios de revestimento removidos
em cirurgias de CO demonstrou a presenga de miultiplos microcistos
proximos a camada basal da mucosa, sugerindo também um possivel
envolvimento deste epitélio na etiologia da lesdao (STOELINGA, 2001;
AULUCK, PAI, 2005), especialmente nos casos de recidiva (AULUCK, PAI,
2005).

Para Shear (2002b), até mesmo COs esporadicos, poderiam derivar de

células susceptiveis com mutagdes somaticas, contribuindo para a hipétese



desta patologia ser uma neoplasia benigna. Lench et al. (1996) citaram que a
Teoria de Knudson respalda o comportamento clinico e biolégico do CO, ou
seja, em pacientes sindrdmicos, com mutagdo em um gene envolvido na
tumorigénese, apenas um evento mutacional é suficiente para o
desenvolvimento da lesao, enquanto dois eventos mutacionais, em células

somaticas, sao requeridos para COs esporadicos.

Barreto et al. (2002), entretanto, demonstraram que mesmo em COs
cuja mutacdo no PTCH foi encontrada, ainda existia a imunomarcagao para
o anticorpo anti-PTCH, sugerindo que a perda de apenas um alelo pode ser
suficiente na etiopatogenia desta patologia.

A perda clonal de alelos em genes supressores de tumor constitui um
evento caracteristico em neoplasias. Lench et al. (1996) estudaram
marcadores do cromossomo 9g22.3-q31 (D9S 196, 287, 180, 176 127 e
aldolase B2) em pacientes com COs esporadicos e associado a SCBCN e
verificaram a perda da heterezigozidade neste cromossomo, para ambos os

grupos, sugerindo a participagdo de um gene supressor de tumor na
etiopatogenia das lesdes.

A heterozigozidade em outros genes supressores de tumor (p53, p16,
PTCH, e MCC) foi abordada por Agaram et al. (2004). Dos dez casos de CO
estudados por estes autores, sete apresentaram perda de heterozigozidade

para os genes estudados, corroborando para a hipétese neoplasica desta
lesao.

Recentemente, Henley et al. (2005) examinaram cinco regides
cromossémicas diferentes, 3p14, 9p21, 11923, 139.12.1 e 17p13, envolvidas
na etipatogenia do carcinoma epiderméide de boca. Dos quinze casos de
CO estudados, doze demostraram alteracdo em pelo menos uma destas
regides, sendo a maior perda de alelos registrada na regido 13912.1, a qual
codifica o gene supressor de tumor LATS2.
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Segundo Giuliani et al. (2006), o CO corresponde entre 12 e 14% de
todos os cistos odontogéncos. Oda et al. (2000), em um estudo
epidemiol6gico realizado nos Estados Unidos, analisaram quatrocentos e
trinta casos de CO e encontraram a quarta, segunda e quinta décadas de
vida, as faixas etarias de maior prevaléncia, nesta ordem.

Segundo Philipsen (2005), a idade média de pacientes com multiplos
ceratocistos, associados ou nao a SCBCN, é menor quando comparada aos
individuos acometidos por uma Unica lesdo. Em relagdo ao sexo, ha uma
discreta predilecdo para o masculino (ODA et al., 2000; PHILIPSEN, 2005;
GIULIANI et al., 2006).

Philipsen (2005) considera a agressividade local, a elevada taxa de
recorréncia e a tendéncia a multiplicidade, as caracteristicas clinicas mais

importantes nesta entidade patoldgica, especialmente quando associadas a
SCBCN.

Apesar da consideravel predilecdo pela regido de terceiros molares
inferiores e ramo mandibular, a ocorréncia de CO em diferentes regides
dentadas da maxila e mandibula ndo é incomum, sendo que muitas vezes
esta patologia assemelha-se a outras lesées odontogénicas (STOELINGA,
2001), como o cisto dentigero e ameloblastoma (GIULIANI et al., 2006).

Aspectos clinicos secundarios tais como dor, presenga de exsudato,
aumento de volume e envolvimento de estruturas anatémicas adjacentes,
como nervos e musculos, sdo consideradas incomuns por Philipsen (2005).
O aumento de volume, presente apenas em alguns individuos, resulta do
abaulamento causado pela pressao cistica, uma vez que ndo ha expansao
por aposi¢cao 6ssea em CO (STOELINGA, 2001).

Do ponto de vista clinico e biolégico, a associagao de muitiplos COs
com a SCBCN, tem contribuido para estudos que ressaltam as
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peculiaridades do comportamento biolégico de COs, especialmente para a
hipétese desta lesao tratar-se de um processo neoplasico.

Anormalidades no desenvolvimento esquelético, calcificagbes
ectdpicas, multiplos COs em maxilares e predisposicdo ao desenvolvimento
de carcinomas basocelulares nevédides, sdo caracteristicas peculiares da
SCBCN (LENCH et al.,, 1996; BOUTET et al., 2003; PASTORINO et al.,
2005). Macrocefalia, malformagdes congénitas, fiboroma ovariano e
meduloblastoma representam outros achados clinicos menos frequentes nos
pacientes com esta sindrome (PASTORINO et al., 2005).

Geneticamente, a SCBCN constitui uma doenga autossémica
dominante, com penetrancia completa e expressividade variavel (BARRETO
et al.,, 2002; BOUTET et al.,, 2003), sendo que mutagbes no gene PTCH
(supressor de tumor), mapeado no cromossomo 9922.3-q31 (FARNDON et
al,, 1992), sao responsaveis pelo fenétipo dos pacientes portadores da
sindrome (BARRETO et al., 2002; SHEAR, 2002b; BOUTET et al., 2003).

O gene PTCH codifica uma proteina trasmembranica que, entre outras
fungbes, controla a nutrigdo e crescimento de diversos tecidos humanos
(BARRETO et al.,, 2000) e funciona como um receptor trasmembranico
envolvido na via de sinalizagdo Shh, a qual esta diretamente envolvida com
o desenvolvimeno dentario (HARDCASTLE et al., 1999; COURBONE et al.,
2004) e processos neoplasicos de origem odontogénica, como o
Ameloblastomas, Tumor Odontogénico Epitelial Calcificante, Tumor
Odontogénico Adenomatbide, Mixoma, Fibroma Odontogénico e Cisto
Odontogénico Calcificante, conforme sugerido por Heikinheimo et al. (2002),
em um estudo molecular utilizando microarranjos de DNA.

Pacientes que manifestam varias recorréncias da lesdo, mesmo na

auséncia de outros aspectos peculiares da SCBCN, devem ser investigados
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para a mesma, uma vez que estes podem estar expressando uma forma
mais branda desta sindrome (AULUCK, PAI, 2003; SHEAR, 2003).

Radiograficamente & possivel observar multiplas radiolucéncias
envolvendo ou nao unidades dentarias, nos maxilares dos portadores da
SCBCN. Outros padrdes imaginolégicos em CO, esporadicos ou associados
a sindrome, incluem radiolucéncia uni ou multilocular, com bordas
escleréticas uniformes ou multilobuladas, envolvendo ou ndo dentes,
freqientemente em regido posterior e ramo de mandibula, ja que esta
constitui a regidao de maior ocorréncia do CO (LENCH et al., 1996; ODA et
al., 2000; STOELINGA, 2001; GIULIANI et al., 2006).

Em geral, lesbes extensas que acometem mais de um sitio anatémico,

sdo mais destrutivas e colaboram para uma sintomatologia clinica mais
exuberante (MORGAN et al., 2005).

Histologicamente, esta patologia caracteriza-se por um epitélio
escamoso estratificado paraqueratinizado, atréfico (entre cinco a oito
camadas), sendo que as células basais, colunares ou cuboidais,
frequentemente dispdem-se em paligada e seus nulcleos mostram-se
intensamente basofilicos e polarizados (LENCH et al., 1996; SHEAR, 2002a;
PHILIPSEN, 2005). Em algumas areas, observa-se o epitélio cistico
desprendendo-se da capsula delgada que o envolve (ODA et al., 2000;
KOLAR et al., 2006).

Figuras mitéticas nas camadas supra-basais, displasia epitelial, cistos
satélites na capsula (PHILIPSEN, 2005) e na mucosa de revestimento
(STOELINGA, 2001) o que, segundo Agaram et al. (2004), poderiam sugerir
uma possivel invasado local da lesdo, representam outros achados
histomorfolégicos importantes.

A presenca de inflamagdo ndo é incomum e pode ser atribuida a

comunicagbes com a mucosa bucal através da perfuragao da cortical éssea
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ou da comunicagdo com o ligamento periodontal (KAPLAN, HIRSHBERG,
2004). O processo inflamatério colabora para uma perda das caracteristicas
celulares e estruturais do epitélio de revestimento cistico (KAPLAN,
HIRSHBERG, 2004; PHILIPSEN, 2005; GIULIANI et al., 2006) e parece

contribuir para um comportamento clinico menos agressivo (GIULIANI et al.,
2006).

A conduta terapéutica do CO permanece em discussao por diversos

grupos de pesquisas, especialmente vinculada ao debate sobre a natureza
neoplasica desta patologia (GIULIANI et al., 2006).

De modo geral, as modalidades de tratamento para esta condigdo
incluem descompressdo, marsupializagdo, enucleagdo e ressecgédo oOssea,
sendo que estas podem estar associadas a terapias adjuvantes como
curetagem mecanica e quimica, com a utilizagao de solugdes fixadoras como
a de Carnoy, além da remogdo da mucosa bucal que reveste o sitio
anatémico acometido pela lesdo (EL-HAJJ, ANNEROTH, 1996; GIULIANI et
al., 2006), uma vez que microcistos presentes neste epitélio podem contribuir

para maiores indices de recorréncia (STOELINGA, 2001; AULUCK, PAl,
2003).

A marsupializagdo e descompressao representam estratégias adotadas
para a diminuicdo de lesdes extensas ou que envolvam estruturas nobres,
como o nervo mandibular, previamente ao tratamento cirurgico (POGREL,
2005; GIULIANI et al., 2006; MAURETTE, JORGE, MORAES, 2006).
Entretanto, ha relatos de resolugéo clinica e histolégica de casos de CO

apo6s marsupializagao, em um periodo de sete a dezenove meses (POGREL,
JORDAN, 2004).

Dessa forma, a descompressdao e marsupializagdo do cisto, além de
preservar estruturas vitais, resultaria em menor morbidade para o paciente
(POGREL, 2005; MAURETTE, JORGE, MORAES, 2006), apesar de
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contribuir com os maiores indices de recorréncia e impossibilitar a analise
histopatolégica da lesdo como um todo, essencial para a avaliagdo do
comportamento biolégico da lesdo e possiveis areas de displasia e
transformagdes carcinomatosas (GIULIANI et al., 2006).

A enucleagado cirargica e curetagem éOssea correspondem a principal
estratégia terapéutica para os pacientes com CO, especialmente quando a
lesdo envolve as regides de sinfise, corpo mandibular e terceiros molares.
Lesdes em ramo, entretanto, sdao mais dificeis de serem tratadas desta
maneira (GIULIANI et al., 2006). Blanas et al. (2000), em uma ampla revisao
da literatura, constataram que a ressecg¢ao cirlirgica para lesdes extensas
contribui com menores indices de recorréncias, sendo os comprometimentos
funcional e estético criticos para os pacientes submetidos a este tipo de
cirurgia (GIULIANI et al., 2006).

A utilizagao concomitante de terapias adjuvantes, como a crioterapia,
resulta em uma diminui¢ao significativa nas recidivas e, ao mesmo tempo,
um aumento nos casos de parestesia, a qual, na maioria dos casos, é
transitéria (POGREL, 2005).

Os estudos moleculares conduzidos em lesées odontogénicas, os quais
tem comprovado a participagdo da via de sinalizagdo Shh na patogénese
destas patologias, tém aumentando as perspectivas em relagéao a utilizagao
de farmacos que possam interferir nesta via de sinalizagao e, dessa forma,

favorecer um melhor progostico para os portadores destes tumores (ZHANG
et al., 2005).

Uma das estratégias ressaltada por Gomez, Marco (2005) podera ser a
utilizagéo de farmacos com estrutura molecular semelhante a ciclopamina, a
qual deriva da planta Verafrum californicum. Esta droga inibe a proteina
Smoothened e, portanto, a transdugdo de sinal via Shh e a proliferagéo
celular.
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2.2 Proliferagao celular

O indice proliferativo de um determinado tecido € determinado pela
fracao de crescimento deste, considerando o tempo que as células levam
para completar o ciclo celular. Os marcadores de proliferagdao, como o Ki-67,
entretanto, fornecem informagdes sobre as células em ciclo celular, mas nao
informam sobre o tempo que estas células levam para finalizar o ciclo celular
e, portanto, informam sobre o potencial proliferativo ou fragdo de
crescimento do tecido (BROWN, GATTER, 1990).

O mecanismo de crescimento, bem como a agressividade do CO,
constituem fatores de investigagédo cientifica por grupos do mundo inteiro
(SHEAR, 2002a), especialmente em relagdo as caracteristicas proliferativas
peculiares do revestimento epitelial (OLIVEIRA et al., 2002; SHEAR, 2002a;
SHEAR, 2002b, KIM et al., 2003; THOSAPORN et al.,, 2004), as quais
poderiam contribuir para a agressividade, recorréncia (LENCH et al., 1996;
KIM et al., 2003; WAHLGREN et al., 2003), expansao (KIM et al., 2003) e
crescimento infiltrativo dos COs (SCHARFFETTER et al., 1989).

Dessa forma, muitos marcadores biolégicos de proliferagéo celular,
como o Ki-67 e o PCNA tém sido estudados, auxiliando na escolha de
terapias apropriadas e proservagao (GIULIANI et al., 2006).

O potencial proliferativo do CO é similar a algumas neoplasias
odontogénicas benignas, como o Ameloblastoma e, quando comparado a
outras lesdes cisticas, como o Cisto Dentigero, a fragdo de crescimento
tecidual mostra-se significantemente superior (THOSAPORN et al., 2004).
Scharffetter et al. (1989), demonstraram, através de autorradiografia e
citofotometria de DNA, que a proliferagdo no epitélio e capsula desta lesdo é
irregular, com areas de intensa e baixa atividade proliferativa, sendo superior
ao Cisto Radicular.
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A proliferagao celular constitui um evento biologico altamente regulado
por diversos genes e encontra-se diretamente envolvida em processos
neoplasicos. Fatores de crescimento, tais como o TGFa e TGFp, participam
deste processo, sendo que a expressdo acentuada do primeiro, no epitélio
de revestimento de CO, sugere que este mediador quimico poderia atuar
como um fator de crescimento autécrino, estimulando a proliferacdo das

células do epitélio cistico e participando na patogénese do CO (LI et al,
1997).

A expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular e apoptose em
CO, por outro lado, sugere um distarbio no controle deste ciclo, resultando
em atividade proliferativa no epitélio de revestimento desta patologia, em
consequéncia, provavelmente, de disturbios na via de sinalizagdo Shh (LO
MUZIO et al., 1999).

No epitélio de COs de pacientes sindrémicos, a ciclina D1 foi detectada
mais frequentemente, quando comparada ao CO esporadico (Lo MUZIO et
al., 1999; KIMI et al., 2000), sendo que a diferenga na imunodetecgao desta

proteina poderia contribuir para um comportamento biolégico mais agressivo
do CO associado a SCBCN (LO MUZIO et al., 1999).

Em geral, marcadores de proliferagao celular, como o PCNA, Ki-67 e o
p53 (SHEAR, 2002b) tém uma expressdo mais intensa em células supra-
basais do revestimento epitelial de CO, quando comparado a outros cistos,
como os dentigeros e radiculares (SHEAR, 2002b; SARACOGLU et al,,
2005), sugerindo a existéncia de um compartimento proliferativo supra-basal
nesta lesao (LI et al., 1994).
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2.3 Marcadores de proliferagao celular

2.3.1 Ki-67

O anticorpo Ki-67 representa um marcador de proliferagdao celular o
qual reconhece seu antigeno em todas as fases do ciclo celular, exceto em
GO, tendo uma expressdo aumentada nas fases G2 e M (RABENHORST et
al.,, 1993). Dessa forma, constitui uma proteina nuclear indispensavel para
sintese do DNA (De PAULA et al., 2000), sendo faciimente detectada nas
fragbes de tecido em proliferagdao, permitindo monitorar o comportamento
deste (BROWN, GATTER, 1990).

Apesar da ampla utilizacdo desta proteina na rotina da patologia,
especialmente em processos neoplasicos, a sua fungdo celular € pouco
conhecida (BULLWINKEL et al., 2005).

Bioquimicamente, o antigeno Ki-67 € uma proteina nao-histona, com
peso molecular entre 345 e 395 kd (GERDES et al., 1991; McCORMICK et
al., 1993), codificada por um unico gene no cromossomo 10 (McCORMICK et
al., 1993) e localizado no nucléolo, especialmente na periferia e zona fibrilar
densa deste, compondo a matriz nuclear, durante a interfase e associada ao
cromossomo na mitose (VERHEIJEN et al., 1989).

Por muito tempo, a utilizagdo do Ki-67 na rotina imuno-histoquimica foi
limitada, uma vez que a fixagao dos tecidos em formol destruia o epitopo
desta proteina (BROWN, GATTER, 1990). A produgdo de anticorpos
monoclonais, designados MIB 1(UM), 2 (DOIS) e 3 (TRES), entretanto,
trouxe novas perspectivas aos estudos de proliferagéo celular, permitindo a
utilizagago do Ki-67 em material previamente fixado em formol
(RABENHORST et al., 1993).

O Ki-67 avalia o nimero de células que estédo no ciclo celular, mas nao

fornece informagéo sobre a taxa de proliferagdao, uma vez que nao ha como



saber sobre o tempo que estas células levam para completar o ciclo celular
(ARISAWA et al., 1999).

A expressao desta proteina em tecidos, parece ser influenciada pelo
suprimento nutricional e, portanto, amostras retiradas do centro de uma
neoplasia, por exemplo, poderia subestimar a proliferagdo celular (BROWN,
GATTER, 1990; ARISAWA et al., 1999).

Como um indicador de prognéstico, a utilizagdo do Ki-67 ainda é
controverso e a proservagao clinica permanece como um critério
indispensavel. Entretanto, Brown, Gatter (1990) encontraram uma
correlagao significante entre a sobrevida de pacientes com neoplasias
linfoproliferativas, de sistema nervoso e de mama e a expressao da proteina
Ki-67.

Kim et al. (2003) compararam a expressao do antigeno Ki-67 em
ceratocistos odontogénicos uni e multiloculares, associados ou ndo a dentes
impactados. Concluiram que nao existe correlagdo entre a expressdo do
anticorpo com sua apresentagdo clinico-radiografica, mas observaram
imunopositividade, principalmente nas camadas supra-basais e uma
significante atividade apoptética nesta patologia, corroborando para a
agressividade e recorréncia dos ceratocistos odontogénicos.

A expressao de marcadores de proliferagédo celular, incluindo o Ki-67,
em CO inflamados, foi estudada por De Paula et al. (2000). Segundo estes
autores, fatores de crescimento e citocinas inflamatoérias poderiam influenciar
a atividade proliferativa do epitélio de revestimento do CO, uma vez que uma
expressao aumentada do Ki-67, PCNA (antigeno nuclear de células
proliferativas) e NORs (regides organizadoras nucleolares) foi constatada em
em CO com processo inflamatério subjacente ao epitélio cistico.
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A inflamacédo, entretanto, parece ter uma influéncia localizada no
epitélio cistico, induzindo um aumento focal na expressado de marcadores de
proliferagdo, como o Ki-67, sem alterar, entretanto, a média de expressao
destes marcadores na lesdo como um todo (KAPLAN, HIRSHBERG, 2004).

2.3.2 p53

O gene TPp53 localiza-se no brago curto do cromossomo 17 e codifica
uma proteina de mesmo nome e peso molecular de 53Kd, cujas fungdes
estao relacionadas ao controle da proliferagdo celular e apoptose (LEVINE,
MOMAND, FINLAY, 1991; LANE, 1992).

Apesar da transcricao continua deste gene, a meia-vida da proteina é
cerca de cinco a dez minutos e nao atinge altas concentragées em células
nao lesadas, especialmente pelo feedback negativo desempenhado pela
proteina Mdm2, a qual bloqueia as fung¢des e facilita a degradagao da p53

interagindo com o dominio de transativagdo deste gene (MORGUNCOVA,
2005).

Em condigbes de estresse, entretanto, os sitios de interagédo entre a
p53 e mdm2 sao fosforilados por quinases, impedindo a formagao do
complexo p53/Mdm2 (MORGUNCOVA, 2005). Dessa forma, danos
genéticos, como os descritos em neoplasias, favorecem o acimulo da forma
mutada da proteina p53 (LEVINE, MOMAND, FINLAY, 1991; OGDEN et al.,
1992), em niveis detectaveis pela imuno-histoquimica (LEVINE, MOMAND,
FINLAY, 1991; LANE, 1992).

Dentre os genes biologicamente reconhecidos como supressores de
tumor, o p53 desempenha uma fungéo crucial na protegdo celular contra
transformagées malignas, sendo reconhecido como “Guardido do Genoma”,
uma vez que mantém a integridade e estabilidade do genoma atuando na
parada do ciclo celular na fase G1, ativando a transcricdo de p21 e
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permitindo o reparo do DNA lesado, ativando os mecanismos de morte
celular programada ou ainda “ligando” e “desligando” genes alvos e, neste
caso, atuando como um verdadeiro fator de transcri¢do (LEVINE, MOMAND,
FINLAY, 1991; LANE, 1992; MORGUNCOVA, 2005).

Em diversas neoplasias humanas, as alteragées afetando o p53 séo
frequentes, especialmente as malignas (PARTRIDGE et al., 1999). Em
muitos tumores humanos, as mutagdes genéticas afetam diretamente o gene
p53 e, portanto, suas fungdes. Entretanto, a proteina também pode ser
indiretamente inativada, através da ligagdo da proteina p53 a alguma
proteina viral ou da sua interagdo com os produtos de outros genes
(VOGELSTEIN et al., 2000; KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2004).

A inativagao funcional da proteina p53 € descrita em mais da metade
dos tumores humanos malignos (PARTRIDGE et al., 1999). Shin et al. (2001)
sugeriram uma possivel influéncia das anormalidades neste gene durante a
tumorigénese dos tecidos bucais.

Piattelli et al. (2001) ressaltaram que poucos autores tém investigado a
imunoexpressao da proteina p53 em cistos odontogénicos. Em 1992, Ogden
et al. investigaram pela primeira vez o gene p53 em CO, cistos dentigeros e
radiculares e foi possivel observar imunomarcagao apenas em CO. Ainda
neste estudo, a marcagdo pelo PCNA dos casos positivos para a p53,
indicou que as células imuno-marcadas para este anticorpo estavam em
proliferagao.

Apesar de Piattelli et al. (2001) considerarem a imunopositividade
relacionada a casos de pacientes com SCBCN, Lombardi et al (1995) e Li et
al. (1996) demonstraram que nao ha uma diferengca estatisticamente

significante quando se compara CO esporadicos, recorrentes e associados a
SCBCN.
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A proteina p53 participa diretamente da maioria dos processos
neoplasicos em humanos. Para Lombardi et al. (1995) e Li et al. (1996), em
CO, a imunodetecgdao desta proteina poderia refletir um acumulo e
estabilizacdo da p53 selvagem, uma vez que estudos genéticos néo

identificaram mutagdo na p53 de portadores de CO (LI, BROWNE,
MATTHEW, 1995).

O p53, por muito tempo, foi considerado como o Unico gene no genoma
humano com iniimeras fungdes biolégicas essenciais para a manutencéo de
populagdes celulares (MORKUNKOVA, 2005). Entretanto, esta situagao

mudou quando proteinas homélogas a p53 foram identificadas em células de
murinos por Yang et al. (1998).

2.2.3 p63

Recentemente, foram descritos dois novos genes homélogos ao p53,
denominados p63 e p73, constituindo a denominada familia p53. Yang et al.
(1998) descreveram pela primeira vez 0 segundo /ocus no cCromossomo

humano 3g27-29, com quinze exons, o qual codifica a proteina p63.

Apesar do pouco conhecimento sobre a biologia e fungdo da proteina
p63 sabe-se que, apesar da maior complexidade molecular, esta assume
similaridades estruturais com a p53 (MELINO et al., 2003; Lo MUZIO et al.,
2005; MILLS, 2006), sugerindo que poderia funcionar como um fator de
transcricao e regulagéao da p53 (HALL et al., 2000; CHEN, HSUE, LIN, 2003),
indicando um possivel envolvimento na carcinogénese.

O gene p63 codifica pelo menos seis isoformas, as quais séao
subdivididas em dois grupos, segundo a presen¢a ou nao de um dominio de
ativacao transcricional: as isoformas que contém um dominio de ativagao
transcricional (TA) s&o transcritas a partir de um promotor mais préximo da

extremidade 5°, precedendo o primeiro éxon. Ja as isoformas que né&o
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contém qualquer dominio de ativagdo (AN), sdo transcritas a partir de um
promotor na posi¢cao 3° (YANG et al., 1998; LITTLE, JOCHEMSEN, 2002;
BARBIERE, PIETENPOL, 2005).

Apoés a transcrigao do gene p63, os RNAs sofrem splicing alternativo,
resultando em isoformas diferentes entre si quanto a presenga de um motif
na regido c-terminal, denominadas a, e Y, o qual participa da interagao
célula-célula (LITTLE, JOCHEMSEN, 2002) e proteina-proteina (BARBIERE,
PIETENPOL, 2005). Apenas as isoformas a sdo transcritos completos e
possuem este motif, enquanto as f§ e Y resultam do splicing dos éxons 13 e

11-14, respectivamente e nao possuem esta regidao (YANG et al., 2002).

Pesquisas experimentais com a proteina p63 sugerem que a isoforma
ANp63 é expressa primariamente no compartimento proliferativo e células-
tronco do epitélio (PARSA et al. 1999; PELLEGRINI et al., 2001; BARBIERE,
PIETENPOL, 2005), sendo necessaria para proliferacdo de células
progenitoras, diferenciagcdo escamosa de células epiteliais e interagao entre
epitélio e mesénquima (BARBIERE, PIETENPOL, 2005).

Estudos envolvendo genes alvos da proteina p63 tém contribuido para
uma série de discussbes sobre as fungdes bioldgicas deste gene,
especialmente com relagdo a iniciagdo, progressdao tumoral e
desenvolvimento dos tecidos.

Shisa et al. (2006) identificaram a Adenosina Desaminase, uma
importante proteina envolvida na hiperproliferagao celular, como um gene
alvo da p63. Dessa forma, a ativagdo deste gene manteria as células em
proliferagao, especialmente pela a inibigao da apoptose.

As isoformas TA tém fungéo similar a p53, sendo capazes de ativar
determinados genes alvos e induzir a célula a entrar em apoptose (LITTLE,
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JOCHEMSEN, 2002; MELINO et al., 2003) e, portanto, funcionando como
um gene supressor de tumor (CHEN, HSUE, LIN, 2003).

Ja as isoformas AN funcionam como reguladores negativos da p53 e
das isoformas TA, competindo com sitios de clivagem do DNA e interagindo
diretamente com a p53 e as isoformas TAp63, inibindo as ag¢des das
mesmas e funcionando como oncogene (LITTLE, JOCHEMSEN, 2002;
CHEN, HSUE, LIN, 2003; MELINO et al., 2003).

Segundo Little, Jochemsen (2002) e Chen, Hsue e Lin (2003), as
celulas basais de diversos tipos de epitélios sdo responsaveis pela maior
expressao das proteinas codificadas pelo p63, especialmente as isoformas
ANp63a, altamente expressas em células-tronco de epitélios. Segundo estes
autores, a ANp63a, em condigbes fisiologicas, permitiria uma renovagao

tecidual, além de inibir a apoptose mediada pela p53 e TAp63.

No tecido humano normal, Vincek, Knowles, Nassiri (2003)
descreveram as isoformas codificadas pelo gene p63, em células basais do
epitélio estratificado e células mioepiteliais. Para estes autores, o equilibrio
na expressao das proteinas apoptéticas (isoformas TA) e anti-apoptdtica
(isoformas AN) poderia funcionar como um mecanismo de regulagdo do
crescimento tecidual normal ou maligno. Entretanto, ainda nao se sabe ao

certo como ocorre a regulacéao da expressao do p63 (LITTLE, JOCHEMSEN,
2002).

Yang et al. (1999) demonstraram que camundongos Knouckout para o
p63, apresentaram profundos defeitos no desenvolvimento craniofacial e na
diferenciagao de tecidos como o epitélio estratificado da pele, cavidade bucal
e esdfago, sendo, portanto, essencial para diferenciagdo ectodérmica
durante embriogénese (CHEN, HSUE, LIN, 2003; KOSTER et al., 2004,
BARBIERE, PIETENPOL, 2005).
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Ja esta bem estabelecido que a mutagédo heterozigética no gene p63
resulta em sindromes com penetrancia completa e expressividade variavel,
as quais sugerem fungbes especificas da proteina p63 (LITTLE,
JOCHEMSEN, 2002; BARBIERE, PIETENPOL, 2005).

A sindrome denominada EEC (Ectrodactilia, displasia ectodérmica e
fenda labial, com ou sem fenda palatina) esta associada a um defeito neste
gene (CELLI et al., 1999), assim como a sindrome de Hay-Wells (McGrath et
al., 2001). Little, Jochemsen (2002) ressaltaram que, ao contrario das
patologias associadas a mutagao do p53, como a Sindrome de Li-Fraumeni,
individuos com a mutagdo do p63 ndo parecem desenvolver tumores,
contribuindo para a idéia de que o p63 seria mais importante para o

desenvolvimento embriolégico que para carcinogénese.

Tsujita-Kyutoku et al. (2003) compararam a expressao das proteinas
p63 e ki-67 em epiderme normal e tumores de origem epitelial (Carcinoma de
células escamosas, carcinoma de células basais, ceratoacantoma, entre
outros), observando uma expresséo positiva de p63 nas células basais e
suprabasais da epiderme normal. Nos tumores de origem epitelial, a p63
marcou positivamente as células que compunham o parénquima da
neoplasia, sendo a imunomarcagdo mais intensa naqueles tumores menos
diferenciados. Tanto para epiderme normal quanto em tumores, nem todas
as células positivas para o p63 foram imunomarcadas para o Ki-67. Ou seja,
as células podem ter capacidade proliferativa, mas nao duplicarem seu DNA.
Desta forma, estes autores concluiram que a p63 pode ser um marcador de
células imaturas em tumores de epiderme, além de indicar compartimentos
de proliferagdo neste tecido.

Chen, Hsue, Lin (2003) induziram alteragdes pré-malignas e carcinoma
em mucosa bucal de ratos utilizando a substancia 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA), conforme protocolo aceito mundialmente. Observaram, nas lesées

pré-malignas, uma imunomarcagao positiva para a p63 distribuida por todo o
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epitélio. Ja nos carcinomas induzidos, a imunomarcagao apresentou-se mais
uniforme e homogénea nas areas menos diferenciadas dos tumores,
enquanto nas ilhas tumorais com maior grau de diferenciagéo, a p63
mostrou-se mais intensamente corada nas células periféricas as ilhas
tumorais.

Desta forma, concluiu-se que a p63 pode exercer fungdes importantes
na regulacdo da proliferagao e diferenciagcdo de lesbes pré-malignas e
malignas de origem epitelial, além de refletir a maturidade das células que
deram origem a neoplasia (CHEN, HSUE, LIN, 2003).

Pellegrini et al. (2001) confirmaram que a expressao da p63 nao esta
vinculada apenas as células com capacidade de proliferagdao, mas também a
células progenitoras, refletindo o grau de maturagéao do tumor.

Estudos como o de Parsa et al. (1999) demonstraram a expressao de
p63 em tumores de origem escamosa pouco diferenciados e ceratindcitos
com capacidade proliferativa e, nao simplesmente naqueles que estdo
duplicando o seu DNA. Para Tsuijita-Kyutoku et al. (2003), a marcagao para a
p63 pode ser valiosa como indicador de anaplasia em carcinomas de células

escamosas.

Existem poucos estudos envolvendo a expressao de p63 em lesdes de
natureza odontogénica, sendo que Lo Muzio et al. (2005) foram os pioneiros
em estudar este gene em CO. Desde entado, nao ha publicagao na literatura
envolvendo esta proteina em CO.

Acreditar que somente a proteina p53, desta familia de genes, esta
relacionada com o cancer € uma forma simplista de analise ja que todos os
membros desta complexa familia interagem entre si (MELINO et al., 2003).
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2.4 Matriz Extracelular: Considerag¢des Gerais

A ME é um conjunto dindmico e inter-relacionado de macromoléculas
com diversas fungdes biologicas, tais como adesdo, -crescimento,
proliferagdo, apoptose, migragdo e diferenciagdo celular (KLEINMAN,
KLEBE, MARTIN, 1981), assumindo importantes fungées em processos
fisiolégicos e neoplasicos (KLEINMAN, KLEBE, MARTIN, 1981;
TERRANOVA et al., 1982).

Trés grupos de macromoléculas compéem a ME: Proteinas estruturais
fibrosas, como colageno e elastina; Glicoproteinas adesivas, como integrinas
e laminina; Proteoglicanos e acido hialurénico. Estes componentes sio
agrupados em duas estruturas distintas, a matriz intersticial, presente entre
as células epiteliais, endoteliais e musculares lisas; e a membrana basal,
secretada pelas células epiteliais e mesenquimais, formando uma rede de
laminina, colageno nao fibrilar, proteoglicanos, sulfato heparan e outras
glicoproteinas (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2004), sendo o colageno IV e a
laminina os constituintes mais abundantes da MB de mamiferos (EKBLOM,
LONAI, TALTS, 2003)

A heterogeneidade na composigdo bioquimica garante fungdes diversas
para a MB, especialmente pela presenga de multiplas moléculas
sinalizadoras nesta estrutura (EKBLOM, LONAI, TALTS, 2003).

Dentre estas fungbes incluem-se a adesdo de células de diferentes
tipos, polarizagao celular, organizacdo e desenvolvimento dos tecidos ainda
no estagio embrionario, regulagdo do comportamento celular e expresséo
génica, além de filtragdo de sais e pequenas moléculas (ALBERTS et al.,
1997). Defeitos na adesao e polaridade celular estdo relacionados com a
invasao celular a tecidos vizinhos, bem como desorganizagdo estrutural
tecidual (LI et al., 2003).
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Poucos autores tém ressaltado a participagdo dos componentes da
matriz extracelular em CO, sendo que a separagdo do epitélio de
revestimento e capsula cistica, representa um aspecto histomorfolégico
comum em CO. Freitas, Serafim (1998) sugerem que, para um melhor
entendimento do comportamento biologico desta patologia sdo necessarios
estudos ressaltando a interagdao entre a ME e epitélio de revestimento
cistico.

Wahlgren et al. (2003) estudaram o padrdo de expressdo das
colagenases dois e trés, gelatinase-A e cadeia cinco da laminina em cistos
radicular, folicular e CO. A diferenga entre a expressao destes componentes
da matriz extracelular nos grupos estudados corrobora para um
comportamento biolégico mais agressivo do CO, uma vez que a gelatinase-A
e colagenase -3, mais expressas em CO, sdo enzimas que favorecem a
migragéo epitelial e fragmentagéo da cadeia cinco da laminina, colaborando
para a formagdo de cistos satélites e desprendimento epitelial,
respectivamente.

Oliveira et al. (2004) compararam a expressdao de tenascina e
fibronectina em CO, cistos radiculares e dentigeros e encontraram uma
marcagao mais intensa destas proteina na capsula do CO, sugerindo a
participagdo destas no comportamento biolégico mais agressivo desta
patologia.

Ao contrario, Poomsawat et al. (2006), ndo demonstraram diferengas na
expressao de componentes da ME, laminina, colageno IV e fibronetina, entre
o CO, cistos radiculares e dentigeros. Para estes autores, o destacamento
epitelial, observado em CO, pode resultar de disturbios envolvendo
receptores de integrina.
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2.4.1 Laminina

A laminina € uma glicoproteina nao-colagénica de alto peso molecular,
detectada inicialmente por Timpl et al. (1979) em um tumor secretor de
proteinas da membrana basal em camundongos. Estudos imunolégicos
realizados por estes autores permitiram concluir que esta glicoproteina
representava um constituinte normal da membrana basal de diversos tecidos
normais, tais como a pele.

Representa a principal glicoproteina da membrana basal (KLEINMAN,
KLEBE, MARTIN, 1981; GIVANT-HORWITZ, DAVIDSON, REICH, 2005),
participando de inumeros processos fisiolégicos e patologicos, como a
diferencia¢do celular (MALINDA, KLEINMAN, 1996; LI et al., 2003), adesao
(MALINDA, KLEINMAN, 1996), proliferacao e migragao celular (ENBRING,
KLEINMAN, 2003), invasdao de células tumorais (MALINDA, KLEINMAN,
1996; ENBRING, KLEINMAN, 2003; GIVANT-HORWITZ, DAVIDSON,
REICH, 2005), angiogénese (ENBRING, KLEINMAN, 2003), ligagao
estrutural entre as células epiteliais e neoplasicas ao colageno [V
(KLEINMAN, KLEBE, MARTIN, 1981), além de funcionar como receptora
para o colageno IV e outros componentes da membrana basal (KUMAR,
ABBAS, FAUSTO, 2004).

A laminina €& um trimero formado por trés cadeias longas de
polipeptideos (a, B, y) organizadas em forma de uma cruz assimétrica e
mantidas unidas através de pontes dissulfeto (ALBERTS et al. 1997), as

quais se combinam e dao origem a pelo menos quinze isoformas distintas
(KARIYA, MIYAZAKI, 2004).

Segundo Givant-Horwitz, Davidson, Reich (2005), as inUmeras fung¢des
da laminina estao relacionadas a sua complexidade estrutural. Dessa forma,
as diferentes isoformas da proteina parecem desempenhar fungdes distintas,

sendo que, em algumas situagdes, a laminina parece induzir a agao de
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proteases, as quais promovem a interagdo desta glicoproteina com varios
tipos celulares, além de atuar na degradagdo da matriz extracelular, evento
importante na invasao de células tumorais (ENBRING, KLEINMAN, 2003).

As fungdes da laminina na manuteng¢ao da integridade tecidual, ades&o
e proliferacdo celular ja estdo bem estabelecidas. Engbring, Kleinmam
(2003) ressaltaram a importancia desta glicoproteina de ligacdo como
receptor para proteoglicanas, inclusive estimulando a angiogénese. Em sua

configuragéo estrutural & possivel caracterizar um sitio de ligagao especifico
ao Colageno IV.

Amorim et al. (2004) estudaram a expressao imuno-histoquimica de
componentes da matriz extracelular em ceratocistos odontogénicos,
observando uma imuno-marcagédo descontinua para a laminina tanto nos
casos de SCBCN, quanto em lesdes esporadicas de CO.

Oliveira et al. (2002) compararam diversos tipos de cistos
odontogénicos através da marcagao imuno-histoquimica de componentes da
membrana basal (colageno IV e laminina). Das lesbes estudadas, o cisto
radicular mostrou imunomarcagao mais acentuada para ambas as proteinas
avaliadas, quando comparado ao cisto dentigero e COs. Estes, por sua vez,
revelaram uma imunomarcacdo fraca, delgada e descontinua para o
colageno IV e laminina.

Para estes autores, a descontinuidade na imunomarcagdo para a
laminina poderia estar relacionada com disttrbios na sintese e degradagao
desta proteina de matriz, corroborando para um comportamento biolégico

mais agressivo do CO, quando comparado a outros cistos odontogénicos.
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3 PROPOSIGAO
3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar morfologicamente e
estudar a expressdo imuno-histoquimica das proteinas Ki-67, p53, p63 e
laminina em CO, bem como associar os achados histolégicos com aspectos
clinicos e imaginologicos desta patologia, a fim de melhor compreender os
mecanismos  biolégicos envolvidos nesta patologia, especialmente
proliferagéo celular e comportamento da membrana basal.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar o padrao de imunomarcagéo das proteinas Ki-67, p53 e p63
no epitélio de revestimento de CO.

- Semi-quantificar a imunomarcagéao das proteinas Ki-67, p53 e p63 em
CO.

- Analisar o padrao de imunomarcagdo da laminina em CO,
especialmente em areas de desprendimento epitelial e alteragdo da
morfologia tecidual.

- Associar, estatisticamente, a expressdo dos marcadores de
proliferagao celular, Ki-67, p53, p63 em CO.

- Avaliar a associagao da imunomarcagéao das proteinas Ki-67, p53, p63
com o processo inflamatério da capsula cistica.

- Estudar a associagdo da expressao das proteinas Ki-67, p53 e p63
com o comportamento clinico, especialmente recidivas e SCBCN;

- Comparar a expressdao das proteinas Ki-67, p53, p63 com
caracteristicas imaginologicas da leséo.
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4 CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

4.1 POPULAGCAO E AMOSTRA

Foram utilizados trinta casos de CO obtidos dos arquivos do Servigo de
Patologia Cirargica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
da Bahia (FOUFBA), Servigo de Anatomia Patolégica e Analises Clinicas
(SEPAC, Salvador, Bahia) e Hospital Santo Anténio (Salvador, Bahia), entre
os anos de 2003 e 2005. No total, foram analisados trinta e sete COs, sendo

que todas as lesdes incluidas neste estudo foram obtidas a partir de bidpsia
excisional.

Todos os pacientes incluidos na amostra foram contactados e
convidados para reavaliagdo clinica e exame radiografico panoramico de

proservagao nos ambulatorios de Estomatologia, Radiologia e Cirurgia Buco-
maxilo-facial da FOUFBA.

4.2 CONSIDERAGOES ETICAS

Todos os pacientes incluidos na amostra assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido especialmente elaborado para o trabalho.
O protocolo de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, com nimero de
certificagido de apresentagdo na Comisdo Nacional de Etica em Pesquisa

(CONEP) 0011.1.225.000-05 e parecer favoravel niumero 86/2006.
4.3 TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA
4.3.1 Tratamento das laminas (Silanizago)

Todas as laminas utilizadas para a imuno-histoquimica foram
cuidadosamente imersas em detergente neutro (EXTRAN), sendo as
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mesmas mantidas neste por um periodo minimo de seis horas. Apoés
enxaguadas abundantemente em agua corrente, as laminas foram lavadas
com agua destilada e imersas em solugdo de acido cloridrico (HCL) um
molar por vinte minutos e, posteriormente, submetidas a trés passagens
consecutivas em agua destilada e imersao em solugdo de alcool absoluto e
acido acético um molar, durante vinte minutos. Apds este periodo, as
laminas foram acondicionadas, uma a uma, sobre papel de filtro para

secagem a temperatura ambiente.

Para a silanizagdo das laminas, uma solugdo de 4 mL de 3-
aminopropiltrietéxisilano (Cod. 3648, Sigma Chemical CO. Saint Louis, USA)
e 196 mL de acetona PA foi preparada sob protegao de luz direta.

As laminas foram cuidadosamente dispostas em cubas de vidro e
passaram, progressivamente, por imersdo na solugdo de silano durante
quatro minutos, acetona pelo mesmo periodo de tempo e agua destilada por
dois minutos. Apés secagem em temperatura ambiente, as mesmas foram
acondicionadas, uma a uma, em papel absorvente e protegidas da luz em
aluminio.

4.3.2 Protocolo Imuno-Histoquimico

Todo o protocolo imuno-histoquimico foi realizado utilizando o Sistema
EnVision™ (DAKO Corporation, Carpinteria, USA).

Cortes de trés micrometros de espessura foram obtidos a partir dos
especimes emblocados em parafina e acondicionados sobre laminas
previamente silanizadas.

Para desparafinizagdo, os cortes foram submetidos a imersdo em xilol
em temperatura ambiente, em dois tempos de dez minutos e, em seguida,
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alcool absoluto e alcool 50%, em dois tempos de cinco minutos cada, e,

posteriormente, lavagem em agua destilada por trinta segundos.

Para a recuperagao antigénica das proteinas Ki-67, p53 e p63 foi
utilizada uma solugao de Citrato monohidratado, pH 6.2 (Dako Corporation,
Carpinteria, USA) a 96° C, por trinta minutos, em banho-maria.

Para a marcagao do anticorpo anti-laminina, foram selecionadas vinte
lesées de CO, considerando a quantidade de material bioldgico incluido em
parafina, além da avaliagdo morfol6gica, em H/E, do epitélio de revestimento
cistico. Os cortes histolégicos foram submetidos a digestdao enzimatica por
uma solugéo de Pepsina (Sigma, Saint Louis, USA) a 0,4%, pH 1,5, por trinta
minutos, a 37° C.

Os cortes submetidos a recuperagéo antigénica pelo calor umido a 96°
C foram resfriados em temperatura ambiente, por vinte minutos e lavados

duas vezes em agua destilada e solugao salina fosfatada 0,01 molar, pH 7.4

ﬁﬁ Rﬁﬁnammmm{mm\n

A area do corte histolégico foi demarcada com o auxilio de uma caneta
hidrofébica apropriada (Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca).

Para o bloqueio da peroxidase enddgena utilizou-se uma solugédo
pronta de Peréxido de Hidrogénio (Sistema EnVision™, Dako
Corporation,Carpinteria, USA), durante dez minutos, em temperatura
ambiente. Apés passagem em agua destilada, os cortes foram imersos em
PBS, em dois tempos de cinco minutos cada.

Para determinar as melhores diluigbes dos anticorpos testados foram
realizados estudos pilotos, levando em consideragéo as diluigées sugeridas
pelos fabricantes e as utilizadas no laboratério de imuno-histoquimica da
Unidade de Histopatologia do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.
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Os anticorpos primarios (Ki-67, p53, p63, Laminina) foram diluidos em
uma solugdo de Tris-HCL 0,05mol/L, com 0,1% de Tween e proteinas
redutoras de Background (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e incubados
em temperatura ambiente durante quarenta minutos. O clone, a marca
comercial e a diluicao de cada anticorpos estao especificados na Tabela 1.

Tabela 1: Anticorpos primarios. Salvador, Bahia, 2005

Especificidade Clone Diluigédo Marca Comercial

Ki-67 KIS5 1:100 Dako Cytomation,
Glostrup, Dinamarca

p53 DO-7 1:50 Dako Cytomation,
Glostrup, Dinamarca

p63 4A4 1:150 Dako Cytomation,
Glostrup, Dinamarca

Laminina L9393 1:50 Sigma, Saint Louis,

USA

Apés incubagao do anticorpo primario, os cortes foram lavados com
PBS, em dois tempos de cinco minutos cada. O polimero marcado, uma
peroxidase conjugada com anticorpos anti-coelho e anti-camundongo em
solucao de Tris-HCI contendo proteinas estabilizadoras (Sistema EnVision™,
DAKO Corporation,Carpinteria, USA), foi aplicado sobre o tecido durante
trinta minutos e, ap6s este tempo, mais uma vez, os cortes foram lavados
com agua destilada e PBS, nesta ordem, por cinco minutos cada.

Para a revelagao da reagdo empregou-se uma solugdo cromégena de
3,3 diaminobenzidina diluida em uma solugéo tampéao de Imidazole-HCL, pH
7.5, contendo peréxido de hidrogénio (Sistema EnVision™, DAKO
Corporation,Carpinteria, USA) durante cinco minutos, em camera escura e

sob controle microscoépico.
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Apo6s nova lavagem em agua destilada, as secgdes histologicas foram
contracoradas com hematoxilina alcodlica de Harris por dez segundos. Apés
desidratagdo com alcool e diafanizagdo com xilol, as laminas foram
montadas em Balsamo do Canada natural.

Para o controle negativo das reagdes, o anticorpo primario foi
substituido por soro albumina bovina. Carcinoma epiderméide de boca
correspondeu ao controle positivo tanto para o Ki-67 (SANTOS, 2000),
quanto para o p63 (CHEN et al.,, 2003) e p53. Para a Laminina, os vasos
sanguineos do proprio tecido corresponderam ao controle interno positivo.

4.4 ANALISE DOS DADOS
4.4.1 Analise Clinica-Epidemiolégica e Imaginoldgica

Dados referentes a histéria clinica e procedimento cirdrgico foram
recuperados dos prontuarios dos pacientes incluidos na amostra,
confirmados durante o exame clinico de proservagédo e através de contato

pessoal com os cirurgides buco-maxilo-faciais responsaveis pelos casos.

As radiografias panordmicas de diagnéstico e controle foram exibidas
em um monitor Super VGA (matriz de 1024x768). O brilho e contraste de
todas as imagens foram ajustados, utilizando o programa operacional
Photoshop CS2, versdao 9.01 (ADOBE SYSTEM), permitindo uma melhor

avaliagao destas, a qual foi realizado por uma Gnica radiologista experiente.

As informagdes clinicas e imaginolégicas de cada paciente foram
compiladas em fichas especificas elaboradas para esta pesquisa, levando
em consideragao o género, idade no primeiro diagnéstico e recidivas, cor da

pele, localizagao anatdémica, aspectos radiograficos, relagdo com unidades
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dentarias e estruturas adjacentes, além das formas de tratamento. Os
critérios avaliados podem ser observados no ANEXO A.

Foram considerados como recorrentes apenas os CO que acometeram
a mesma localizagdo anatdmica da lesao primaria, conforme estabelecido
por Stoelinga (2001).

4.4.2 Analise Morfolbgica

Para a revisdo e analise morfologica, cortes de quatro micrometros de
espessura foram obtidos dos espécimes fixados em formol a 10% e
emblocados em parafina, sendo os mesmos submetidos as coloragées pela
hematoxilina/eosina e PAS, conforme a rotina histotécnica da Unidade de
Histopatologia do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.

A andlise morfolégica dos casos foi realizada individualmente por um
examinador devidamente calibrado, utilizando um microscopio o6tico
binocular, nos aumentos de dez, vinte e quarenta vezes considerando-se
os critérios estabelecidos pela Classificaggo da OMS (KRAMER,
PINDBORG, SHEAR, 1992)) para o diagnéstico de CO:

- Caracteristicas do epitélio (atréfico e disposicdo das células da
camada basal em paligada);

- Tipo de ceratinizagéo (orto ou paraceratinizagao);

- Integridade na interface epitélio-conjuntivo (desprendimento do

revestimento epitelial);

- Presenca de cistos satélites na capsula;

- Displasia epitelial;

- Qualidade da resposta inflamatéria e magnitude desta na capsula
cistica.
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Os dados obtidos na analise morfolégica foram compilados em uma
ficha especifica (ANEXOA).

4.4.3 Analise Imuno-Histoquimica

A analise imuno-histoquimica foi realizada por um observador
previamente calibrado. As laminas foram exibidas em um monitor Super VGA
(matriz de 1024x768), a partir de um microscépio de luz (AXIOSCOP1-
ZEISS), com aumento final de 400x, sob um foco fixo e clareza de campo,
acoplado a um sistema de camara digital (AXIOCAM HRP, ZEISS, Germany,
2004) e com auxilio do sistema operacional Axio-Zeiss versdo 4.04 (ZEISS,
Germany, 2004).

Apés a captura das imagens, foi realizada a contagem manual das
células marcadas positivamente para o Ki-67, p53 e p63, para cada caso,
considerando-se, separadamente, a localizagdo basal e/ou supra-basal,
utilizando, o programa operacional Image Tool 2.0 (UTHSCSA, Texas
University, USA, 1996). Para estes anticorpos, apenas as células do
revestimento epitelial dos casos de CO que exibiam imunomarcagéo nuclear
acastanhada foram consideradas, independente da intensidade.

Obteve-se os valores absolutos e porcentagem de células
positivamente marcadas para cada anticorpo (Ki-67, p53 e p63) através da
contagem de, no minimo, mil nucleos do revestimento epitelial de até dez
campos microscopicos consecutivos, a partir de uma area representativa da
lesao, para cada caso.

De acordo com a porcentagem de células positivas para cada anticorpo,
as amostras foram avaliadas semi-quantitativamente, considerando-se os
seguintes parametros: - (0 a 5% de células positivas); +1 (6 a 25% de células
positivas); +2 (26 a 50% de células positivas); + 3 (> 50% de células
positivas).
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Para a analise do padrao de expressao imuno-histoquimica da laminina
foram adotados critérios estabelecidos por Oliveira et al. (2002):
continuidade (continuo ou descontinuo) e intensidade da imunomarcacgéao

(fraca, moderada, intensa) na membrana basal do epitélio de revestimento
dos casos de CO.

4.4.4 Correlacao entre aspectos clinicos, imaginolégicos, morfoldgicos e
imuno-histoquimicos

Os resultados referentes a formas de tratamento, recidivas, localizagao
anatdbmica, caracteristicas imaginoldgicas e morfolégicas foram comparados
e associados estatisticamentes, bem como com os marcadores imuno-
histoquimicos.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados
organizado em planilhas do programa operacional Microsoft Excel. A analise
estatistica foi realizada utilizando o programa BIOESTAT 3.0 (Sociedade
Civil Mamiraua, MCT-CNPq, Conservation International, Brasil, 2003).

Os dados referentes a imunomarcagéao pelos anticorpos Ki-67, p53 e
p63 foram analisados segundo a sua distribuigdo na curva normal de Gauss,
sendo que a andlise estatistica descritiva dos dados (Média, Mediana,
Desvio Padrdo, Curtose e Variancia) permitiu concluir que os mesmos
distribuiam-se de forma assimétrica.

Mesmo apés transformagbes logaritimicas e exponenciais néo foi
possivel obter amostras simétricas para os parametros analisados. Dessa

forma, optou-se pela utilizagao de testes estatisticos nao-paramétricos:
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- Mann-Whitney, para comparar e testar diferencas estatisticas entre
duas amostras independentes.

- Kruskall-Wallis para comparar e testar diferengas estatisticas entre
mais de duas amostras independentes.

- X? de Fisher para testar associagbes ou independéncias entre
variaveis categoricas.

O nivel de significancia e poder do teste foram estabelecidos,
respectivamente, em 5% e 80%.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil epidemiol6gico

Trinta pacientes com diagnéstico histopatolégico de CO, entre os anos
de 2003 e 2006, foram incluidos na amostra sendo, no total, trinta e sete
lesdes estudadas.

Destes pacientes, dezesseis (53,33%) apresentaram lesdes primarias e
quatorze (46,67%) correspondiam a recorréncias. Estas, por sua vez,
desenvolveram-se em um tempo médio de doze a vinte e quatro meses
(67,1%; n=8) e apenas um paciente apresentou recidiva apés dez anos do
tratamento cirirgico e acompanhamento radiografico anual. Nesta amostra,
cinco individuos tinham o diagnéstico de SCBCN e apresentavam entre um
e trés COs primarios.

Para a classificagdo dos pacientes em faixas etarias, as idades do
primeiro diagnéstico e recorréncias, caso estas existissem, foram
consideradas.

Nesta amostra, a idade dos pacientes no primeiro diagnéstico variou
entre onze e oitenta e um anos, sendo a faixa etaria de dez a vinte anos a
mais acometida (33,3%; n= 10), seguida da faixa etaria de vinte e um a trinta
anos (23,3%; n=7) (Figura 1). Considerando-se apenas as recorréncias, a
idade média dos pacientes foi de 33,6 anos.

Homens foram acometidos em 53,3% (n=16) dos casos e mulheres em
46,7% (n=14), em uma propor¢ao de 1:1,5. Com relagédo a cor da pele, 60%
(n=18) corresponderam a melanodermas, seguido por leucodermas (23,3%;
n=7) e faiodermas (16,7%; n= 5).
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Figura 1. Distribuigdo dos pacientes por faixa etaria. Salvador, Bahia, 2006.
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5.2 Aspectos clinicos, imaginologicos e de tratamento

Do total de pacientes da amostra 50% (n=15) apresentaram alguma
sintomatologia. Destes, sete pacientes relataram dor e aumento de volume
concomitantemente (46,7%) e, apenas trés (20%), exsudagao purulenta. Em
quinze pacientes (50%), a lesédo foi descoberta em exame imaginolégico de
rotina, especialmente para documentagdo ortodéntica ou avaliagédo de
terceiros molares para exodontia. Os dados referentes a sintomatologia
clinica dos pacientes estéao descritos na Figura 2.

Figura 2. Manifestagdes clinicas identificadas nos paciente com CO.
Salvador, Bahia, 2006.
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Vinte e dois pacientes (73, 33%) tinham apenas um CO. Daqueles que
apresentavam mais de uma lesao (n=8), cinco tinham o diagnéstico da
SCBCN e, no total, nove lesdes. Trés pacientes tinham dois COs e ndo
apresentaram outras caracteristicas clinicas da SCBCN.

Trinta e uma lesdes (83,8%) acometeram a regidao posterior de
mandibula. Destas, dezoito localizavam-se em corpo e ramo de mandibula,
oito envolviam apenas o corpo mandibular, trés estendiam-se do corpo ao

condilo e duas acometiam apenas o ramo mandibular (Tabela 2).

Das catorze lesdes que recidivaram (37,84%), doze localizavam-se na
regiao posterior de mandibula, entretanto nao foi possivel demonstrar uma
associagao estatisticamente significante entre a localizagdo anatomica da
lesdo nesta regido e recorréncia (Teste Exato de Fisher, p= 0,5927)

A analise das radiografias panoramicas demonstrou que 70,2% (n=26)
das lesdes apresentavam-se como uma radiotransparéncia unilocular de
margens bem definidas, quatorze localizavam-se na regido periapical
(37,9%), dezenove (51,3%) distorciam o canal mandibular e onze (29,7%)
deslocavam uma unidade dentaria adjacente. Outros padrées imaginolégicos
observados estao descritos na Tabela 3 e representados na Figura 3.

Trinta e quatro les6es (91,9%) foram removidas através de enucleagéo
cirirgica seguida de curetagem o6ssea e, em trés, a enucleagdo sem
curetagem éssea foi a conduta terapéutica de escolha.

Das catorzes lesées que recidivaram (37,8%), treze haviam sido
removidas através de enucleagdo seguida de curetagem Ossea, entretanto
nao foi possivel demonstrar associagdo estatisticamente significante entre
esta forma de tratamento e recorréncias (Teste Exato de Fisher, p= 0,6838).
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Tabela 2. Localizagao anatémica dos COs. Salvador, Bahia, 2006.

Localizagdo Anatémica Numero de Lesbes (n=37) %
Sinfise e Parasinfise 3 8,1
Regiao anterior de maxila 0 0
Regido posterior de maxila 3 8,1
(Incluindo a Tuberosidade Maxilar)
Corpo mandibula 8 21,7
Ramo Mandibular 2 54
Coéndilo 0 0
Processo Corondide 0 0
Corpo e Ramo mandibula 18 48,6
Corpo, Ramo e  Processo 0 0
Corondide
Corpo, Ramo e Céndilo 0 0
Corpo, Ramo, Processo Corondide 3 8,1

e Condilo
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Tabela 3. Padrdes imaginologicos das lesdes de COs. Salvador, Bahia,
2006.

Padrao Imaginolégico n %
Unilocular 26 70,3
Multilocular 6 16,2
Multilobular 5 13,6
Margens definidas 26 70,3
Margens indefinidas 11 29,7
Sem relagdo com dentes 10 27,0
Lateralmente a uma raiz dentaria 5 13,5
Regiao Periapical 14 37,9
Envolvendo a coroa dentaria 8 21,6
Deslocando unidade (s) dentarias 11 29,7
Reabsorvendo raiz (es) S 8,1

Distorcendo o canal mandibular 19 51,3
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Figura 3. Aspectos imaginoldgicos exibidos pelo CO. (A) e (B) Areas
radiolicidas uniloculares em ramo e corpo mandibulares, a esquerda,
respectivamente. (C) extensa area radiolicida multilocular e multilobular
envolvendo o corpo, ramo e processo corondide da mandibula, a direita,
associada a unidade dentaria nao irrompida, (D) Area radiolticida multilocular
envolvendo a sinfise e parasinfise, bilateralmente, reabsorvendo raizes dos
dentes envolvidos. (E) Multiplas areas radiolticidas uniloculares envolvendo
ossos gnaticos de paciente sindrémico. (F) Areas radiolticidas multiloculares
reabsorvendo e deslocando raizes de unidades dentarias irrompidas.
Salvador, Bahia, 2006.
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5.3 Analise morfoldgica

Para a revisdo morfolégica dos casos foram considerados os
parametros definidos pela OMS (1992) para o diagnéstico de CO. Apenas os
casos paraceratinizados foram incluidos na amostra, uma vez que a variante
ortoceratinizada € considerada como uma entidade patoldgica distinta
(THOSARPORN et al., 2004; PHILIPSEN, 2005).

Morfologicamente, 89,2% (n=33) das lesées de CO mostravam um
epitélio de revestimento cistico predominantemente atréfico, com até oito
camadas de células. Em 40,5% (n=15), havia acantose em areas isoladas do
epitélio cistico. Brotos epiteliais a partir da membrana basal, foram
observados em 35,1% (n=13) dos casos e cistos satélites em 73,0% (n=27).
Em apenas um CO observou-se atipias de células escamosas de significado

indeterminado. Estes aspectos histomorfolégicos estdo ilustrados nas
Figuras 4, 5 e 6.

A coloragéo pelo PAS permitiu uma melhor visualizagao da membrana
basal do epitélio. Em 75,6% (n=28) dos casos, areas de desprendimento do
tecido conjuntivo foram frequentes, sendo que em 100% (n=28) destes, a

membrana basal estava ligada ao epitélio cistico (Figura 7).

A presencga de inflamagao na capsula cistica foi evidente em 70,3%
(n=26) casos (Figura 6). Qualitativamente, o processo inflamatério
predominante era do tipo mononuclear (n=20) e discreto (n= 12).

As principais caracteristicas histomorfolégicas observadas nos casos
estudados estao resumidamente descritas na Tabela 4.



62

Tabela 4. Principais caracteristicas histomorfolégicas das lesées de CO.

Salvador, Bahia, 2006.

Caracteristicas Histomorfolégicas

Epitélio atréfico (até oito camadas)

Epitelio com mais de oito camadas

Céulas Basais em palicada

Atipia de células escamosas de significado
indeterminado

Superficie Corrugada

Acantose

Brotos Epiteliais

Cistos Satélites

Auséncia de Inflamagao

Infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear

Infiltrado inflamatoério discreto

Infiltrado inflamaté6rio moderado

Infiltrado inflamatério intenso

Membrana Basal descontinua

Ceratocisto Odontogénico

n
33
4
30
1

36
15
13
27
11
20

12

28

%
89,2%
10,8%
81,2%

2,7%

97,3%
40,5%
35,1%
73,0%
29,7%
54,0%

32,4%
24,32%
13,51%

75,6%
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5.4 Associagao entre aspectos clinicos, imaginolégicos e morfolégicos

Dos pacientes que relataram sinais e sintomas (n=15), sete
apresentaram dor e aumento de volume concomitantemente. A analise das
nove lesées que acometeram estes individuos demonstrou a presenga de
um infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear e misto em sete e
duas lesdes, respectivamente. Quanto a intensidade, em quatro lesdes o

infiltrado mostrou-se discreto, moderado em trés e, em duas, intenso.

Das lesbes que apresentaram cistos satélites (n=27), catorze (51,85%)
correspondiam a recidivas e, nove (33,3%), aos casos associados a SCBCN.
O teste exato de Fisher demonstrou uma associagdo estatisticamente
significante entre a presenca de cistos satélites e recidivas (p=0,0033) e
entre cistos satélites e a SCBCN (p=0,0377).

Das vinte e seis lesbes de aspecto imaginolégico unilocular, vinte e
uma (80,8%) apresentaram processo inflamatério, sendo este
predominantemente mononuclear em dezenove COs.

Em todos os casos cujo aspecto multilocular foi observado (n=6;
16,2%), a presengca de cistos satélites foi evidente. Dezenove lesbes
distorciam o canal mandibular (51,3%) e, destas, catorze (73,7%)
apresentavam processo inflamatério na capsula cistica. Outros padrées
imaginologicos e histomorfolégicos foram comparados através do Teste
exato de Fisher e os resultados estatisticos estdo compilados na Tabela 5.



Tabela 5. Correlagao entre aspectos imaginolégicos

Salvador, Bahia, 2006.
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e histomorfolégicos.

Parametros Inflamagé&o Cistos Satélites
Imaginolégicos n % p* % p*
Unilocular 21 80,77 0,0418 18 69,2 0,3606
Mutilocular 2 33,3 0,1300 6 100 0,0167
Regido Posterior de 22 80,0 0,2360 24 77,42  0,1857
Mandibula

Regiao Periapical 8 72,7 0,5799 2 25,0 0,1102
Distorcendo canal 14 73,7 0,4571 17 89,5 0,0243
mandibular

*Teste exato de Fisher, nivel de significancia 0,05

5.4 Analise imuno-histoquimica

Ki-67

Em trinta e seis lesdes (97,3%) observou-se imunomarcagéo para o Ki-

67, sendo esta predominante nas camadas supra-basais do epitélio (Figura

8) e, em uma lesao, todas as células foram negativas para este anticorpo.

Apds a contagem manual do total de células imunomarcadas para o Ki-

67 e negativas, no total de campos considerados, observou-se que em

48,65% (n=18) das lesdes esta imunomarcagao correspondia ao escore +1,

destas quatro estavam associadas a pacientes portadores da SCBCN. Cinco

COs de pacientes sindrédmicos exibiram imunomarcagdo compativel com o

escore +2 (Tabela 6).

Os escores médios obtidos para cada caso, individualmente, bem como

o numero total de células contadas estao explicitados no Quadro 1, Anexo B.
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Tabela 6. Distribuigdo do nimero de lesées marcadas para o Ki-67, por
escore médio. Salvador, Bahia, 2006.

Escores n %
- 5 13,5
+1 18 48,65
+2 13 35,13
+3 1 2,72

Nota: Das cinco lesbes classificadas como negativas para o Ki-67, quatro
apresentavam menos de 5% de células imunomarcadas.

Comparando-se a distribuigdo deste anticorpo entre as camadas, basal
e supra-basais, observou-se uma predominancia de imunomarcagdo em
células do estrato intermediario do epitélio cistico (Figura 8), independente
do escore, sendo que esta diferenca de imunomarcagdo entre os
compartimentos considerados, basal e supra-basal, mostrou-se
estatisticamente significante (Tabela 7; Mann-Whitney, p<0,0001).

Tabela 7. Ki-67. Diferenga entre a imunomarcagdo basal e supra-basal.
Salvador, Bahia, 2006.

Ki-67 P
Média+DP
Células Basais 49 4144
Positivas p< 0,0001
Células Supra-basais 154,61127,6

Positivas

Nota: Dados analisados pelo teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

Entre os grupos de lesdes associadas a SCBCN e CO considerados
esporadicos nao se observou diferenga estatisticamente significante na
imunomarcagao supra-basal para o Ki-67 (Tabela 8; Mann-Whitney, p=



66

0,7013). Qualitativamente, entretanto, foi possivel constatar, nos COs de
pacientes sindrémicos, uma distribui¢do mais superficial das células epiteliais

imunomarcadas para o Ki-67.

Tabela 8. Ki-67. Diferenga entre a imunomarcagdao de COs associados a
SCBCN e COs esporadicos. Salvador, Bahia, 2006.

Ki-67 p
MédiatDP
COs associado a 1560,31£76,3
SCBCN (n=9) p=0,7013
COs Esporadicos (n=28) 156,7+141,4
Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel

de significancia de 0,05.

Comparando-se a expressdo do anticorpo anti-Ki-67, entre lesbes
primarias e recorrentes, nao foi possivel constatar diferenga estatistica entre

estes grupos (Tabela 9; Mann-Whitney, p= 0,5591).

Tabela 9. Ki-67. Diferenga entre a imunomarcagdo de COs primarios e
recorrentes. Salvador, Bahia, 2006.

Ki-67 p
MédiatDP
CO Primarios (n=23) 235,6+222.2
p=0,5591
CO Recorrentes (n=14) 177,6+£124,8
Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel

de significancia de 0,05.

Em quatro casos estudados, avaliou-se a imunomarcagao do Ki-67 da
lesdo primaria e recorrente, uma vez que ambos fragmentos cirargicos foram
incluidos na amostra. Apesar de nao ter sido possivel comparar,

estatisticamente, a expressdo deste anticorpo na amostra pareada,
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especiamente pela amostra reduzida (n=4), observou-se, uma média de

imunomarcagao superior nos casos recorrentes (Tabela 10).

Tabela 10. Ki-67. Médias de imunomarcagdo entre casos primarios e
recorrentes pareados. Salvador, Bahia, 2006.

Ki-67
MédiatDP
CO Primarios 59+23,1
CO Recorrentes 121,8+82,2

P33

Em trinta e quatro lesées (91,9%) observou-se imunomarcagio para a
proteina p53, nas camadas epiteliais basal e supra-basal (Figura 9), em
geral de fraca intensidade quando comparada ao controle positivo de CEC
de boca, exceto quando associada a SCBCN. Trés lesdes foram negativas
para este anticorpo.

Apés a contagem manual do total de células marcadas e negativas, no
total de campos considerados, observou-se que em 51,35% (n=19) das
lesbes esta imunomarcagao correspondia ao escore +3. (Tabela 11), destas,
cinco estavam associadas a SCBCN.

Os escores médios obtidos para cada caso, individualmente, bem como

o numero total de células contadas estao explicitados no Quadro 2, Anexo B.
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Tabela 11. Distribuigcdo do niumero de lesbes marcadas para a proteina p53,
por escore médio. Salvador, Bahia, 2006.

Escores n %
- 3 8,11
+1 4 10,81
+2 11 29,73
+3 19 51,35

Comparando-se a distribuicdo do anticorpo anti-p53 entre as camadas,
basal e supra-basais, observou-se uma predominancia de imunomarcagéo
em células do estrato intermediario do epitélio cistico (Figura 9), sendo que
esta diferenga de imunomarcagdo entre os compartimentos considerados,

basal e supra-basal, mostrou-se estatisticamente significante (Tabela 12;
Mann-Whitney, p<0,0001)

Tabela 12. p53. Diferenga entre a imunomarcagéo basal e supra-basal.
Salvador, Bahia, 2006.

p33 p
MédiatDP
Células Basais 205,8+116,2
Positivas p<0,0001
Células Supra-basais 357,0£165,3

Positivas

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

Entre os grupos de lesbes associadas a SCBCN e ao CO esporadicos
néao se observou diferenga estatisticamente significante na imunomarcagéo
supra-basal para o p53 (Tabela 13; Mann-Whitney, p= 0,3195).
Qualitativamente, entretanto, foi possivel constatar que, no epitélio cistico de
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pacientes sindrémicos, a imunomarcagdo para o p53 mostrou-se mais
intensa e envolvia toda a espessura do epitélio cistico (Figura 9).

Tabela 13. p53. Diferenga entre a imunomarcagdao de CO associado a
SCBCN e CO esporadicos. Salvador, Bahia, 2006.

p33 p
MédiazDP
COs associado a 1560,3+76,3
SCBCN (n=9) p=0,3195
COs Esporadicos (n=23) 156,7+141,4

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

Comparando-se lesdes primarias e recorrentes, ndo foi possivel
constatar diferenga estatistica significante na imunomarcagao para o p53
(Tabela 14; Mann-Whitney, p= 0,9847).

Tabela 14. p53. Diferenga entre a imunomarcagdo de COs primarios e
recorrentes. Salvador, Bahia, 2006.

p53 p
MédiatDP
CO Primarios (n=23) 557,21+284 4
p=0,9847
CO Recorrentes (n=14) 561,8+318,7

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

A comparagao estatistica da imunomarcagédo para a proteina p53, nos
quatro casos pareados (lesdao primaria e recorrente), nao foi possivel pelo
tamanho amostral reduzido (n=4). A média de células marcadas, nos casos

recorrentes, entretanto, mostrou-se discretamente superior (Tabela 15).
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Tabela 15. p53. Médias de imunomarcagdo entre casos primarios e
recorrentes pareados. Salvador, Bahia, 2006.

p53
MédiatDP
CO Primarios 402,8+248,1
CO Recorrentes 468,3+261,3

p63

O p63 mostrou-se intensamente expresso em todas as lesdes
estudadas (n=37; 100%), tanto no compartimento celular basal quanto nos
supra-basais. (Figura 10).

Apds a contagem manual do total de celulas marcadas e negativas, no
total de campos considerados, observou-se que em 100% das lesdes (n=37)
esta imunomarcacéao correspondia ao escore +3. (Tabela 16)

Os escores médios obtidos para cada caso, individualmente, bem como
o numero total de células contadas estao explicitados no Quadro 3, Anexo B.

Tabela 16. Distribuicdo do numero de lesdes marcadas para o p63, por
escore médio. Salvador, Bahia, 2006.

Escores n %

- 0 0

+1 0 0

+2 0 0
+3 37 100%

A diferenga na distribuicdo da imunomarcagdo do anticorpo anti-p63
entre as camadas, basal e supra-basais mostrou-se estatisticamente
significante (Tabela 17; Mann-Whitney, p<0,0001) entretanto, entre os

grupos de lesbées associadas a SCBCN e aos COs esporadicos, ndo se
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observou diferenga na deteccéao deste anticorpo (Tabela18; Mann-Whitney,
p=0,2427)

Tabela 17. p63. Diferenga entre a imunomarcagdo basal e supra-basal.
Salvador, Bahia, 2006.

p63 p
MédiatDP
Células Basais 371,8+138,4
Positivas p< 0,0001
Células Supra-basais 585,1+214,8

Positivas

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

Tabela 18. p63. Diferenga entre a imunomarcagdo de CO associado a
SCBCN e CO esporadicos. Salvador, Bahia, 2006.

p63 p
MédiatDP
COs associado a 627,1£190
SCBCN (n=9) p=0,2427
COs Esporadicos (n=28) 571,6+223,7

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

A imunomarcagao para o p63 foi comparado entre lesdes primarias e
recorrentes e nao foi possivel, entretanto, constatar diferenga

estatisticamente significante entre estes grupos. (Tabela 19; Mann-Whitney,
p=0,9127).
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Tabela 19. p63. Diferenga entre a imunomarcagdo de COs primarios e
recorrentes. Salvador, Bahia, 2006.

p63 p
MédiatDP
CO Primarios (n=23) 1008,0+311,6
p=0,9127
CO Recorrentes (n=14) 971,0+£303,3

Nota: Dados analisados pelo teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

A analise pareada de quatro lesdes, primarias e recorrentes, nao foi
possivel pelo tamanho reduzido da amostra. Entretanto-se, a média de

imunomarcagao para este anticorpo, nas lesdes recorrentes, mostrou-se
superior (Tabela 20).

Tabela 20. p63. Médias de imunomarcagdo entre casos primarios e
recorrentes pareados. Salvador, Bahia, 2006.

p63
MédiatDP
CO Primarios 860,3+293,6
CO Recorrentes 928,5+357 4

Laminina

Para a avaliacdo da laminina foram utilizadas vinte lesées de CO.
Todas exibiram imunomarcagdo para este anticorpo, variando de discreta
(n= 3; 15%), moderada (n= 5; 25%) a intensa (n= 12; 60%) (Figuras 11 e 12).

Em duas lesdes (10%) observou-se que a laminina expressava-se na
MB predominantemente de forma descontinua, enquanto em dezoito COs

(90%) esta marcagao foi predominantemente continua (Figuras 11 e 12).
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5.5 Associagao entre os marcadores de proliferagao celular

As trinta e sete lesdes avaliadas foram comparadas quanto ao total de
células marcadas para as proteinas Ki-67, p53 e p63 e observou-se uma
associagao estatisticamente significante entre estes marcadores nos COs
avaliados (Kruskal-Wallis, comparag¢des pelo método de Dunn; p<0,05)

5.6 Associagao histomorfolégica e imuno-histoquimica

A analise qualitativa das lesées demonstrou, em areas de processo

inflamatério, um aumento localizado apenas na expresséo da proteina Ki-67.

Das vinte e seis lesGes que apresentavam inflamagao, treze (50%)
obtiveram os escores +2 ou +3 para o Ki-67, enquanto no grupo de COs sem
inflamagéao, nenhuma lesdo obteve o escore +3 e, apenas uma, +2. O
processo inflamatério ndo pareceu interferir na expressao das proteinas p53
e p63 (Figuras 8, 9 e 10).

Os grupos de COs com processo inflamatério de diferentes
intensidades (discreto, moderado e intenso) foram comparados quanto a
imunoexpressao do Ki-67, p53 e p63.

Os casos que exibiam inflamagao discreta, moderada e intensa
apresentaram um aumento na expressdao do Ki-67 estatisticamente
significante, quando comparados aos casos livres de processo inflamatério
(Kruskall-Wallis, p<0,05; Figura 13). Esta diferenga nao foi observada para o
p53 (Kruskall-Wallis, p= 0,2252) e p63 (Kruskall-Wallis, p= 0,1040).
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Figura 13. Box-Plot. Comparagao da imunoexpresséo do Ki-67 em COs sem

inflamagcéo e segundo a intensidade do processo inflamatério. Salvador,
Bahia, 2006.
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Cistos satélites foram observados em vinte e sete lesdes (90%). A
distribuigdo da imunomarcagao para as proteinas Ki-67, p53 e p63, nas
células dos cistos satélites, foi semelhante a do epitélio cistico,
predominando a marcagdo de células mais proximas a luz cistica.
Estatisticamente, ndo houve correlagéao entre a presenca de cistos satélites e
a maior expressao para o Ki-67, p53 e p63 (Tabelas 21, 22 e 23).
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Tabela 21. Ki-67. Comparagdo entre COs com e sem cistos satélites.
Salvador, Bahia, 2006.

Ki-67 p
MédiatDP

COs com cistos satélites 214,3+197,5

(n=27) p=0,7775

COs sem cistos satélites 209,5+180,4

(n=10)
Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

Tabela 22. p53. Comparagao entre COs com e sem cistos satélites.
Salvador, Bahia, 2006.

p53 p
MédiatDP
COs com cistos satélites 631,0+£278,0
(n=25) p=0,1059
COs sem cistos satélites 453,11229,9

(n=9)

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.

Tabela 23. p63. Comparagdo entre COs com e sem cistos satélites.
Salvador, Bahia, 2006.

p63 p
MédiatDP
COs com cistos satélites 970,2,0+£259,4
(n=27) p=0,7068
COs sem cistos satélites 1058,5+413,4

(n=10)

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.
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A imunomarcagdo para a laminina mostrou-se predominantemente
continua (n=18; 90%), inclusive em areas de acantose e desprendimento
epitelial (Figuras 11 e 12).

Das lesdes cuja expressdo da laminina foi predominantemente
continua, a marcagao para esta proteina esmaeceu em regides de processo

inflamatério, especialmente quando o mesmo mostrava-se intenso (Figura
12).

5.7 Associagdes clinica, imaginologica e imuno-histoquimica

As expressao das proteinas Ki-67, p53 e p63 foi comparada entre as
localizagdes anatdmicas em regido posterior de mandibula (Corpo e Ramo)
e demais localizagdes (Sinfise/Parasinfise e Regidao posterior de maxila). O
Teste de Mann-Whitney nao demostrou diferenga na imunomarcagao destas
proteinas, nos sitios anatémicos considerados (Ki-67, p= 0,5051; p53, p=
0,6292; p63, p=08987).

Em relagdo a caracteristicas imaginolégicas, comparando-se as lesdes
de aspectos unilocular e multilocular, nao foi possivel constatar diferenga de
imunomarcacgao para as proteinas Ki-67, p53 e p63 (Figuras 14, 15 e 16)
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Figura 14. Box-Plot. Diferenga na imunomarcagao para o Ki-67 entre lesdes
de aspecto imaginolégico uni e multilocular. Salvador, Bahia, 2006.
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Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 0,05.

Figura 15. Box-Plot. Diferenga na imunomarcagéo para o p53 entre lesées
de aspecto imaginolégico uni e multilocular. Salvador, Bahia, 2006.
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Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 0,05.
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Figura 16 Box-Plot. Diferenga na imunomarcagao para o p63 entre lesdes de
aspecto imaginolégico uni e multilocular. Salvador, Bahia, 2006.
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Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 0,05.

Das trinta e uma lesGes que acometeram a regido posterior de
mandibula, dezenove (51,3%) distorciam o canal mandibular. Nao foi
possivel, entretanto, constatar diferenga estatistica na imunoexpresséo das
proteinas Ki-67, p53 e p63 entre COs que distorciam o canal mandibular e
aqueles que néao o faziam, nesta regido anatémica (Tabelas 24, 25 e 26).

Tabela 24. Ki-67. Comparacdo entre COs que distorciam ou ndo o canal
mandibular. Salvador, Bahia, 2006.

Ki-67 p
MédiatDP
COs que distorciam o 185,1+249,7
canal mandibular (n=19) p=0,8989
COs que nao distorciam 249,7+287,0
o canal mandibular
(n=12)

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel
de significancia de 0,05.



Tabela 25. p53. Comparagédo entre
mandibular. Salvador, Bahia, 2006.
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COs que distorciam ou ndo o canal

COs que distorciam o
canal mandibular (n=16)
COs que nao distorciam
o canal mandibular
(n=11)

pS3 p
MediaxDP
532,4+196,2
p=0,9064
564,6+321,5

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel

de significancia de 0,05.

Tabela 26. p63. Comparagdo entre COs que distorciam ou ndo o canal

mandibular. Salvador, Bahia, 2006.

COs que distorciam o
canal mandibular (n=16)
COs que nao distorciam
o canal mandibular
(n=11)

p63 p
Média+DP
975,6+254,1
p=0,7303

1031,3£373,3

Nota: Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, com nivel

de significancia de 0,05.
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Figura 4. Aspectos histomorfolégicos do CO. (A) Lesédo cistica exibindo
epitélio de revestimento atréfico, capsula pouco densa e auséncia de
inflamagéao (H/E, 40x); (B) Epitélio cistico de superficie corrugada e placa de
acantose (seta), (H/E, 40x); (C) Epitélio cistico exibindo placas de acantose
(H/E, 100x); (D), (E) e (F) Células basais dispostas em palicada e algumas
células suprabasais exibindo edema intracelular, em areas de

desprendimento epitelial (D), H/E, 100x; (E) e (F), H/E, 200x) Salvador,
Bahia, 2006.
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Figura 5. Aspectos histomorfolégicos do CO. (A) e (B) Epitélio de
revestimento cistico exibindo proliferagao de células basais “em broto” (H/E,
100x); (C), (D), (E) e (F) Cistos satélites na capsula da lesdo ((C) e (D) H/E
40x; (E) e (F) H/E, 100x). Salvador, Bahia, 2006.
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Figura 6. Aspectos histomorfoldgicos do CO. (A) e (B) Auséncia de processo
inflamatério na capsula cistica (H/E, 400x e 200x, respectivamente); (C)
Infiltrado inflamatério discreto, mononuclear e areas de hiperemia e
hemorragia (H/E, 100x); (D) Infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear e discreto na capsula cistica (H/E, 200x); (E) Infiltrado
inflamatério predominantemente mononuclear e intenso na capsula cistica
(H/E, 200x); (F) Células escamosas exibindo discretas atipias de significado
indeterminado (H/E, 400x). Salvador, Bahia, 2006.
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Figura 7. Aspectos histomorfolégicos do CO. (A), (B), (C) e (D) Membrana
basal PAS positiva ligada ao epitélio cistico em areas de desprendimento
epitelial (PAS, 200x, 400x, 200x e 200x, respectivamente). Salvador, Bahia,
2006.






Figura 8. Imunomarcagéo para o anticorpo anti-Ki-67. (A) Epitélio cistico exibindo
menos de 5% de células marcadas (HRP EnVision™, 400x). (B), (C) e (D) Epitélio
cistico exibindo, predominantemente, marcagdo supra-basal e escore +1 (HRP
EnVision™, 400x); (E), (F) e (G) Epitélio cistico exibindo predominantemente
marcagao supra-basal e escore +2 (HRP EnVision™, 400x); (H) Epitélio cistico
exibindo predominantemente marcagao supra-basal e escore +3 (HRP EnVision™,
400x). Salvador, Bahia, 2006.

Nota: Escore +1 (6 a 25% de células positivas); Escore +2 (26 a 50% de células positivas), Escore
+ 3 (> 51% de células positivas).






Figura 9. Imunomarcagdo para o anticorpo anti-p53. (A) Epitélio cistico
exibindo menos de 5% de células imunomarcadas (HRP EnVision™, 400x).
(B) e (C) Epitélio cistico exibindo, predominantemente, marcagao supra-
basal e escore +1 (HRP EnVision™, 400x); (D) e (E) Epitélio cistico exibindo
predominantemente marcagao supra-basal e escore +2 (HRP EnVision™,
400x); (F), (G) e (H) Epitélio cistico exibindo escore de marcagéo +3 (HRP
EnVision™, 400x). Salvador, Bahia, 2006.Salvador, Bahia, 2006.

Nota: Escore +1 (6 a 25% de células positivas); Escore +2 (26 a 50% de células positivas);
Escore + 3 (> 51% de células positivas






Figura 10. Imunomarcagéo para o anticorpo anti-p63. (A) até (H) Epitélios cisticos
exibindo escore +3 (HRP EnVision™, 400x). Salvador, Bahia, 2006.






Figura 11. Imunomarcagao para o anticorpo anti- laminina. (A) MB exibindo
marcagao continua e intensa (HRP EnVision™, 200x); (B) MB exibindo
marcagdao moderada e continua (HRP EnVision™, 200x); (C) e (D) MB
exibindo marcagao discreta e continua (HRP EnVision™, 400x); (E) MB
ligada ao epitélio de revestmento cistico, exibindo marcagéo intensa e
continua em area de desprendimemto epitelial (HRP EnVision™, 400x); (F)
MB exibindo marcagéao discreta e continua, circundando os “brotos” epiteliais
(HRP EnVision™, 200x). Salvador, Bahia, 2006.






6 DISCUSSAO
6.1 Perfil epidemiolégico, caracteristicas clinicas e imaginologicas

Estudos epidemiolégicos retrospectivos, em populagdes distintas, tém
demonstrado caracteristicas clinicas e imaginologicas peculiares em
pacientes com CO.

Em relagado a idade, a quarta (ODA et al., 2000; MORGAN et al., 2005)
e terceira décadas de vida (STOELINGA, 2001; CHIRAPATHOMSAKUL et
al., 2006; MAURETTE, JORGE, MORAES, 2006) corresponderam a faixa
etaria de maior prevaléncia do CO. Neste estudo, dez pacientes (33,3%)
tinham entre dez e vinte anos de idade, refletindo uma maior incidéncia e
prevaléncia do CO em individuos jovens.

A inclusao de cinco pacientes com a SCBCN pode ter colaborado para
uma faixa etaria menor nesta amostra, uma vez que estes pacientes sao
diagnosticados ainda na infancia quanto a presenga de CO. Além disso, para
a classificagédo dos pacientes em faixas etarias, levou-se em consideragéo a
idade do primeiro diagnéstico, inclusive para os catorze casos de recidivas.

Alguns autores excluem pacientes sindromicos das amostras de CO
por considerarem que, nestes individuos, esta patologia assume
caracteristicas bioldgicas distintas e, inclusive, um comportamento clinico
mais agressivo (STOELINGA, 2001; OLIVEIRA et al., 2002; AMORIM et al.,
2004; KOLAR et al., 2006).

Entretanto, estudos genéticos tém demonstrado que pacientes que
manifestam CO esporadico podem ser portadores de mutagbes no gene
PTCH (BARRETO et al.,, 2002, SHEAR et al., 2002b) e muitos poderiam
expressar um fenétipo sindromico mais discreto, ja que, apesar da

penetrancia completa, a mutagao neste gene pode ser manifestada com uma



expressividade variavel, corroborando para os estudos que indicam um
comportamento neoplasico para o CO (SHEAR, 2002b; SHEAR, 2002c;
AULUCK, PAI, 2003; SHEAR, 2003). Dessa forma, os COs de pacientes

sindrémicos, nesta amostra, ndo foram avaliados separadamente.

Nesta amostra, homens foram acometidos em 53,3% (n=16) dos casos
e mulheres em 46,7% (n=14). Apesar de Oda et al. (2000), Myoung et al.
(2001), Morgan et al. (2005) e Chirapathomsakul et al. (2006) relatarem uma
predilecdo para o género masculino, Stoelinga (2001) e Massey (2005),
ressaltaram uma equivaléncia entre homens e mulheres, como observado
neste estudo.

Segundo Stoelinga (2001), o CO é mais comum em pessoas de pele
branca. Entretanto, o perfil racial da populagdo de Salvador, composta
predominantemente por negros, provavelmente contribuiu para uma amostra
composta especialmente por melanodermas (n=18).

Em acordo com a literatura (MYOUNG et al., 2001; STOELINGA, 2001;
MASSEY, 2005; MORGAN et al., 2005; CHIRAPATHOMSAKUL et al., 2006),
a regiao posterior de mandibula foi preferencialmente acometida (n=31) e,
oito e catorze lesbes estavam associadas a coroa de dentes e regiao
periapical, respectivamente, provavelmente pela presenca de restos
embrionarios da lamina dentaria nestes sitios anatémicos.

Na regiao posterior de mandibula, doze lesdes recidivaram. Apesar de
Myoung et al. (2001) descreverem uma relagéo estatisticamente significante
entre este sitio anatdmico e recidivas, ndo foi posivel determina-la nos
pacientes desta amostra (p=0,5927).

Phillipsen (2005) considera que, na maioria dos casos, as lesées de CO
sdo assintomaticas e descobertas em exames imaginolégicos de rotina.

Nesta amostra, quinze pacientes (n=50%) apresentaram algum sinal e/ou



sintoma, sendo que a dor e aumento de volume, concomitantemente (n=7),
representaram aspectos clinicos importantes, também observados por El-
Haijj, Anneroth (1996), e colaboraram para a investigagao diagnostica nestes

pacientes, especialmente através de radiografias panoramicas.

Apesar do CO assumir diversos padroes radiograficos, a radiolucéncia
unilocular, com margens bem definidas é a mais comum (STOELINGA,
2001; CHIRAPATHOMSAKUL et al., 2006; GIULIANI et al., 2006). Das trinta
e sete lesdes avaliadas, vinte e seis (70,2%) assumiam esta caracteristica, a
qual ndo distingue o CO de outros cistos e tumores odontogénicos,
dificultando o diagnéstico imaginolégico diferencial.

Nesta investigagao, em dez lesdes (27%), ndo havia associagao do CO
com unidades dentarias, sendo que trés e onze lesdes reabsorviam raizes e
deslocavam unidades dentarias, respectivamente. Expansdo Ossea, por
aposi¢éo, nao foi identificada em nenhum dos casos estudados. Estas

caracteristicas ratificam os estudos de Myoung et al. (2001) e Stoelinga
(2001).

Forssell et al. (1988) e Chirapathomsakul et al. (2006) ressaltaram que
CO com aparéncia imaginolégica multilocular tém uma maior tendéncia a
recidiva que a variante unilocular, especialmente pela maior dificuldade de
remogéao do CO. Entretanto, nesta amostra, néo foi possivel estabelecer uma

associagao entre estas variaveis, pelo tamanho reduzido de lesdes com
aparéncia multilocular (n=6).

O tratamento do CO ainda permanece em discussao, especialmente
pelo seu comportamento localmente agressivo. Pogrel, Jordan (2004),
Stoelinga (2001) e Maurette, Jorge, Moraes (2006) ressaltaram que
protocolos terapéuticos conservadores, tais como enucleagao, curetagem e

marsupializagéo, contribuem para a preservagao de estruturas anatémicas,
tecidos moles e unidades dentarias.



A enucleagdo cirurgica seguida de curetagem ossea foi a conduta
terapéutica em trinta e quatro lesdes (91,9%), uma vez que este € o
protocolo do Servigo de Cirurgia Buco-maxilo-facial da FOUFBA. Além disso,
os pacientes acometidos com CO sdo, em sua maioria, adultos jovens e os
tratamentos conservadores reduzem a morbidade, a necessidade de

reconstrugdes osseas e favorecem a reinserg¢ao social mais rapidamente.

Os indices de recidiva sdo variaveis entre os estudos, especialmente
pela diversidade de técnicas cirurgicas adotadas, além de diferentes
periodos de proservagdo. No estudo de Stoelinga et al. (2001), onze
porcento dos COs recidivaram (n=9). Ja El-Hajj, Anneroth (1996) estudaram,
retrospectivamente, sessenta e dois pacientes com CO, dos quais dezenove
(30,5%) exibiram recidivas. Ambos trabalhos ressaltaram que a maioria das

lesdes recidivantes ocorreram em um periodo de até cinco anos

Neste estudo, catorze pacientes (46,67%), cursaram com recidiva
especialmente em regiao posterior de mandibula, em um tempo médio entre
doze e vinte e quatro meses (n=8), apoés intervengdo cirtrgica. Cabe
ressaltar que as lesées dos cinco pacientes sindrémicos incluidos nesta

amostra eram COs primarios e, portanto, ndo contribuiram para este indice.

Para Shear (2002b), Auluck, Pai (2003), Shear (2003), a presenga de
CO, multiplos ou nao, pode estar associada a expressividade variavel da
SCBCN e, dessa forma, pacientes com CO recorrentes devem ser
investigados quanto a presenga da sindrome, mesmo na auséncia de outras

caracteristicas clinicas, especialmente através de estudos genéticos.

A maioria das recidivas parece ocorrer nos primeiros cinco anos apoés a
primeira intervengéao cirGrgica (PARTRIDGE, TOWERS, 1987; STOELINGA,
2001). Assim, o controle anual, por tempo indeterminado, através de

radiografias panoramicas tem especial valor, uma vez que permite o



diagnéstico precoce de lesdes recidivantes, além de contribuir para estudos

longitudinais, escassos na literatura.

Os pacientes desta amostra permanecem em acompanhamento nos
ambulatérios de Radiologia e Cirurgia Buco-maxilo-facial da FOUFBA, em
periodos de seis meses e a perda de seguimento esta sendo evitada atraves
de contato telefonico com os pacientes, além da adogdo de horarios flexiveis

para o comparecimento dos mesmos e gratuidade nos exames de imagem.

Diversos fatores podem estar associados as frequentes recidivas
observadas em pacientes com CO. Dentre estes destacam-se: a capsula
friavel, favorecendo areas de desprendimento epitelial, e dificultando a
remogdo completa da lesdo (FORSELL et al.,, 1988) e favorecendo a
proliferagao dos remanescentes epiteliais, a presenga de cistos satélites
(FORSELL et al. 1988; STOELINGA, 2001) e dificuldades de acesso a lesdo
durante o procedimento cirdrgico (STOELINGA, 2001; SHEAR, 2002b; KIM
et al., 2003; CHIRAPATHOMSAKUL et al., 2006).

6.2 Histomorfologia e associagdo a aspectos clinicos e imaginolégicos

As caracteristicas histopatolégicas tipicas do CO estdo bem
documentadas na literatura e incluem um epitélio atréfico, paraceratinizado,
cujas células da camada basal dispdem-se em palicada, podendo exibir
nucleos hipercromaticos (SHEAR, 2002; PHILIPSEN, 2005).

Alguns autores, como Partridge, Towers (1987), El-Hajj, Anneroth
(1996), Stoelinga et al. (2001), Chirapathomsakul et al. (2006) e Foschini et
al. (2006), incluiram em seus trabalhos o cisto odontogénico ortoceratinizado

como uma variante do CO, cujos comportamentos clinico e bioldgico
mostram-se menos agressivos, com poucas recidivas € menor potencial

proliferativo do epitélio cistico. Desta forma, os resultados destes trabalhos



devem ser vistos de forma critica e cuidadosa, uma vez que podem
subestimar o real potencial agressivo do CO.

Todos as lesdes incluidas nesta amostra foram revisadas quanto a sua
histomorfologia, presenga de infiltrado inflamatério, brotos epiteliais e cistos
satélites, além da avaliagdo da membrana basal quanto a sua continuidade e
ligagao ao epitélio ou matriz extracelular, através da coloragéo pelo PAS.

Em apenas um CO foi possivel identificar atipias de células escamosas.
Kramer, Pindborg, Shear (1992) e Philipsen (2005) ressaltaram a
necessidade de se avaliar a presenga de displasia no epitélio de
revestimento do CO, uma vez que a presenga da mesma pode refletir um
comportamento clinico distinto. Neste caso, entretanto, o paciente encontra-
se em proservagao, sem sinais de recidivas e, clinicamente, ndo manifesta
caracteristicas clinicas peculiares dos portadores da SCBCN.

Apesar de Ahlfors et al. (1984) considerarem a presenca de cistos
satélites mais comum em CO de pacientes sindromicos, esta caracteristica

foi observada em catorze lesées (50%) de pacientes nao sindrémicos.

O estudo estatistico através do teste de Fisher demonstrou uma relagao
estatisticamente significante entre a presenca de cistos satélites e recidivas,
corroborando com os estudos de Stoelinga (2001) e Agaram et al. (2004)
gque sugeriram que estes microcistos capsulares poderiam representar uma

possivel invasdo local da lesdo e contribuiriam para um maior nimeros de
recidivas.

Neste estudo, observou-se uma associagao estatistica entre as lesées
que exibiam padrao imaginolégico multilocular e que distorciam o canal
mandibular com a presenga de cistos satélites (p=0,0167 e p=0,0243,
respectivamente). Estes parametros nao foram comparados por nenhum dos

autores consultados, mas cabe ressaltar, mais uma vez, que Forssel et al.



(1988) e Chirapathomsakul et al. (2006) afirmaram que CO com aparéncia
imaginolégica multilocular tém uma maior tendéncia a recidiva e, portanto,
este critério deve ser avaliado quando do planejamento cirtrgico.

Na amostra avaliada, observou-se a presenga de processo inflamatério
em vinte e seis lesbes (70,3%), sendo predominantemente mononuclear em
vinte (54%) e discreto em doze (32,4%) destas. Estes resultados foram
semelhantes aos encontrados por El-Hajj, Anneroth (1996) e Kaplan e
Hirshberg (2004), os quais ressaltaram que a inflamagéo representa um
achado histomorfolégico frequente em CO, a qual pode decorrer da

perfuracdo da cortical 6ssea, comunicagdo com o ligamento periodontal e
infeccbes odontogénicas.

E importante ressaltar que o microambiente inflamatério parece
colaborar com alteragées morfolégicas no epitélio de revestimento cistico,
em especial para a acantose (DE PAULA et al., 2000; STOELINGA, 2001,
KAPLAN, HIRSHBERG, 2004; CAMPOS et al.,2005), caracteristica esta
descrita em quinze COs (40,5%) desta amostra.

Dentre as as caracteristicas histomorfolégicas do CO, as areas de
desprendimento epitelial sdo tipicas e refletem algum distarbio envolvendo a
matriz extracelular, em especial a MB. Em vinte e oito lesdes (75,7%)
analisadas neste estudo esta caracteristica foi frequente e a coloragéo pelo
PAS evidenciou que a MB encontrava-se ligada ao epitélio cistico, refletindo
a importancia desta estrutura na manutengao da morfologia, diferenciagéo e
polarizagao epitelial (ALBERTS et al., 1997).

6.3 Aspectos imuno-histoquimicos e associagédo a histomorfologia
A identificagdo de proteinas teciduais através de imuno-histoquimica

representa uma importante ferramenta para estudos de diversas patologias,

especialmente quando é possivel proservar os pacientes e correlacionar os
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marcadores bioldgicos utilizados, com caracteristicas clinicas e
imaginolégicas das lesdes.

Alguns autores sugerem que o comportamento clinico do CO pode
estar relacionado ao potencial proliferativo do seu epitélio de revestimento
(LI et al.,, 1995; LO MUZIO et al.,, 1999). A identificagdo da via Shh na
etiopatogenia desta patologia indica que a proliferagdo celular realmente
representa um dos principais mecanismos envolvidos no comportamento
distinto do CO e na sua etiopatogenia.

Estudos comparativos entre esta patologia e outros cistos de natureza
odontogénica, tais como dentigero e radicular, ttm demonstrado um maior
potencial proliferativo no epitélio do CO (LI et al., 1994; LI et al., 1995;
THOSAPORN et al. 2004) e comparavel ao ameloblastoma (THOSAPORN
et al., 2004) sendo que este critério & utilizado como um indicador de
agressividade em diversas patologias, em especial neoplasias (SHEAR,
2002a; SARACOGLU et al., 2005).

Uma das estratégias amplamente utilizada por diversos autores para
avaliar a fragao de crescimento celular em CO ¢ identificagdo da proteina Ki-
67 no epitélio de revestimento cistico (LI et al., 1994; LI et al. 1995; LO
MUZIO et al., 1999; DE PAULA et al., 2000; KAPLAN, HIRSHBERG, 2004),

contribuindo para uma melhor compreensédo da proliferagdo celular nesta
patologia.

Como marcador de proliferagao celular, o Ki-67 mostra-se superior ao
PCNA, especialmente por nao sofrer tanta influéncia de fatores exdgenos e
enddgenos, sua expressao estar limitada a fases especificas do ciclo celular
e meia-vida em torno de uma hora, permitindo detectar apenas células
ciclizantes (BROWN, GATTER, 1990). Ao contrario, 0 PCNA tem meia-vida
de dez horas e, dessa forma, é possivel observar células que ja sairam do
ciclo celular (ARISAWA et al.,1999).



A distribuicdo de células imunomarcadas para este anticorpo, nas
lesbes estudadas, foi predominantemente suprabasal. Nas lesdes dos
pacientes sindrémicos, envolvia toda a espessura do epitélio cistico. Estes
resultados sugerem uma desregulagao do ciclo celular e contribuem para os
estudos que indicam a presenga de um compartimento proliferativo supra-
basal no CO (LI et al., 1994; LI et al. 1995; LO MUZIO et al., 1999; KIM et al.,
2003; KAPLAN, HIRSHBERG, 2004; KICHI et al., 2005).

Apesar da distribuicao da proteina Ki-67 no epitélio cistico de pacientes
sindrémicos ser mais uniforme, ndo se observou diferenga estatisticamente
significante na imunomarcagao deste anticorpo, entre as lesées associadas

a SCBCN e esporadicas (p= 0,7013). Este resultado corrobora com os
trabalhos de Li et al. (1995).

Kolar et al. (2006), utilizando o PCNA como marcador de proliferagédo
celular, também nao constataram diferenga na expressdo deste anticorpo
entre os COs esporadicos e associados a SCBCN, ao contrario de Lo Muzio
et al. (1999) que ressaltaram que a maior expressdo de marcadores de
proliferagdo celular em pacientes sindromicos reflete um comportamento

mais agressivo, especialmente pela maior tendéncia a recorréncia.

Dessa forma, sado necessarios estudos com grupos maiores de
pacientes sindrémicos, além da associagdo com outros marcadores de
proliferagao, tais como IPO-38 (THOSAPORN et al. 2004) e técnicas
moleculares, na tentativa de melhor entender a proliferagao celular em COs.

Associando-se caracteristicas histomorfologicas e imuno-histoquimicas,
a marcagao para o Ki-67, nos cistos satélites, foi semelhante a do epitélio
cistico, corroborando com os resultados de Li et al. (1995).



s 2894Ndo Kaplan, Hirshberq (2004), Saracoalv.et.al..(2003). 9.processe
inflamatério na capsula cistica parece influenciar, localmente, a proliferagao

de células do epitélio de CO, sem alterar, no entanto, a fracdo de
crescimento da lesdo, uma vez que a atividade proliferativa em CO parece
ser irregular e independente da inflamagao (KAPLAN, HIRSHBERG, 2004).
Para De Paula et al. (2000), entretanto, citocinas e fatores de crescimento
disponiveis no exsudato inflamatério poderiam favorecer a proliferagdao das

células do epitélio do CO.

Neste estudo, comparando-se os COs que exibiam inflamacgao discreta,
moderada ou intensa, com o grupo de lesdées sem inflamagéo, observou-se
uma associagao entre a imunomarcagao mais acentuada para o Ki-67 e a
presenga de processo inflamatério na capsula cistica, independente da
intensidade (p<0,05), resultados semelhantes aos de De Paula et al. (2000).

Ainda ndao ha um consenso sobre a influéncia da inflamagdo na
proliferagao celular. Os trabalhos que investigaram estas questdes utilizaram
metodologias distintas. Kaplan, Hirshberg (2004) quantificaram as células
inflamatérias associando estas ao numero de células epiteliais ciclizantes,
em cada campo analisado, pemitindo constatar um aumento localizado na
expressao do Ki-67 em areas de inflamagao, sem afetar a atividade

proliferativa das lesées como um todo.

De Paula et al. (2000), por sua vez, avaliaram a imunomarcagao para o
Ki-67 e PCNA por milimetro de membrana basal, ndo considerando o total
de células por campo. Esta estratégia, porém, n&o permite avaliar o indice
proliferativo da lesao, parametro este utilizado pela maioria dos estudos
(KAPLAN, HIRSHBERG, 2004).

Neste trabalho, as lesées que exibiam inflamagéo discreta, moderada e
intensa foram comparadas com outras livres de inflamagao, segundo a
quantidade de células imuno-marcadas para os anticorpos Ki-67, p53 e p63.




Apesar da associagao entre o processo inflamatério e proliferagcao celular
nao ter sido realizada por campo, como proposto por Kaplan, Hirshberg
(2004), a metodologia adotada neste trabalho permitiu avaliar a qualidade e

intensidade da inflamagao, bem como estabelecer os indices de proliferagao
celular em cada CO avaliado

Ainda em relagao a atividade proliferativa no epitélio de revestimento do
CO, alguns autores investigaram a expressao da proteina p53 (OGDEN et
al., 1992; LOMBARDI et al., 1995; SLOOTWEG, 1995; LI et al., 1996; KICHI
et al., 2005). O mecanismo bioldgico associado a expressao desta proteina
no epitélio do CO ainda ndo esta definido, entretanto o comportamento
agressivo e a alta taxa de recidiva podem ser relacionados a esta
imunoexpressao (LOMBARDI et al., 1995).

Neste trabalho, trinta e quatro lesdes (91,9%) foram positivas para a
proteina p53 e o escore +3 o mais frequente (n=19; 51,35%). Nao houve
diferenca significante na imunomarcagéo para esta proteina entre as nove
lesdes associadas a SCBCN e COs esporadicos (p=0,3195), bem como
entre lesbes primarias e recorrentes (p=0,9847), corroborando com os
resultados de Lombardi et al. (1995), Li et al. (1996) e Piattelli et al. (2001).

O percentual de CO positivos para a p53, neste trabalho, foi superior
aos de de Ogden et al. (1992), Lombardi et al. (1995) e Piattelli et al. (2001).
A utilizagdo do Sistema EnVision™ para realizagdo da técnica imuno-
histoquimica pode ter contribuido para este resultado, uma vez que o0 mesmo
possui uma alta sensibilidade e tem como caracteristica amplificar a
imunomarcagao, segundo informagbes do  fabricante  (Dako,
Corporation,Carpinteria, USA). Além disso, apenas COs paraceratinizados
foram incluidos neste estudo, ao contrario dos demais autores supracitados

que consideraram a variante ortoceratinizada em suas amostras



A maioria das células positivas para o anticorpo anti-p53 encontravam-
se nas camadas supra-basais do epitélio cistico, conforme demostrado por
Lombardi et al. (1995), Slootweg (1995), Li et al. (1996), Piattelli et al. (2001),
Kichi et al. (2005) e Kolar et al. (2006). Apesar de, quantitativamente, nao se
observar diferenga de imunomarcagao entre COs associados a SCBCN e
esporadicos, a marcagao no primeiro grupo mostrou-se mais intensa e a
distribuicao entre as camadas epiteliais mais homogénea, corroborando com
os resultados de Lo Muzio et al. (2002).

O anticorpo utilizado neste trabalho (anti-p53; Clone DO-7, DAKO,
Glostrup, Dynamarca) reconhece tanto a forma selvagem quanto a mutada
da proteina p53 e a imuno-detecgédo desta parece estar relacionada a uma
estabilizagdo e acumulo da sua forma mutada, refletindo uma regulagéo do
ciclo celular em favor da proliferagdo (SLOOTWEG, 1995; PIATTELLI et al.,
2001; SHEAR, 2002b). Isto pode justificar a associagao estatistica entre a
expressao da p53, Ki-67 e p63 encontrada neste estudo (p<0,05).

Apesar do acumulo da p53 sugerir uma mutagao neste gene, alguns
estudos vem demonstrando a presenga da forma selvagem desta proteina
em processos reativos e fisioldgicos e, portanto, outros mecanismos podem
estar relacionados a estabilizagdo e detecgdo imuno-histoquimica da p53
selvagem (SHEAR, 2002b).

Para Slootweg (1995), a detecgao desta proteina em COs, em sua
forma mutada ou selvagem, sugere um distirbio genético na regulagéo da
proliferacdo celular e estudos moleculares devem ser conduzidos, na
tentativa de elucidar os possiveis mecanismos de participagéo do gene p53
na etiopatogenia do CO.

Li et al. (1996) sequenciaram os éxons de cinco a dez do gene p53 de
pacientes com CO e nao encontraram nenhuma anormalidade nas bandas
detectadas por PCR e na analise do sequenciamento do DNA, entretanto,



apenas duas lesdes foram analisadas, sendo necessario estudos com
amostras maiores e que abordem outras regides deste gene envolvidas em

processos neoplasicos humanos.

Nesta amostra, ndo houve associagdo entre a presenga de cistos
satélites, processo inflamatoério e a maior detecgdo da proteina p53,
corroborando com os resultados de Lombardi et al. (1995). Na série de doze
casos estudada por Ogden et al. (1992), os casos que ndo expressaram
imuno-marcagao para a p53 exibiam cistos satélites, enquanto que estes
achados estavam ausentes nos casos com imunopositividade para a
proteina. Estes achados, entretanto, podem ser em fungdao “do acaso’,
especialmente pela amostra de apenas doze les6es destes autores.

Trabalhos que utilizam o anticorpo anti-p63 em lesbées de natureza
odontogénica sdo escassos na literatura e apenas dois investigam a
expressao desta proteina em CO, sendo que ambos apresentam casuistica
menor quando comparada a este trabalho e incluiram a variante
ortoceratinizada, reconhecida como uma patologia distinta e menos
agressiva (THOSARPORN et al., 2004; PHILIPSEN, 2005).

Em todos os trinta e sete casos de CO estudados, a imunomarcagao
para a p63 foi intensa e as lesdes exibiam escore +3. Além disso, todas as
camadas do epitélio cistico estavam envolvidas, sendo a expressao desta
proteina independente de aspectos clinicos investigados, tais como a
recorréncia (p=0,9127) e associagdo com a SCBCN (p=0,2427).

Em 2005, Lo Muzio et al. (2005) publicaram o primeiro trabalho que
descreveu a imunomarcagdao da proteina p63 em CO, sem considerar,
entretanto, parametros clinicos e imaginolégicos e incluindo a variante
ortoceratinizada.



Estes autores observaram uma intensa positividade nas células do
epitélio deste cisto, incluindo as células mais superficiais e em 64% dos
casos, esta marcagao mostrou-se intensa em até 50% das células do epitélio
cistico.

Apesar dos resultados similares, a percentagem de células marcadas,
em cada caso, mostrou-se superior na amostra deste estudo, provavelmente
pela nao inclusao de casos ortoceratinizados, nesta amostra,, além da
utilizagao do Sistema EnVision™.

Em 1998, Li et al. descreveram pela primeira vez a proteina p63,
ressaltando a existéncia de diferentes isoformas, TAp63 e ANp63, com
fungées distintas. Conforme descrito na revisdo da literatura, as isoformas
que possuem um dominio de transativagédo, TAp63, favorecem a apoptose,
enquanto as ANp63 sao anti-apoptéticas, estdo expressas em células
imaturas e aquelas com capacidade proliferativa evidente, propriedades
importantes na tumorigénese.

Segundo informagdes do fabricante (Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca), o clone 4A4, utilizado nas reagbdes imuno-histoquimicas deste
trabalho, reconhecem tanto as isoformas TAp63 quanto ANp63. Entretanto,
Nylander, Coates, Hall (2002) verificaram que este clone marca apenas as
isoformas nao-transativadas, em epitélios escamos estratificados.

Para Nylander, Coates, Hall (2002) e Barbieri, Pietenpol (2005), ainda &
questionavel se as formas transativadas da p63 sdo expressas em seres
humanos, uma vez que as mesmas sao raramente identificadas em células
epiteliais e outros tecidos humanos. Parsa et al. (1999) e De Laurenzi et al.
(2000) identificaram em ceratindcitos humanos apenas RNA correspondente
a proteina ANp63, através de Nothern blot, corroborando para esta hipotese.



Parsa et al. (1999) e Barbiere, Pietenpol (2005) ressaltaram que a
expressao das isoformas ANp63 parece estar restrita ao epitélio estratificado
escamoso. Esta proteina parece ser importante no desenvolvimento
embriolégico deste epitélio, além de participar na manutencdo de uma
populagao de células- tronco na camada basal.

Desta forma, os resultados deste trabalho podem refletir o acimulo da
isoforma ANp63 nos ceratinécitos, favorecendo uma regulagao do ciclo
celular em favor da proliferagdo, uma vez que esta proteina expressa-se nao
somente em ceratindcitos ciclizantes, mas também naqueles cuja
capacidade proliferativa mostra-se evidente, conforme demonstrado por

Parsa et al. (1999), utlizando dupla marcagéo para as proteinas Ki-67 e p63.

Ao mesmo tempo, a imunomarcagao para a proteina p63 pode refletir a
imaturidade das células epiteliais nesta lesdo, especialmente em camadas
supra-basais do epitélio cistico, favorecendo a tumorigénese e reforgando a
hipoétese neoplasica para o CO e de existéncia de um compartimento
proliferativo supra-basal neste epitélio, uma vez que a expressdo desta
proteina decresce durante a diferenciagdo de ceratinécitos (PARSA et al.,
1999; DE LAURENZ] et al., 2000; MORGUNKOVA, 2005)

Kumamoto, Ohki, Ooya (2005) avaliaram a expressao das formas nao
transativadas da p63 em germes dentarios, ameloblastomas e carcinomas
ameloblastico e sugeriram que a deteccdo desta proteina pode estar
relacionada a transformacéo maligna de células do epitélio odontogénico.
Esta hipétese deve ser melhor investigada em CO, especialmente através de
estudos gehéticos mais especificos, uma vez que diversos autores, como
Shear (2002a) e Phillipsen (2005) consideram esta patologia uma verdadeira
neoplasia, apesar de ainda nao ter sido demonstrada a proliferagédo clonal de
ceratinécitos e existirem poucos estudos que abordam alteragdes genéticas
nos casos de COs, especialmente esporadicos.



Ao lado dos trabalhos que ressaltam um maior potencial proliferativo no
epitélio de revestimento do CO, poucos estudos referem-se a ME, sendo que
a mesma desempenha importantes fung¢des biologicas, inclusive interferindo
na proliferagdo celular (ALBERTS et al, 1997; ENBRING, KLEINMAN,
2003).

A fim de avaliar o comportamento da MB em CO, foi realizada a
avaliagao imuno-histoquimica para a laminina, uma vez que esta
corresponde a glicoproteina mais abundante desta estrutura, além de inter-
relacionar, estruturalmente e bioquimicamente, diversos outros componentes
como integrinas e colageno IV (EKBLOM, LONAI, TALTS, 2003).

Das vinte lesdes avaliadas, todas exibiram positividade para a laminina,
sendo intensa em doze (60%) destas. Estes resultados divergem daqueles
obtidos por Oliveira et al. (2002) e Amorim et al. (2004) que observaram
descontinuidade para esta proteina em todos os casos de CO estudados e

corroboram com os resultados de Poomsawat, Punyasingh, Weerapradist
(2006).

Os COs desta amostra que exibiram descontinuidade para a laminina
apresentavam  processo inflamatério intenso, predominantemente
mononuclear, proximo ao epitélio cistico. Para Oliveira et al. (2002), enzimas
proteoliticas e outros mediadores quimicos presentes no microambiente
inflamatério parecem contribuir para o remodelamento da MB nas areas de

atividade inflamatoéria, justificando estas areas de descontinuidade.

Os resultados deste trabalho sugerem que a expressao da laminina na
MB é normal e provavelmente nao interfere nas fungdes dos ceratinécitos do
epitélio do CO, tais como proliferagdo celular. Entretanto, mais estudos
envolvendo outros componentes da MB, como colageno 1V, integrinas,
devem ser conduzidos, na tentativa de melhor esclarecer a participagao da
MB na etiopatogenia do CO e comportamento celular.



6.4 Associagdo entre aspectos imuno-histoquimicos, clinicos e
imaginolégicos

Poucos estudos associam a expressao imuno-histoquimica das
proteinas Ki-67 e p53 com caracteristicas clinicas e imaginolégicas do CO.
Em relagédo a p63, ha apenas um estudo disponivel na literatura que ressalta
uma maior expressao desta proteina em CO recorrente, sem discutir outros
aspectos importantes, tais como localizagdo da lesdo, caracteristicas

imaginolégicas e relagdo com unidades dentarias.

Nesta amostra, nao foi possivel demonstrar associagao estatistica entre
a imunoexpressdo das proteinas Ki-67, p53 e p63 e o envolvimento da
regidao posterior de mandibula (p=0,5051; p=0,6292; p=0,8987,
respectivamente).

No trabalho de Kim et al. (2003), a expressdao da proteina Ki-67
mostrou-se mais evidente em lesbées de aspecto imaginolégico muitilocular.
Esta diferenga nao foi constatada nesta amostra e investigagdes com maior
numero de pacientes devem ser realizadas, uma vez que COs que exibem
este padrdao imaginolégico parecem ter um comportamento clinico mais
agressivo (STOELINGA, 2001).

Neste trabalho, foi possivel comparar, através de exame imuno-
histoquimico, as lesdes primarias e recorrentes de quatro individuos. Pode-
se constatar que os CO recorrentes, destes pacientes, apresentaram uma
média de imunomarcagao para as proteinas Ki-67, p53 e p63 maior que as
lesbes primarias, apesar de nao ser possivel avaliar a real associagéo entre
estas variaveis, especialmente pelo tamanho amostral reduzido deste grupo.
Forsell et al. (1998), entretanto, sugeriram uma possivel associagao entre
entre a expressao do Ki-67 e COs recidivantes.
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Comparando-se os grupos de lesdes primarias (n=23) e recidivas
(n=14), como amostras independentes, ndo foi possivel detectar diferenca
estatistica entre estes, para os marcadores Ki-67, p53 e p63 (Ki-67,
p=0,5591; p53, p=0,9847; p63, p= 0,2427). Li et al. (1995) e Lombardi et al.
(1995) também nao observaram esta associagao, para as proteinas Ki-67 e
p53, respectivamente. Para Li et al. (1995) a remocgéo incompleta da leséao,
mais que o potencial proliferativo do epitélio cistico, poderia contribuir para
as altas taxas de recidiva do CO.

Recentemente, Foschini et al. (2006) compararam lesdes primarias e
recidivas e observaram uma distribuicdo mais homogénea e superficial da
proteina p63 no segundo grupo.

Apesar desta amostra nao demonstrar diferenga estatistica entre CO
primarios e recorrentes, para a p63, este aspecto deve ser investigado em
amostras maiores, uma vez que pode indicar uma maior tendéncia a
recorréncia das lesdes. O acompanhamento dos pacientes desta amostra
podera fornecer subsidios importantes na validagao do p63 em CO como um
marcador de recidivas, permitindo um melhor planejamento cirurgico e
proservagao dos pacientes.

6.5 Perspectivas Futuras

A partir dos resultados obtidos com este estudo, foi possivel demonstrar
a presenga de um compartimento proliferativo supra-basal no epitélio de
revestimento do CO, refletindo um provavel disturbio no ciclo celular. Além
disso, os resultados da proteina p63 sugerem que os ceratindcitos, nesta
patologia, poderiam apresentar um fenétipo de célula imatura, favorecendo a
tumorigénese.

Dessa forma, os estudos futuros serdo conduzidos na tentativa de
estabelecer o perfii de expressdao genética e de proteinas no CO,



especialmente aqueles relacionados com o ciclo celular, a partir de amostras
congeladas, associando os resultados com aspectos clinicos e
imaginologicos.

Ao mesmo tempo, esta lesdo sera comparada, do ponto de vista
molecular, com o Ameloblastoma, uma neoplasia benigna cuja a
etiopatogenia também esta relacionada a presenga de remanescentes da

lamina dentéria, na tentativa de obter subsidios que demonstrem que o CO é
uma verdadeira neoplasia.



7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho é possivel concluir:

= Os COs, nesta amostra, acometeram principalmente adultos jovens,
melanodermas, com discreta predilecdo para o sexo masculino (1.5:
1). A maioria das lesGes acometeu a regido posterior da mandibular e
exibiam aspecto imaginolégico unilocular, de margens definidas.
Quando presentes, dor e aumento de volume corresponderam as
principais manifestagdes clinicas e o protocolo terapéutico de escolha
foi a enucleagao cirargica seguida de curetagem 6ssea,;

= Nao se observou diferenga de marcagao das proteinas Ki-67, p53 e
p63 entre as lesdes de aspecto imaginolégico uni ou multilocular (Ki-
67, p= 0, 3240; p53, p= 0, 9999; p63, p=0, 8808);

* Nao foi possivel identificar associagdo estatisticamente significante
entre a localizagdo anatomica e protocolo terapéutico com recidivas
(p= 0, 5927 e p= 0, 6838, respectivamente);

* A andlise da marcagdo para o PAS revelou que em areas de
desprendimento epitelial, a MB encontrava-se ligada ao epitélio
cistico;

» A presenga de cistos satélites foi um achado histomorfolégico
frequente e observou-se uma associagéo estatisticamente significante
entre a presenca destes e recidivas (p= 0, 0033),

= Observou-se uma associagdo estatistica entre o aspecto
imaginolégico multilocular e distorgdo do canal mandibular com a
presenga de cistos satélites (p= 0, 0167 e p= 0, 0243,
respectivamente);



As células imunomarcadas para as proteinas Ki-67 e p53 localizavam-
se, predominantemente, nas camadas supra-basais, enquanto a p63
expressou-se em todas as camadas epiteliais, refletindo a presenga
de um compartimento proliferativo supra-basal no epitélio de
revestimento cistico desta patologia;

O processo inflamatério, independente de intensidade, interferiu
somente na expressao da proteina Ki-67 (p< 0,05);

Nao foi possivel constatar diferenga estatistica entre a
imunomarcagao para as proteinas Ki-67, p53 e p63, entre CO
primarios e recorrentes (Ki-67, p= 0, 5591; p53, p= 0, 9847; p63, p= 0,
9127 ) e entre CO esporadicos e associados a SCBCN (Ki-67, p= 0,
7013; p53, p= 0, 3197; p63, p= 0, 2427);

Todos os COs avaliados quanto a expressdao da laminina exibiram
imunomarcagéo para este anticorpo, predominantemente continua
(n=18) e intensa (n=12), inclusive em areas de desprendimento
epitelial e acantose. Em areas de infiltrado inflamatério intenso,
observou-se o esmaecimento desta marcacao;
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