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RESUMO

O Tumor Odontogénico Ceratocistico (KCOT) é um tumor benigno intradsseo,
que exibe um comportamento agressivo, com tendéncia a destruicdo local,
potencial infiltrativo e recidivante. O KCOT também é uma das manifestacdes da
Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular (NBCCS). Evidéncias mostram que
0 gene patched pode ser um significante fator no desenvolvimento de KCOTs,
por ter sua atividade inativada. O objetivo deste estudo foi realizar uma analise
comparativa entre os KCOTs de ocorréncia isolada e sindrémica, verificando o
padrdo de expressdo da proteina Patched e o padrdo de distribuicdo de
mastoécitos. Vinte e oito espécimes de KCOTs registrados no Servico de
Anatomia Patologica (SAP) do curso de Odontologia da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES) durante o periodo 2004-2012 foram submetidos a técnica
imunohistoquimica para deteccdo da proteina Patched e corados com Alcian
Blue para deteccdo de mastécitos. Caracteristicas histopatolégicas foram
avaliadas. Todos os dados clinicos (género, idade, etnia e localizacao da lesdo)
foram obtidos dos arquivos. Para andlise imunohistoquimica um escore foi
adotado. Quanto a expressao quantitativa de patched, encontramos que 77,77%
dos KCOTs (sindrbmicos e nao sindrébmicos) apresentaram imunomarcacao de
escore 4 (entre 76% e 100% de células marcadas). As camadas epiteliais basais
e intermediarias constituiram maior marcacdo quando comparadas a camada
superficial. Apenas marcacédo citoplasmatica foi encontrada. As caracteristicas
histopatoldgicas foram mais evidentes nos tumores sindrémicos, porém, nao
houve diferenca significativa na média de mastdcitos encontrada para tumores
sindrébmicos e nao-sindrémicos. Sendo assim, nossos resultados demonstraram
uma forte expressédo epitelial de Patched em KCOTs, sugerindo que esta

proteina parece ser importante para a patogénese destes tumores.

Palavras-chave: Tumor Odontogénico Ceratocistico; Patched; Mastocitos.



ABSTRACT

The Keratocystic Odontogenic Tumor (KCOT) is an intraosseous benign tumor,
which displays aggressive behavior, with a tendency to local destruction and
infiltrative and recurrent potential. It is also one of the manifestations of the Nevoid
Basal Cell Carcinoma Syndrome (NBCCS). Evidence shows that the patched gene
may be a significant factor in the development of KCOTs by having their activity
inactivated. The aim of this study was to perform a comparative analysis between
sporadic and syndromic KCOTs by checking the expression pattern of Patched
protein and the distribution pattern of mast cells. Twenty-eight specimens of KCOTs
recorded in Anatomic Pathology Service (SAP) of the School of Dentistry of the
Federal University of Espirito Santo (UFES) during the period 2004-2012 were
submitted to immunohistochemical technique to detect Patched protein and stained
with Alcian Blue to detect mast cells. Histopathologic features were evaluated. All
clinical data (gender, age, ethnicity and location of the lesion) were obtained from the
files. For immunohistochemical analysis a score was adopted. Regarding the
guantitative expression of patched, we found that 77.77% of KCOTs (syndromic and
non-syndromic) showed immunostaining score of 4 (between 76% and 100% of cells
stained). The basal and intermediate epithelial layers comprised most of staining
compared to the surperficial layer. Only cytoplasmic staining was found. The
histopathologic features were more evident in syndromic tumors, however, there was
no significant difference in mean mast cells found to syndromic and non-syndromic
tumors. Therefore, our findings demonstrated a strong epithelial expression of
Patched in KCOTSs, suggesting that this protein seems to be important for the

pathogenesis of these tumors.

Keywords: Keratocystic Odontogenic Tumor; Patched; Mast cells.
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1 Introducao

Os cistos e tumores odontogénicos compdem um aspecto importante da
patologia oral e maxilofacial. Os cistos sdo encontrados na pratica odontolégica de
forma relativamente comum. Ja os tumores odontogénicos séo lesGes incomuns.
Neste contexto, o Ceratocisto Odontogénico (OKC - do inglés Odontogenic
Keratocyst), antes considerado uma forma diferente de cisto odontogénico do
desenvolvimento (NEVILLE et al, 2004), foi reclassificado pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) em 2005 como uma neoplasia benigna intradéssea, sendo
denominado atualmente como Tumor Odontogénico Ceratocistico (KCOT- do inglés
Keratocystic Odontogenic Tumor), devido ao seu comportamento clinico agressivo,
com tendéncia a destruicdo local, carater infiltrativo e potencial recidivante
(PHILIPSEN, 2005). Grande tem sido o interesse no KCOT, jA que evidéncias
mostram que essa lesdo pode crescer e atingir grandes dimensdes antes de se
manifestar clinicamente, além de apresentar uma particular tendéncia a recidiva
apos o tratamento cirdrgico (SHEAR & SPEIGHT, 2011).

Multiplicidade de KCOTs também ¢é bem reconhecida na Sindrome do
Carcinoma Nevoide Basocelular (NBCCS - do inglés Nevoid Basal Cell Carcinoma
Syndrome), onde a presenca desta lesdo odontogénica constitui um dos principais
critérios de diagnéstico, ocorrendo em 65-100% dos pacientes afetados (GU et al,
2006; HIGH & ZEDAN, 2005).

Estudos demonstraram que o gene Patched-1 (PTCH ou PTCH1), que é
mapeado no cromossomo 9g22.3-31 e considerado um gene supressor de tumor
esta envolvido na etiologia do KCOT (LENCH et al, 1997; BARRETO et al, 2000).
PTCH1 codifica um receptor transmembrana para Sonic Hedgehog (SHH) e outras
proteinas da via Hedgehog (HH). Normalmente, PTCH1 reprime as fungbes do efetor
de sinalizagdo Smoothened (SMO) (HOOPER & SCOTT, 2005), formando um
complexo na membrana da célula, que tem um efeito supressor da transducdo do
sinal de crescimento. Em casos de PTCH mutado, seu efeito inibitério sobre SMO &
perdido, resultando em proliferacdo e estimulacao celular. O ligante SHH ao se ligar
a PTCH também interrompe esta inibicdo, permitindo a transducdo do sinal e
causando estes mesmos efeitos (MADRAS & LAPOINTE, 2008).
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A descoberta de que mutagbes germinativas de PTCH1l sdo a causa
subjacente da NBCCS levou varios autores a investigar o papel da via HH na
patogénese de uma série de tumores associados a essa sindrome, incluindo o
KCOT. Posteriormente, mutacdo genética em PTCHL1 foi relatada no epitélio de
revestimento dos casos de KCOTs néao sidromicos humanos (BARRETO et al, 2000;
OHKI et al, 2004; GU et al, 2006; SUN, LI & LI, 2008).

Acredita-se que a agressividade e alta taxa de recorréncia de KCOTs também
estejam relacionadas a mutagcdes em PTCH1. Porém, fatores preditivos histolégicos
tém sido propostos na literatura como elementos relacionados ao comportamento
biolégico dos KCOTs (SHEAR, 2002; MENDES, CARVALHO & VAN DER WAAL,
2010; COTTOM et al, 2012). Dentre estes fatores, alguns autores (SHEAR, 2002;
MENDES, CARVALHO & VAN DER WAAL, 2010) consideram brotamentos
epiteliais, cistos-satélite, elevado indice mitotico e inflamagé&o coribnica (KADLUB et
al, 2013).

Além disso, dados recentes sugerem que o acumulo de mastocitos em volta
das margens de tumores e a liberacdo de potentes fatores pro-angiogénicos e
angiogénicos por meio destas células pode representar uma interacdo tumor-
hospedeiro que provavelmente favorece a progressdo destes (TOMITA et al, 2001;
IAMAROON et al, 2003; ELPEK et al, 2001). O estudo do papel de mastocitos em
varias lesGes tem sido facilitado por andlises histoquimicas, tais como coloracdo com
azul de toluidina e alcian blue, que permitem a identificacdo e a quantificacdo destas

células em tecidos processados (ROBERTS et al., 2000).

Devido ao papel de Patched na tumorigénese, a sua importancia levou-nos a
investigar os niveis desta proteina em KCOTs sindromicos e nao sindrémicos
através de analise imunohistoquimica. Dado o comportamento biolégico agressivo
dos KCOTs, o estudo de células e de moléculas potencialmente relacionadas a
patogénese desses tumores sera importante para gerar conhecimento base para o

estabelecimento de futuras modalidades terapéuticas mais conservadoras.
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2 Revisao de Literatura

2.1 Tumor Odontogénico Ceratocistico

A principio Philipsen, em 1956, introduziu o termo “ceratocisto odontogénico”
(OKC - do inglés Odontogenic Keratocyst) para todos os cistos que apresentavam
queratinizacdo histologica (PHILIPSEN, 1956; POGREL, 2003). Em 1971, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) rotulou "cisto primordial” e “ceratocisto
odontogénico” como sinGnimos na classificagdo internacional de tumores.
Caracteristicas histologicas foram enfatizadas e houve preocupacéo quanto a alta
taxa de recorréncia de OKCs (POGREL, 2003). Na identificacdo do tipo histolégico
de cistos e tumores da OMS, em 1992, “ceratocisto odontogénico” foi a
terminologia preferida para a identificagcdo destas lesbes (NEVILLE et al, 2004).
Acredita-se que o OKC origina-se do epitélio odontogénico, particularmente da
lamina dentaria e seus remanescentes ou também de extensdes de células basais
do epitélio oral sobrejacente (STOELINGA, 2001; STOELINGA, 2003).

Ao longo dos anos observou-se, contudo, que o0 ceratocisto odontogénico
apresentava um comportamento neoplasico caracterizado pela agressividade local
(expressa por um padréo de infiltracdo nos tecidos circundantes) e uma alta taxa
de recorréncia (PHILIPSEN, 2005), relatada entre a faixa de 5% a 62% (NEVILLE,
et al, 2004) a faixa de 10% a 30% (REGEZI, SCIUBBA & JORDAN, 2008) e
tendéncia a multiplicidade. Isso fez com que a nova Classificacdo dos Tumores de
Cabeca e Pescoco da OMS, divulgada em 2005, modificasse a terminologia do
OKC para Tumor Odontogénico Ceratocistico (KCOT - do inglés Keratocystic
Odontogenic Tumor) incluindo-o na categoria de tumores odontogénicos benignos.
Assim, o KCOT é definido pela OMS como um tumor benigno uni ou multicistico
intradsseo de origem odontogénica com um revestimento caracteristico de epitélio
escamoso estratificado paraqueratinizado e um potencial para comportamento
agressivo e infiltrativo (PHILIPSEN, 2005).

Embora a maioria dos KCOTSs se apresentem de forma isolada, estes também
estdo associados a Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular (NBCCS - do
inglés Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome), também conhecida como
Sindrome de Gorlin-Goltz (NEVILLE, et al, 2004). Trata-se de uma doenca rara
autossbmica dominante (WOOLGAR, RIPPIN & BROWNE, 1987) que se
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caracteriza por um espectro de defeitos de desenvolvimento como pequenas
depressdes palmoplantares, foice cerebral calcificada, sela em ponte, costelas
bifidas (HAHN et al, 1996; JOHNSON et al., 1996), face aspera com bossa frontal,
fenda labial e/ou palatina, espinha bifida oculta, macrocefalia, polidactilia,
anomalias oculares (como estrabismo), meningiomas, rabdomiossarcoma,
fibrossarcomas, fiboroma cardiaco (LO MUZIO, 2008) e uma predisposi¢cdo para
uma série de diferentes neoplasias, tais como carcinomas de células basais (BCCs
- do inglés Basal Cell Carcinoma), multiplos tumores odontogénicos ceratocisticos
(KCOTs) e meduloblastoma (REGEZI, SCIUBBA & JORDAN, 2008). Mais de 99%
dos pacientes com a NBCCS sao brancos e 95% estéo entre as idades de 40 e 79
anos (ZEDAN et al, 2001). Em pacientes sindrémicos, KCOTs sdo mais frequentes
e recorrem mais rapido e mais comumente, exibindo um comportamento mais
"agressivo” (BRANNON, 1976). A prevaléncia da sindrome € estimada de um para
60 000 (HIGH & ZEDAN, 2005).

KCOTs podem ocorrer tanto na mandibula quanto na maxila, mas afetam a
mandibula mais frequentemente, com uma propor¢cdo de 2:1 (ERYILMAZ et al,
2009), sendo localizados principalmente no corpo posterior, regido de angulo e
ramo ascendente (BRANNON, 1976; AHLFORS, LARSSON & SJOGREN, 1984)
(Figura 01). Eles estdo presentes em uma ampla faixa etaria, com pico entre a 22 e
32 década de vida e sdo mais comuns em homens (SHEAR & SPEIGHT, 2011). A
idade média relatada por varios autores varia de 38 anos a 40 anos (BRANNON,
1976; WOOLGAR, RIPPIN & BROWNE, 1987). Para os pacientes com multiplos
tumores da NBCCS, a média de idade é de 26,2 anos (WOOLGAR, RIPPIN &
BROWNE, 1987), sendo que KCOTs sindromicos ocorrem mais precocemente do
gue as variantes ndo-sindrémicas (LEITE, MEIRELLES JR. & JANINI, 2011).

A ocorréncia extradssea de um KCOT é extremamente rara (MENDES,
CARVALHO & VAN DER WAAL, 2010). Além disso, estes tumores sao
assintomaticos e, portanto, detectados somente por achados radiolégicos
ocasionais (LI, 2011), sendo que, radiograficamente, a lesdo aparece como uma
radiolucéncia unilocular ou multilocular bem definida (GONZALEZ-ALVA et al,
2008), rodeada por margens suaves ou recortadas com bordas escleréticas
(MAURETTE, JORGE & DE MORAES, 2006). Contudo, outras lesbes podem
exibir caracteristicas similares (BOFFANO, RUGA & GALLESIO, 2010), como cisto
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dentigero, cisto radicular, cisto residual, cisto periodontal lateral e cisto
globulomaxilar (n&o mais considerado como entidade verdadeira). Os KCOTs da
linha média anterior da maxila podem mimetizar cistos do ducto nasopalatino.
Exemplos de KCOTs periféricos em tecidos moles gengivais ja foram relatados
(porém tal ocorréncia é rara). Sendo assim, o diagnéstico de KCOT é feito com

base nas caracteristicas histopatologicas (NEVILLE et al, 2004).

Pacientes com KCOTs podem queixar-se de dor, tumefacdo ou drenagem de
secrecdo. Eventualmente, os pacientes acometidos podem relatar parestesia do
labio e dentes inferiores. Em diversos casos, 0s pacientes ndo apresentam
sintomatologia até os tumores atingirem dimensdes consideraveis, envolvendo o
seio maxilar e todo o ramo ascendente da mandibula, incluindo os processos
condilar e corondide, podendo desenvolver fraturas patologicas. O KCOT cresce
através da medula 6ssea, sendo que a expansao cortical detectavel clinicamente
s6 ocorre tardiamente (SHEAR & SPEIGHT, 2011).

Dentre as caracteristicas histoldgicas tipicas dos KCOTs, encontramos: um
revestimento fino e uniforme de epitélio escamoso estratificado com uma
tendéncia ao destacamento a partir da cpsula de tecido conjuntivo subjacente;
uma camada superficial fina e ondulada de paraqueratina; uma camada de células
espinhosas, com 4 a 8 células de espessura, apresentando edema intracelular
frequente; uma camada regular de células colunares basais com nlcleo em
palicada; uma juncdo epitélio-conjuntivo linear geralmente desprovida de cristas
epiteliais, e uma cépsula fibrosa relativamente fina que na sua maior parte ndo
apresenta infiltrado de células inflamatérias (LI, 2011) (Figura 02). Os nucleos das
células colunares basais tendem a uma orientacédo distante da membrana basal e
muitas vezes sdo intensamente basofilicos. Figuras mitéticas sdo encontradas
com frequéncia nas camadas suprabasais (AHLFORS, LARSSON & SJOGREN,
1984). Quando ha infiltrado inflamatério no tecido conjuntivo, as caracteristicas
tipicas do KCOT podem ser perdidas (PHILIPSEN, 2005; STOELINGA, 2001). O
limen cistico pode conter um liquido claro semelhante a transudato seroso ou
pode estar preenchido por um material caseoso que, ao exame microscopico,

consiste em restos de ceratinocitos (NEVILLE et al, 2004).
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Figura 01: Localizacdo do KCOT. O KCOT envolveu um dente n&o irrompido. O tumor encontra-se
externo ao espaco do esmalte (E) e epitélio reduzido do esmalte (ERE) (seta). Coloracdo com
Picromallory. Adaptado de SHEAR & SPEIGHT, 2011.
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Figura 02: Caracteristicas histolégicas do KCOT. Camada de células basais colunares ou
cubdides com nucleo em palicada, epitélio estratificado paraqueratinizado, com superficie
corrugada, juncdo entre o tecido epitelial e conjuntivo desprovida de cristas epiteliais e com
tendéncia a separacéo (A). Auséncia de ndcleos basais em palicada e camada paraqueratinizada
(B). Presenga de infiltrado inflamatodrio e ilha de epitélio odontogénico (seta) (C). Presenca de
brotamento da camada basal para o tecido conjuntivo subjacente (D). Presenca de cistos-satélite ou
cistos-filha (E). Presenga de infiltrado inflamatdrio com perda das caracteristicas histolédgicas tipicas
do KCOT (F). Coloragdo com Hematoxilna & Eosina. Barra de escala: 20 pm.
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O epitélio pode apresentar brotamento da camada basal para o tecido conjuntivo
subjacente, com formacdo de microcistos destacados, denominados -cistos-
satélites (ou cistos-filha) (REGEZI, 2002).

Alguns estudos tém sugerido que paraqueratinizacédo, ilhas epiteliais e cistos-
satélites sdo uma observacdo mais frequiente entre KCOTs associados com a
NBCCS (AULUCK & PAI, 2006; TODD, 2003). Em um estudo de Kadlub et al,
todos os cistos-filha foram associados a recorréncia do tumor e confirmaram o
valor preditivo deles para agressividade. Para estes autores, parece que O
revestimento epitelial origina um cisto-filha de acordo como seguinte curso natural:
a inflamacéo local, a proliferacdo suprabasal, brotamento epitelial, formacédo de
ilhas epiteliais coridnicas, e em seguida, a formacéao de cistos-filha (KADLUB et al,
2013). Outro estudo confirma o valor preditivo da presenca de cisto-filha para
agressividade (JORDAN, 2003).

O epitélio pode ocasionalmente mostrar caracteristicas de displasia do
epitélio e transformacdo maligna em carcinoma de células escamosas, que
embora rara, tem sido relatada (MAKOWSKI , MCGUFF & VAN SICKELS, 2001).
Trés variantes histolégicas do OKC foram identificadas: paraqueratinizada,
ortoqueratinizada e uma combinacdo de ambas, embora na recente classificacdo
da OMS (2005), somente a variante paraqueratinizada seja considerada como um
KCOT (GONZALEZ-ALVA et al, 2008).

O tratamento dos KCOTs permanece controverso. Varias modalidades,
conservadoras e agressivas, tém sido relatadas. O tratamento conservador
geralmente inclui enucleacdo e descompressdo ou marsupializacdo. Ja4 o
tratamento agressivo inclui osteotomia periférica e resseccdo (BOFFANO, RUGA
& GALLESIO, 2010). A inje¢édo intraluminal de solucdo de Carnoy tem sido
utilizada para liberar o cisto de sua parede Ossea, permitindo, portanto, maior
facilidade de excisdo, com uma taxa menor de recidivas. Na descompressao
(através da insercéo de um dreno de polietileno para permitir a descompressao e a
subsequente reducdo do tamanho da cavidade cistica), ocorre um espessamento
do revestimento cistico, permitindo uma remoc¢&do mais facil, também com uma
taxa de recidiva aparentemente mais baixa. Muitos cirurgibes recomendam a

osteotomia periférica da cavidade 6ssea com uma broca para 0sso para reduzir a
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frequéncia de recidivas. Outros defendem o uso da solucdo de Carnoy apoés a
remocgao cistica (esta provoca uma cauterizacdo quimica da cavidade Ossea)
(NEVILLE et al, 2004).

Independentemente da opcao de tratamento, tanto 0 acompanhamento clinico
quanto radiografico continuam a ser obrigatérios apos a realizacao da cirurgia, pois
a recorréncia pode ocorrer muitos anos depois (MENDES, CARVALHO & VAN
DER WAAL, 2010). De acordo com Stoelinga, o periodo de acompanhamento de
KCOTs deve ser de pelo menos uma vez por ano, durante 5 anos apds o
tratamento inicial (STOELINGA, 2001).

2.2. Via de Hedgehog

A via de sinalizacdo Hedgehog (HH) é uma via de desenvolvimento que foi
originalmente identificada durante a pesquisa embrionaria na mosca da fruta
Drosophila melanogaster (NUSSLEIN-VOLHARD & WIESCHAUS, 1980; TANG,
2011). Estudos posteriores mostraram que esta via € fundamental para a formacao
adequada dos segmentos em embrides de Drosophila, determinando o eixo
corporeo antero-posterior (PEIFER & BEJSOVEC, 1992; TANG, 2011).

Os genes Hedgehog sao altamente conservados da mosca da fruta ao ser
humano e hoje sdo considerados como reguladores-chave do desenvolvimento
embrionario (VARJOSALO & TAIPALE, 2008). Em insetos, a sinalizacdo HH controla
a correta segmentacdo e desenvolvimento das asas; nos vertebrados induz a
assimetria direita-esquerda e correta formacédo dos membros, esqueleto, musculos,
pele, olhos, pulmdes, dentes, sistema nervoso, intestinos e a diferenciacdo dos
espermatozoides e cartilagem (HERETSCH, TZAGKAROULAKI & GIANNIS, 2010).
Em glandulas mamarias, a via HH é rigorosamente controlada para assegurar o
desenvolvimento normal destas e prevenir carcinogénese. Sinalizacdo de HH em
células de mamiferos é mediada por ligantes de HH tais como Sonic Hedgehog
(SHH) (PASCA DI MAGLIANO & HEBROK, 2003). A sinalizacdo Sonic
Hedgehog/Patched controla o destino das células, padronizacdo e crescimento de
numerosos tecidos, incluindo dentes (BITGOOD & MCMAHON, 1995), determinando
seu crescimento e forma (DASSULE et al., 2000).
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Atividade p6s-embrionéria da via de sinalizacdo Hedgehog é normal somente
em foliculos pilosos e a células da pele, em que esta via de sinalizacdo leva a sua
manutencdo (TANG, 2011). Em adultos, a via de HH permanece ativa em um
determinado numero de células-tronco e durante a regeneracdo de tecidos
(EPSTEIN, 2008; HERETSCH, TZAGKAROULAKI & GIANNIS, 2010). Em todas as
outras células (com excec¢do das células-tronco) a via ndo estqd mais ativa (TANG,
2011). Nos seres humanos, perda da funcdo Hedgehog durante o desenvolvimento
pode ter efeitos graves, resultando muitas vezes em holoprosencefalia (HPE), uma
condicdo em que ha uma separacdo insuficiente dos hemisférios cerebrais
(MAHINDROO, PUNCHIHEWA & FUJII, 2009).

Novas evidéncias sugerem claramente que a ativacdo da via de HH tem sido
implicada na tumorigénese de um grande numero de canceres humanos, incluindo
meduloblastoma, carcinomas basocelulares, leucemia, cancer pulmonar,
gastrointestinal, de ovario, de mama e de prostata (BERMAN, KARHADKAR &
MAITRA, 2003; MA, CHEN & HUANG, 2005; THAYER, DI MAGLIANO & HEISER,
2003; YANAI, NAGAI & WADA, 2007). Porque HH desempenha um papel central no
controle da proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco embrionéarias e células-
tronco adultas, a ativacado aberrante de sinalizacdo HH pode levar a geracdo de
células-tronco cancerosas e desenvolvimento de cancer (HE et al., 2012).

Finalmente, é importante ressaltar que a via de sinalizacdo HH esta
intimamente ligada a muitas outras vias de sinalizacdo como vias de Wnt/ beta-
catenina, TGF-beta/BMP, Notch e FGF, todas elas profundamente envolvidas em
processos de morfogénese do tecido e homeostase, organogénese e renovacao das
células-tronco em adultos (HERETSCH, TZAGKAROULAKI & GIANNIS, 2010).

2.2.1 O gene PTCH

Evidéncias mostram que o gene Patched (PTCH ou PTCH 1) pode ser um
significante fator no desenvolvimento do KCOT ndo-sindrébmico. Esse gene,
mapeado no cromossomo 9g22.3-31, codifica a proteina Patched, uma proteina
transmembrana de 12 passagens que funciona como um receptor, cujo ligante é a
proteina Sonic Hedgehog (SHH). Na auséncia de estimulacdo de SHH, Patched

suprime a atividade da via através da inibicdo de Smoothened (SMO), com o qual se
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associa (LUM & BEACHY, 2004). SMO € uma proteina transmembrana de sete
passagens que, uma vez livre da inibicdo promovida por Patched, ativa a via de
SHH, levando a transcricdo de genes como GLI-1 e GLI-2, que aumentam a
transcricio de genes relacionados a proliferacdo celular (ADOLPHE,
HETHERINGTON & ELLIS et al., 2006) e o préprio Patched, sugerindo um
mecanismo de auto-regulacéo da via (RIOBO & MANNING, 2007) (Figura 03). A via
de SHH, bem como tantas outras, € ativa durante o desenvolvimento embrionario e,
em situacdo de descontrole, atua na tumorigénese (FAN & TESSIER-
LAVIGNE,1994). Além disso, sua desregulacdo leva a defeitos congénitos e ao
cancer propriamente dito (VILLAVICENCIO, WALTERHOUSE & IANNACCONE,
2000). Na embriogénese desempenha um papel crucial na padronizacdo do tubo
neural em desenvolvimento, regulando a polaridade do sistema nervoso central, a
formacdo de neurbnios motores, a padronizagdo dorso-ventral dos somitos, a
inducéo de estruturas ventrais do prosencéfalo, bem como a formagdo dos membros
(FAN & TESSIER-LAVIGNE,1994). A acdo inibitéria de Patched sobre a via de SHH,
coibindo principalmente sua acdo proliferativa, faz com que esse gene seja
considerado um supressor de tumor (REICHART, PHILIPSEN & SCIUBBA, 2006).
Mutacdes no gene PTCH foram identificadas como um evento genético subjacente
da Sindrome do Carcinoma Nevoide Basocelular (NBCSS) (HAHN et al., 1996).

Neoplasias em pacientes com NBCSS surgem provavelmente por um
mecanismo de dois “hits”, de acordo com o modelo de Knudson para genes
supressores de tumor (KNUDSON, 1971), em que células precursoras contém um
primeiro “hit” hereditario e a perda alélica representa a perda do alelo normal,
também conhecida como “perda de heterozigosidade” (LOH - do inglés Loss of
Heterozygosity) (BARRETO, 2000; LEVANAT et al.,, 1996). BCCs e KCOTs néao-
sindrdmicos podem surgir a partir de células suscetiveis, nas quais dois “hits”
somaticos ocorreram, um dos quais se manifesta como perda alélica. Com base
neste mesmo modelo, Lench et al sugeriram que quando multiplos tumores estéo
presentes em pacientes com NBCCS, uma mutacdo de predisposi¢ao ja ocorreu na
linhagem germinativa, sendo necessario apenas um unico evento mutacional
somatico para causar inativacdo homozigotica e progressao neoplasica. Em KCOTs
nao-sindrémicos, dois eventos mutacionais independentes sdo necessarios na célula
somatica (LECH et al, 1996, MENDES, CARVALHO & VAN DER WALLS, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Fan+CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tessier%2DLavigne+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tessier%2DLavigne+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Fan+CM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tessier%2DLavigne+M%22%5BAuthor%5D

30

INATIVA ATIVA
PTCH

HIP - HIP

GENES ALVO

\ — y € —— 4

Figura 03: Via de sinalizacdo Hedgehog. Na auséncia do ligante, a via de sinalizacdo HH é
inativa (esquerda). Neste caso, a proteina transmembranar receptora Patched (PTCH) inibe a
atividade de Smoothened (SMO), uma proteina transmembranar de sete passagens. O fator de
transcri¢céo GLI, um componente da sinalizacdo HH abaixo da membrana, é impedido de entrar no
nacleo através de interacdes com proteinas citoplasméticas, incluindo Fused e Suppressor of
fused (SUFU). Como consequéncia, ativacdo da transcricdo de genes alvo de HH é reprimida. A
ativagdo da via (a direita) é iniciada através da ligacdo de qualquer um dos trés ligantes de
mamiferos - Sonic Hedgehog, Desert Hedgehog ou Indian Hedgehog (todos estédo representados
na figura como HH) - a PTCH. A ligacéo do ligante resulta em desrepressdo de SMO, ativando
assim uma cascata que leva a translocacdo da forma ativa do fator de transcricdo GLI ao nucleo.
GLI nuclear ativa a expressdo de genes alvo , incluindo PTCH e o préprio GLI, bem como HIP,
uma proteina de ligacdo de HH, que atenua a difusdo do ligante. Outros genes alvo que sao
importantes para a fungcdo oncogénica da via HH s@o genes que estéo envolvidos no controle da
proliferacéo celular (ciclina D, ciclina E, Myc e componentes da via do fator epidérmico de
crescimento) e na angiogénese (componentes da via do fator de crescimento derivado da
plagueta e da via do fator de crescimento vascular-epitelial). Adaptado de PASCA Dl
MAGLIANO & HEBROK, 2003.
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Sendo assim, a LOH ocorre na regido contendo o gene PTCH tanto em tumores
odontogénicos ceratocisticos isolados quanto hereditarios (LENCH et al., 1996;
LEVANAT et al.,, 1996), e os subsequentes achados de mutacées em PTCH em
KCOTs isolados (ndo-sindrébmicos) geraram um intenso interesse no papel deste
gene em desordens odontogénicas (BARRETO et al, 2000). Assim, muta¢gdes no
gene PTCH levam a perda de funcdo da proteina de mesmo nome, tendo como
consequéncia a falta de repressdo da atividade de SMO, resultando em efeitos
proliferativos. Da mesma forma, a ativacdo aberrante de SMO devido a mutacdes
em SMO poderia causar a transducdo de sinal ligante-dependente, levando a um
crescimento neoplasico (TOFTGARD, 2000). Dado que as ativacdes de SMO, como
a inativacdo de PTCH, regulam positivamente a transcricdo de genes alvo da via
Hedgehog (HH), ndo foi inesperado que a ativacdo de mutacBes no gene SMO
tenham sido identificadas em BCCs e meduloblastomas (REIFENBERGER et al.,
1998; XIE et al.,, 1998). No entanto, no estudo de Sun, Li e Li, ndo foi detectada
mutacdo patogénica de SMO em um total de 50 KCOTSs, dentre os quais 16 foram
de pacientes com a sindrome de Gorlin. Estes resultados sugerem que a mutacao
em SMO é extremamente rara e que a desregulacdo da sinalizacdo HH causada
pela inativacdo de PTCH esta envolvida na patogénese de KCOTs (SUN, LI & LI,
2008). Quase sempre, BCCs em individuos com sindrome de Gorlin sdo causados
por mutacdo no gene Patched (JOHNSON et al, 1996). Esta caracteristica &
compartilhada pela maioria dos BCCs que surgem isoladamente em individuos sem
sindrome de Gorlin, em que a mutacdo é resultado de injaria ambiental. Sendo
assim, muitos BCCs resultam da perda de fungédo em Patched 1, e uma minoria de
BCCs resulta do ganho de funcédo por mutacées em SMO (VON HOFF et al, 2009).
Em ambos os casos, SMO é ativado (TANG, 2011).

Talvez a excecdo mais contestada da hipotese de dois hits é a
haploinsuficiéncia (auséncia ou funcao reduzida devido a perda ou inativacdo de um
anico alelo). Evidéncia para o modelo da haploinsuficiéncia surge a partir de estudos
de ratos PTCH1 + / - (WETMORE et al, 2000; ZURAWEL et al, 2000). Ratos
heterozigotos para PTCH1 recapitularam os sintomas tipicos de desenvolvimento da
Sindrome de Gorlin e desenvolveram meduloblastoma, o que implica que a
haploinsuficiéncia de PTCH1 é suficiente para promover formacdo do tumor em

ratos. Estudos in vivo demonstraram que varias proteinas mutantes PTCH1
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poderiam resultar na ativagdo da sinalizagdo HH através de um mecanismo
dominante-negativo, apesar da producdo de PTCHL1 tipo selvagem (HIME et al.,
2004). Assim, ndo apenas o0 modelo de dois hits padrdo, mas também o modelo um
hit exibindo haploinsuficiéncia ou isoformas dominante-negativas podem estar
envolvidos na inativacdo do gene PTCH1. A incapacidade de detectar qualquer hit
em cerca de um tergo dos casos de KCOTs examinados pode ser explicado pela

presenca de um modelo de tumorigénese multigénico (LI, 2011).

Acredita-se que 0s tumores surjam a partir de uma progressao de passos
multiplos. Quanto mais avancado o tumor, mais hits foram acumulados. O estudo de
Pan et al demonstraram que o percentual de casos dois hits em KCOTs sindrémicos
(53,3%) foi significativamente maior do que em KCOTs nao-sindrémicos (17,2 %)
(PAN et al.,, 2010), sugerindo que mais hits destrutivos acumularam devido a
diminuicdo da eficiéncia de reparo do DNA e/ou aumento da instabilidade genética
em lesbes relacionadas a sindrome. Os casos com apenas um hit podem
representar uma fase precoce da progressdao do tumor, e um segundo hit pode

eventualmente ocorrer com um fenotipo mais grave (LI, 2011).

Todas essas transformacdes, ou seja, as mutacbes PTCH1, LOH,
mecanismos dois hits, e assim por diante, sdo por definicdo caracteristicas de um
processo neoplasico. No entanto, ainda pode-se argumentar que estas anomalias
detectadas ndo s&o consistentes em todos os KCOTs, mas sdo observados em

apenas uma proporcao de casos (LI, 2011).

A frequéncia de mutacdo de PTCH em pacientes sindrémicos relatada varia
consideravelmente em diferentes estudos, de 40 a 80%. A taxa de novas mutacoes
é alta (SOUFIR et al, 2006), e um total de 248 mutacdes foram registradas no banco
de dados de mutacdo de PTCH durante um periodo de 7 anos (1999-2005)
(LINDSTROM et al, 2006). Alguns estudos (GU et al, 2006; LI et al, 2008; SUN, LI &
LI, 2008; PAN & LI, 2009; BARRETO et al, 2000; OHKI et al, 2004; SONG et al,
2006) revelaram que mais de 85% dos KCOTs sindromicos e quase 30% dos
KCOTs isolados abrigaram mutagcées em PTCH (LI, 2011). Em estudos nos quais a
expressao imunohistoquimica da proteina PTCH foi examinada concomitantemente
com o seu estado mutacional, esta foi expressa independentemente da presenca de
mutacdes génicas (ZEDAN et al, 2001; BARRETO et al, 2002). Estas observagdes
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podem ser explicadas pela teoria da haploinsuficiéncia, que € a perda de um Unico
alelo PTCH, enquanto que o alelo restante é responsavel pela producéo da proteina
identificada por imunohistoquimica (ZEDAN et al, 2001; OHKI et al, 2004). Outra
explicacdo possivel poderia ser que a mutacdo em PTCH leva a producdo de uma
proteina aberrante, ndo funcional, que acumula a uma quantidade necesséria para a
deteccdo imunohistoquimica, num padrdo que lembra a da proteina p53 (associada
a proliferacao no tecido neoplasico) (ZEDAN et al, 2001; VERED et al, 2009).

Zedan et al realizaram analise imunohistoquimica e mutacional de BCCs e
KCOTs isolados e sindromicos e encontraram diferentes padrées de expressao de
PTCH observados na camada epitelial de células basais de KCOTs associados a
NBCCS e isolados. Em KCOTs sindrémicos, a marcagcdo mais forte foi observada
em células da camada basal em palicada. Em contraste, tal expressdo esteve
ausente na camada de células basais de KCOTs isolados. Mutacdes foram
detectadas tanto em tumores isolados quanto sindrdmicos, mas o tipo de mutacéo
de PTCH (linhagem germinativa ou somatica) e a fase em que a mutagdo ocorre
(embrionaria ou apds o nascimento) é fundamental para determinar o resultado do
quadro fenotipico. Os autores afirmam que este Ultimo ponto pode ter relevancia
para explicar as diferencas entre pacientes sindrémicos e os nao-sindrémicos. Se a
expressdo da proteina localiza-se na camada basal (sindromatica), isto pode
representar uma capacidade proliferativa epitelial ndo encontrada em casos
isolados, onde a expressdo nas camadas mais superficiais pode representar um
fendtipo mais diferenciado (ZEDAN et al, 2001). Sendo assim, o epitélio
odontogénico sindrémico tem a capacidade de crescer mais rapido, “brotar” para
formar novos “cistos-satélite”, e até mesmo a crescer novamente (lesdo recorrente)

apos a remocao incompleta do cisto (BRANNON, 1977).

Em um estudo de Li et al foi detectada a expressao de SHH, proteinas
PTCH1 e GLI1 em carcinoma de vesicula biliar (GBC - do inglés Gallbladder
Carcinoma) primario por imuno-histoquimica. Os resultados mostraram que taxas
positivas da expressdo de proteinas SHH, PTCH1 e GLI1 foram significativamente
mais elevadas em tecidos do GBC do que em tecidos de vesicula normais. Os
autores também encontraram uma correlacdo positiva entre a expressao de
componentes da via HH e caracteristicas clinico-patolégicas do tumor (LI et al,
2012). Neste estudo, a correlagcdo de SHH, PTCH1, superexpressdo de GLI1 e
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baixa sobrevida podem ser explicados pela proliferacdo de células, migracéo,
invasdo e efeito promotor da angiogénese e o efeito de inibicdo de apoptose da
ativacdo da via de HH (MORTON et al, 2010). Baseados nestes resultados, o0s
autores sugerem que a via pode desempenhar um papel importante no prognostico
de pacientes com GBC e que a identificacdo de pacientes de alto risco com base na
expressdo de componentes da via HH ira melhorar as estratégias de tratamento com

melhores resultados para o paciente (LI et al, 2012).

Recentemente mutacdes do gene SUFU (do inglés - Suppressor of Fused),
gue codifica um componente da via SHH tém sido identificadas como uma alteragéao
genética secundaria que pode ocorrer em pacientes com NBCCS e
meduloblastomas (REGEZI, SCIUBBA & JORDAN, 2008).

2.2.2 Componentes da via HH

Mamiferos tém trés tipos diferentes de proteinas HH, Sonic Hedgehog (SHH),
Indian Hedgehog (IHH) e Desert Hedgehog (DHH), dois receptores Patched ,
PTCH1 e PTCH2 e trés proteinas ci-like (semelhantes a cinesina), GLI1, GLI2 e
GLI3 (BAI & JOYNER, 2001; VARJOSALO & TAIPALE, 2008). Sonic Hedgehog é
mais amplamente expressa e, como resultado, SHH é o foco da pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos (VARJOSALO & TAIPALE, 2008). Além disso, os
mamiferos tém uma proteina interativa Hedgehog (HIP - do inglés Hedgehog
interacting protein), ndo encontrada em Drosophila, que parece funcionar como um
regulador de disponibilidade do ligante. Esta glicoproteina ligada a membrana foi
descoberta em camundongos e se liga a todas as trés proteinas Hedgehog,
atenuando a resposta celular aos estimulos mediados por SHH (CHUANG &
MCMAHON, 1999). HIP tem uma afinidade de ligacdo para SHH comparavel a de
PTCH, sugerindo a existéncia de um mecanismo de feedback negativo adicional
para regulacdo de respostas da sinalizacdo SHH (DAYA-GROSJEAN & COUVE’-
PRIVAT, 2005).

SHH é uma proteina de 20 kD de tamanho, hidrofébica, com acidos graxos
adicionados a sua extremidade N-terminal e colesterol adicionado a extremidade C-
terminal (SCALES & DE SAUVAGE, 2009).
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Patched, o componente que se liga especificamente a Hedgehog, € uma
glicoproteina de 1500 aminoacidos abrangendo 12 dominios de membrana
(HOOPER & SCOTT,1989) e dois grandes lacos (loops) extracelulares, que sao
necessarios para a ligacdo de hedgehog (BALE & YU, 2001). Existem varios
homélogos de Patched em humanos. Patched 1 (PTCH 1) é, provavelmente, o
principal receptor molecular para todas as trés formas de Hedgehog humano e
mutacOes neste gene estdo associadas com uma grande variedade de
malformacgdes congénitas (HAHN et al., 1996, GOODRICH et al, 1997).

Patched 1 reprime a atividade de um receptor chamado Smoothened, que
normalmente ativa uma familia de fatores de transcricdo, denominados fatores de
transcricdo associados ao glioma (GLI1, GLI2 e GLI3). Estes trés fatores de
transcricdo controlam a expressao de Patched 1 (que fornece um feedback negativo
da sinalizacdo de Hedgehog) e do proprio GLI1 (que proporciona um feedback
positivo da sinalizacdo Hedgehog) (CHUANG & MCMAHON, 1999). Este ultimo
entra no nucleo e ativa a transcricdo de genes que estdo relacionados com a
proliferagao celular e genes do ciclo celular (por exemplo, ciclina D1, WNT e TGF-8,
relacionados as vias de sinalizacdo) (HIGH & ZEDAN, 2005; BALE& YU, 2001;
LEVANAT et al, 1996). Desse modo, GLI1, se comporta essencialmente como um
ativador de transcricdo, enquanto GLI2 e GLI3 tem tanto fun¢des ativadoras como
repressoras (RUIZ | ALTABA, SANCHEZ & DAHMANE, 2002; RUIZ, 1999; INGHAM
& MCMAHON, 2001).

Smoothened localiza-se no brago longo do cromossomo 7 (locus 7931-g32) e
codifica uma proteina transmembranar de sete passagens estruturalmente
semelhante a familia de receptores acoplados a proteina-G (GPCR- do inglés G-
protein coupled receptor), é o transdutor de sinalizagdo intracelular SHH (DAYA-
GROSJEAN & COUVE’-PRIVAT, 2005).

PTCH2 foi identificado e localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p32.1-
32.3) (ZAPHIROPOULOS et al, 1999). Este gene codifica uma proteina
transmembranar de 1203 aminoacidos, a qual tem uma elevada homologia com a
proteina PTCH1 (SMYTH et al., 1999) (é 57% idéntica a PTCH1). Ele diverge
principalmente na regido hidrofilica entre dominios transmembrana 6 e 7. Além

disso, PTCH2 carece da extensao C terminal presente em PTCH1 de camundongo,
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galinha e humano (GOODRICH et al, 1996; MARIGO et al, 1996). Semelhante a
PTCH1, PTCH2 € um receptor para SHH, e esta envolvido na sinalizacdo celular
SHH / PTCH (CARPENTER et al., 1998).

Carpenter et al verificaram que PTCH2 é preferencialmente expresso na pele
e nos testiculos. A andlise de ligacdo indica que ambos PTCH1 e PTCH2 podem
interagir com todos os membros da familia HH com uma afinidade semelhante e
formar um complexo com SMO (CARPENTER et al, 1998), sendo que, a supressao
do desenvolvimento do foliculo piloso inibe a inducdo de SHH, PTCH1 e PTCH2 em
primordios embrionarios de cabelo em camundongos (YAMAGO et al, 2001).
Mutacbes em PTCH2 sdo eventos muito raros em meduloblastomas e BCCs
(SMYTH et al, 1999). Além disso, o fato de que PTCH1 mutado em BCCs néo poder
ser substituido pela superexpressdo de PTCH2 indica que este gene € semelhante,
porém exerce funcdes distintas quando comparado com PTCH1 (ZAPHIROPOULOS
et al, 1999). O que pode explicar a incapacidade de PTCH2 de substituir a funcéo de
PTCH1 mutado ou deletado em tumores resultantes da ruptura desta via seriam as
diferencas na capacidade de influenciar a sinalizagdo HH destes dois tipos de
receptores. Portanto PTCH2 pode ter um papel mais restrito qguando comparado com
PTCH1, ndo excluindo a possibilidade de que poderia PTCH2 se acoplar a HH,
sinalizando para efetores da via ainda desconhecidos (RAHNAMA, TOFTGARD &
ZAPHIROPOULOS, 2004).

2.2.3 Inibidores da via HH

Estudos relacionados com a via de HH forneceram percepcdes sobre o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas moleculares para a sindrome de Gorlin
e tumores relacionados, incluindo KCOTs. A via de HH pode ser blogueada em
diferentes niveis, e inibidores HH poderiam servir como agentes anti-tumorais devido
aos seus efeitos especificos sobre um numero reduzido de tecidos adultos (PASCA
DI MAGLIANO & HEBROK, 2003). Ao contrario, estimuladores da via de HH
poderiam encontrar aplicagdes como indutores da angiogénese (GOODRICH et al,
1996) e ativar a via de sinalizacdo HH, ou seja, eles tém uma influéncia direta sobre
a transcricdo de genes de resposta HH (HERETSCH, TZAGKAROULAKI &
GIANNIS, 2010).
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Chen e Beachy descobriram o primeiro inibidor de Smooothened, a
Ciclopamina, um alcaloide esteroidal derivado da planta lirio milho Califérnia (TANG,
2011). Chen e colaboradores (CHEN et al, 2002) descobriram que a ciclopamina se
liga a Smoothened e bloqueia a ativacdo de genes alvo da via (TANG, 2011) (Figura
04).

A ciclopamina foi descoberta quando encontraram fetos de ovelhas que
apresentavam malformacdes comparaveis as encontradas na holoprosencefalia
porque estas ovelhas prenhas haviam ingerido plantas contendo este inibidor de
SMO (TAIPALE et al, 2000; COOPER et al, 1998; INCARDONA et al, 1998). A
descoberta de pequenas moléculas antagonistas da sinalizacdo SHH abriu novas
perspectivas para a terapia de BCCs (TAIPALE et al, 2000; CHEN et al, 2002;
WILLIAMS et al, 2003; FRANK-KAMENETSKY et al, 2002), o que levou a busca de
pequenas moléculas inibidoras sintéticas da sinalizacdo hedgehog e validacdo de
seus efeitos (DAYA-GROSJEAN & COUVE’-PRIVAT, 2005).

O tratamento com ciclopamina em ratos que carregavam tumores HH-
dependentes resultou na inibicdo do crescimento e regressao do tecido canceroso,
mas ndo afetou a salde dos animais tratados (LI, 2011). Juntamente com a
constatacdo de que ovelhas adultas ndo sofrem efeitos nocivos da ciclopamina,
estes resultados apoiam a possibilidade deste agente ser utilizado no tratamento de
BCCs e qualquer outro tipo de tumor associado com mutacdes em Patched ou SMO
(BALE & YU, 2001). Portanto, a inibicdo de HH provoca poucos, se alguns, efeitos
toxicos em células que ndo dependem da sinalizacdo de HH (BERMAN et al., 2002;
THAYER et al, 2003).
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Figura 04: A via SHH-GLI e locais potenciais para bloquea-la com agentes terapéuticos.
Sonic hegehog (SHH) atua sobre o complexo receptor de membrana formado por Patched
(PTCH) e Smoothened (SMO) para inibir a repressao de SMO por PTCH. SMO envia o sinal
intracelular através de varias etapas de transducdo citoplasméticas (ndo mostradas), que
conduzem a acao nuclear das proteinas GLI, que regulam os genes-alvo. Setas azuis grossas
apontando para cima ou para baixo indicam ativacdo ou inativacdo de mutacgles,
respectivamente, que podem induzir a via. Os inibidores da via com um valor terapéutico
potencial (linhas vermelhas) incluem: agentes que bloqueiam a acdo de SMO no complexo
receptor, tal como o alcaloide da planta ciclopamina; agentes que inibem aspectos especificos
da transducao do sinal, incluindo a importacédo nuclear ou ativacdo de proteinas GLI; e agentes
que inibem especificamente a funcdo de GLI. Adaptado de RUIZ | ALTABA, SANCHEZ &
DAHMANE, 2002)
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Uma outra abordagem, a imunoprevengdo dos BCCs com HIP (do inglés
Hedgehog Interacting Protein) recombinante, demonstrou ser muito promissora
como um tratamento preventivo para pacientes NBCCS destinados a desenvolver
BCCs (VOGT et al, 2004). Assim, estes autores sugerem que O0S (enes
consistentemente superexpressos em BCCs pela sinalizacdo hedgehog aberrante
podem ter grande potencial como alvos da imunizacao para a eliminacao efetiva de
tumores em pacientes predispostos ao aparecimento de BCCs (DAYA-GROSJEAN
& COUVE’-PRIVAT, 2005).

O uso de moléculas inibidoras para receptores alvo € mais comum do que o
uso de inibidores de ligantes, porém neste contexto ha o Robotnikin, que é uma
pequena molécula que se liga a SHH, inibindo a sinalizacdo HH (GOULD &
MISSAILIDIS, 2011). Robotnikin inibiu sinalizacdo Hedgehog somente na auséncia
de agonistas SMO, confirmando que opera a um nivel acima desta proteina
(STANTON et al, 2009). Além disso, GLI também pode ser inibida ao nivel do RNA,
ligando os seus transcritos com oligonucledtidos anti-sense - uma abordagem que
tem sido utilizada com sucesso em Xenopus (PASCA DI MAGLIANO & HEBROK,
2003). Os compostos mais promissores sdao GANT58 e GANT61, que foram
descobertos num screening celular por inibicdo da transcricdo de GLI1 (é o fator de

transcricdo mais fortemente implicado no cancer) (LAUTH et al, 2007).

Uma pequena molécula (Cur61414) foi identificada por bloquear elevada
atividade de sinalizacdo HH resultante de mutacdes oncogénicas em PTCHL1. Esta
molécula pequena pode suprimir a proliferacdo e induzir a apoptose de ninhos
basaldides no carcinoma basocelular em sistemas modelo, mas ndo tem nenhum
efeito sobre as células normais da pele (WILLIAMS et al., 2003). Mais recentemente,
uma pequena molécula oralmente ativa, que atinge a via HH, GDC-0449, também foi
relatada por mostrar a atividade anti-tumoral em carcinoma de células basais
localmente avancado ou metastatico em um ensaio clinico de fase 1 (VON HOFF et
al., 2009). Zhang et al postularam que os antagonistas de fatores de sinalizacdo HH
poderiam tratar eficazmente KCOTs. Suas estratégias sugeridas incluem re-
introducdo de uma forma tipo selvagem de PTCHL1, inibindo a molécula SMO por
antagonistas sintéticos e suprimindo os fatores de transcricdo abaixo da membrana
da via de HH. Eles sugerem que a injecao intracistica de uma proteina antagonista

de SMO pode ser a opcéo de tratamento mais promissora (ZHANG et al, 2006).
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Por fim, estes resultados demonstram diretamente que o uso de inibidores de
Hedgehog poderd ser uma abordagem terapéutica valida para o tratamento de
BCCs, e também de KCOTs (WILLIAMS et al., 2003). Dessa forma, o estudo do
envolvimento dessa via de sinalizagdo em KCOTs € importante para compreender
0S mecanismos pelos quais 0s elementos dessa via atuam na patogénese desses

tumores.

2.3 Mastocitos

Outro dado que vem sendo investigado no que tange ao aspecto diferencial
de KCOTs sindrémicos e isolados é a presenca de mastdcitos (MCs - do inglés Mast
Cells). A funcéo dessas células no desenvolvimento tumoral tem sido amplamente
revista, com sugestdes variadas de que elas podem modificar o equilibrio a favor ou
contra o crescimento do tumor (MALTBY, KHAZAIE & MCNAGNY, 2010). Os
mastécitos figuram entre as células mais numerosas no estroma de tumores
odontogénicos de uma maneira geral e, com relagdo a sua presenca nos KCOTs,
demonstrou-se que os mastdécitos figuram em maior nimero nas lesdes relacionadas
a um componente sindrébmico do que naquelas isoladas (PEREIRA et al, 2011).
Trata-se de uma célula de infiltracdo precoce e persistente em varios tumores, a
niveis detectaveis muitas vezes antes que um significante crescimento e
angiogénese do tumor tenham ocorrido (MALTBY, KHAZAIE & MCNAGNY, 2010).
Produtos dos mastécitos tais como histamina, fator de crescimento fibroblastico
basico e heparina tém sido apontados como elementos envolvidos na promocédo da
angiogénese do tumor (KALRA et al., 2012). A angiogénese, isto €, a formacéo de
novos vasos a partir daqueles pré-existentes - como capilares e vénulas pos-
capilares, desempenha um papel essencial durante o desenvolvimento embrionério
(RIBATTI, 2006). Posteriormente, na vida adulta, esta ocorre em varias condi¢des
fisiologicas (por exemplo, formacdo do corpo liteo) e patologicas, tais como em
tumor e inflamacé&o crbnica, onde ela pode contribuir para a progressado da doenca
(RIBATTI & CRIVELLATO, 2012).

O mastoécito maduro é uma célula globosa, grande e com citoplasma repleto
de granulos que se coram intensamente (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008) (Figura
05).
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Figura 05: Mastdcito (seta) identificado no KCOT. Apresenta-se como uma célula grande e
globosa. Notar granulos citoplasmaticos corados em azul e nucleo central basofilico. Coloragdo com
Alcian Blue. Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer. Barra de escala: 20 um
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Seu diametro varia entre 8 e 20 um e sdo facilmente reconhecidos por
microscopia de luz (DVORAK, 2005). O nucleo é pequeno, esférico e central e de
dificii observacdo por estar frequéntemente encoberto pelos granulos
citoplasmaticos que sao elétron-densos, heterogéneos e contém mediadores
quimicos como a histamina e glicosaminoglicanas. Além disso, seus granulos séo
metacromaticos (apresentam a propriedade de metacromasia, na qual moléculas
mudam a cor de alguns corantes basicos, por exemplo, azul de toluidina) devido a
alta concentracéo de radicais acidos presentes nos glicosaminoglicanos (heparina e
condroitin  sulfatado). Os mastocitos se originam de células precursoras
hematopoiéticas situadas na medula éssea. Quando imaturos, circulam no sangue,
cruzam a parede de vénulas e capilares e penetram nos tecidos, onde vao proliferar
e se diferenciar (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Estas células povoam as
estruturas do tecido conjuntivo proximas de vasos e nervos (WELLER et al, 2006;
GRIMBALDESTON et al, 2007) e também foram encontradas no sistema nervoso
central de varias espécies de vertebrados, onde eles exercem funcfes ainda néo
totalmente esclarecidas (SILVER et al, 1996). Por outro lado, mastdcitos ndo estao
presentes em tecidos como 0 0sso mineralizado, cartilagem, e cornea (RIBATTI &
CRIVELLATO, 2012).

Mastocitos tém sido implicados nas classicas doencas alérgicas IgE-
associadas, tais como urticaria, conjuntivite sazonal, rinite alérgica e asma. No
entanto, eles sdo considerados protagonistas cruciais na defesa do hospedeiro,
apresentando resposta de primeira linha para diferentes produtos quimicos e injarias
biolégicas no contexto da resposta imunitaria adquirida ou inata. Além disso, a
evidéncia crescente indica que mastocitos podem ter envolvimento distinto em
funcdes nado-imunoldgicas tais como a angiogénese, cura de ferida, remodelacéo
tecidual e fibrose, desempenhando assim um papel na homeostase do tecido. Deste
modo, MCs podem ser ativados tanto atraves de vias IgE-dependentes quanto IgE-
independentes (CRIVELLATO, NICO & RIBATTI, 2009).

Estas células sdo convencionalmente divididas em dois tipos, dependendo da
expressdo de diferentes proteases em seus granulos e outras caracteristicas
funcionais (IRANI et al, 1986). MCs que contém apenas triptase sdo designados
como MCr ou MCs "células-imunes associados". Eles sdo predominantemente

localizados na mucosa respiratoria e intestinal, onde eles se co-localizam em torno
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de linfécitos T. MCs que contém triptase e quimase, juntamente com outras
proteases, tais como a carboxipeptidase A e catepsina G, sao referidos como MCrc.
Eles se encontram predominantemente em areas do tecido conjuntivo, como a pele,
submucosa do estdbmago e do intestino, parénquima mamario, miocardio, linfonodos,
conjuntiva e membrana sinovial. Estes dois subconjuntos de MCs humanos diferem
também em termos de seu conteido mediador e reatividade. Um terceiro tipo de
mastocito, chamado MCec, foi identificado. Esta célula expressa quimase sem triptase
e reside principalmente na submucosa e mucosa do estébmago, submucosa de
intestino delgado e mucosa do célon (RIBATTI & CRIVELLATO, 2012).

Uma associacdo entre MCs e formacéo de novos vasos foi avaliada no cancér
de mama (BOWREY et al, 2000). Em lesdes mamarias malignas, o nimero de MCs
com atividade de triptase mostrou ser significativamente maior do que em lesdes
benignas. MCs estavam concentrados no limite do tumor, a assim chamada "Zona
de invasdo" (KANKKUNE, HARVIMA & NAUKKARINEN, 1997). Uma associacdo
entre MCs e angiogénese também foi relatada em carcinoma colorretal. O aumento
do acumulo de MCs azul de toluidina ou triptase-positivos infiltrando o carcinoma
colorretal mostrou correlacdo com o aumento da densidade de microvasos e
prognéstico menos favoravel (ACIKALIN et al, 2005; GULUBOVA & VLAYKOVA,
2009). Pacientes com baixa densidade de MCs e tecidos tumorais hipovasculares
tiveram sobrevida significativamente maior do que aqueles com elevada densidade
de MCs e biopsias de tumores hipervasculares (CRIVELLATO, NICO & RIBATTI,
2009).

Teronen et al afirmaram que mastocitos ativados podem sintetizar mediadores
vasoativos e quimiotaticos (por exemplo, fator ativador de plaquetas) bem como
citocinas proé-inflamatérias tais como Interleucinas 3 e 6 (IL-3 e IL-6) e Fator de
Necrose Tumoral alfa (TNF-a - do inglés Tumor Necrosis Factor). Estes mediadores
guimicos aumentam a permeabilidade vascular assim facilitando o influxo de
substancias altamente osmolares no lumem cistico. A maior concentracdo de
mastocitos em KCOTs explica uma maior expansao quando comparada com outros
cistos odontogénicos. Os autores também encontraram um alto nimero de extensiva
degranulacdo de mastécitos em areas de expansao cistica na borda com parede
O0ssea sugerindo alta atividade de mastocitos nesta area (TEROTEN et al, 1995;

CHATTERJEE et al., 2008). Além disso, degranulacdo de mastocitos também libera
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triptase e prostaglandinas, que ajudam na reabsor¢cdo Ossea, que € uma
caracteristica no alargamento do cisto na interface cisto-osso. Além disso, a
interleucina-1a na parede de KCOTs mostrou ter um efeito potenciador sobre as

metaloproteinases da matriz secretadas por fibroblastos (KUBOTA et al, 2002).

Os mastocitos podem liberar numerosas moléculas proé-inflamatorias,
imunorreguladoras e angiogénicas através de diferentes vias de estimulacéo
(CRIVELLATO & RIBATTI, 2005). A ativacdo dos mastécitos provou ter muitas
consequéncias biologicas, tais como a mitogénese, degradacdo da matriz
extracelular, angiogénese, aumento de hiperpermeabilidade microvascular
(CRIVELLATO et al, 2004) e recrutamento de células inflamatorias incluindo
macréfagos. Sabe-se que a neoangiogénese é necessaria para o crescimento e
disseminacdo de tumores (MICHAILIDOU, MARKOPOULOS & ANTONIADES,
2008).

Dessa forma, a identificacdo de mastocitos nas lesGes e a sua correlacdo com
0 grau de agressividade das mesmas pode contribuir para um maior conhecimento
acerca do papel que estas células desempenham no crescimento e desenvolvimento

do tumor isolado e associado a NBCCS.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar uma andlise comparativa entre os Tumores Odontogénicos
Ceratocisticos sindromicos e ndo-sindrémicos registrados no Servico de Anatomia
Patologica (SAP) da UFES, verificando o padréo de expressao da proteina Patched

e a distribuicdo de mastocitos em cada um deles.

3.2 Objetivos Especificos

1. Analisar os laudos histopatolégicos do SAP para levantamento dos casos de

Tumor Odontogénico Ceratocistico (KCOT) e coleta de dados clinicopatoldgicos;

2. Avaliar as caracteristicas histopatoldgicas dos KCOTs corados em Hematoxilina
e Eosina (HE);

3. Quantificar a presenca de mastocitos nos KCOTs corados com Alcian Blue;

4. Detectar e quantificar a expressado da proteina Patched nos KCOTs através de

ensaios imunohistoquimicos e morfométricos;

5. Correlacionar os achados histopatolégicos e imunohistoquimicos com os dados

clinicopatologicos obtidos dos tumores investigados.

4 Material e Métodos

A pesquisa em questdo € um estudo retrospectivo de uma série de casos. As
amostras foram obtidas através de uma selecdo dos casos de pacientes
diagnosticados com KCOT durante o periodo de marco de 2004 a dezembro de
2012. Para isso, os laudos histopatologicos pertencentes ao arquivo do Servico de
Anatomia Patologica do Curso de Odontologia da UFES foram analisados e
informacdes pertinentes aos pacientes e as lesbes foram coletadas (Ficha de coleta

no APENDICE A). Os critérios de inclus&o foram:
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a) Acesso ao laudo histopatolégico do paciente, onde constavam dados relativos a
etnia, idade e género e informagc6es como numero de lesbes, tipo de leséo,

localizac&o da lesédo e ocorréncia de recidiva;

b) Material suficiente nos blocos de parafina para confeccdo de novas laminas para

andlise imuno-histoquimica.

4.1 Obtencao das amostras:

Os blocos de parafina retirados do arquivo do SAP-UFES foram obtidos
segundo o protocolo de preparacdo dos tecidos adotado pelo Programa de
Prevencdo e Diagnostico Precoce do Cancer de Boca e LesBes Bucais, que
determina a fixacdo dos espécimes em uma solucdo tamponada de formol 10%,

seguido de processamento histoldgico até a inclusdo em parafina.

Os blocos com os casos de KCOTs selecionados foram submetidos a
microtomia para obtencéo de cortes seriados com 4 um a 5 ym de espessura, para a
técnica de coloracdo com Alcian Blue e para a imuno-histoquimica, utilizando-se
micrétomo manual (Leica RM 212 RT, Leica Biosystems Nussioch GmbH,
Alemanha). Imediatamente apds a microtomia, 0s cortes passaram por uma solucéo
de alcool 30% com a finalidade de estica-los, depois foram imersos em banho-maria
a 45°C (Lupetec BH 05) e pescados com laminas nao silanizadas (utilizadas para
coloracdo com Alcian Blue, as quais foram previamente limpas com &lcool 70%) e
silanizadas (utilizadas para a técnica imuno-histoquimica, estas ndo devem ser
limpas com solucdo alcodlica), e devidamente identificadas. As laminas foram
mantidas em estufa (FANEM 900 kW, modelo 310, Brasil) por 24 horas, a 40°C para
secagem. O processamento das laminas foi realizado no Laboratério de Biologia do

Desenvolvimento e Tumorigénese do Departamento de Morfologia/UFES.

4.2 Coloracdo com Hematoxilina e Eosina

As laminas ja coradas com Hematoxilina e Eosina foram obtidas do SAP da
UFES e processadas de acordo com o protocolo deste servico. Estas laminas,

obtidas apdés a microtomia, foram desparafinizadas em estufa a 60°C por 40
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minutos, colocadas em bergos apropriados e passaram pela sequéncia de solugbes
descritas no protocolo da Hematoxilina e Eosina (HE) adotado pelo Grupo de

Estudos em Patologia Bucal da UFES, descrito a seguir:

e Desparafinizacdo em Xilol Puro (3 banhos de 3 minutos cada um);

e Imers&o em solugio de Alcool/Xilol (proporgéo 1:1, durante 3 minutos);

e Hidratacdo em banhos com concentracdo decrescente de alcool: alcool
absoluto (2 banhos de 3 minutos cada um) e alcool 96% (3 minutos);

e Lavagem em agua corrente por 3 minutos;

e Imersdao por 6 minutos em Hematoxilina de Harris (previamente filtrada)
seguida de lavagem rapida em agua e logo apés, mergulho r4pido em alcool
acido (1% de HCIl e 99% de etanol);

e Enxague em agua corrente por 10 minutos e imersdo em Eosina por 3
minutos;

e Lavagem rapida para retirada do excesso de corante;

e Desidratacdo das laminas em alcool: alcool 96% (1 minuto) e alcool absoluto
(2 banhos de 2 minutos cada);

e 1 banho de Alcool/Xilol (proporcéo 1:1) de 2 minutos;

e 3 banhos de Xilol puro, com imersédo de 2 minutos cada.

¢ Montagem das laminas em meio de montagem Permount (Fisher Scientific).
Os excessos deste foram removidos e as laminas foram etiquetadas e

guardadas para secagem completa.

4.3 Coloracdo com Alcian Blue

Apés a desparafinizacdo em estufa a 60°C por 40 minutos, as laminas foram

colocadas em bercos apropriados e passaram pela sequéncia de solugdes descritas:

e Xilo Il puro (5 minutos);

e Xilol I puro (5 minutos);

e Alcool/Xilol (proporgéo 1:1, durante 5 minutos);
e Alcool absoluto Il (5 minutos);

e Alcool absoluto | (5 minutos);
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e Alcool 90% (5 minutos);

e Alcool 80% (5 minutos);

e Enxague em agua corrente (5 minutos);

e Coloragao com Alcian Blue (a 1%, pH=0.5, durante 1 hora);

e Lavagem das laminas em agua destilada acidificada (15 mL de HCl em 485
mL de agua destilada por 30 segundos);

e Lavagem com agua destilada (remoc¢éo apos 10 minutos);

e Contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer (as gotas de corante devem
cobrir o corte - remocéao apos 30 segundos);

e Lavagem rapida em 4gua destilada;

e Alcool 95% (1 minuto);

e Alcool/Xilol (proporcéo 1:1, 30 segundos);

e Xilol' I (30 segundos);

e Xilol Il (30 segundos);

¢ Montagem das laminas em meio de montagem Permount (Fisher Scientific).

4.4Técnica Imuno-histoquimica (IHQ)

Para a andlise imuno-histoquimica, os cortes entre 4 um e 5 ym de espessura
foram montados em laminas silanizadas (Starfrost, Knittel, Biogen). Os cortes foram
desparafinizados em estufa a 60°C por 40 minutos, e diafanizados em trés banhos
de xilol:

e Xilol Il (por 5 minutos);
e Xilol'I (por 5 minutos);

e Alcool/Xilol (proporgéo 1:1, por 5 minutos).
Em seguida foram reidratados em concentracdes decrescentes de etanol:
e Alcool100% (por 5 minutos);

e Alcool 90% (por 5 minutos);

e Alcool 80% (por 5 minutos).
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Em seguida, a remocéo do pigmento formdlico foi feita com a seguinte solucao (por
10 minutos):

e Hidréxido de amonio (10%, 10mL);
e Etanol (95%, 90mL);
e Agua destilada (5mL).

Depois os cortes foram lavados em agua corrente por 10 minutos e passaram
por enxague imediato em agua destilada por 2 vezes. Para neutralizar a peroxidase
endogena, foi utilizado o Peroxidase Block por 20 minutos, sendo esta etapa
realizada na camara Umida e no escuro. Em seguida, os cortes foram lavados com
PBS (Solugdo Salina Tamponada com Fosfato - do inglés Phosphate Buffered
Saline) (1X) gelado, por 3 vezes (5 minutos cada banho).

Apés esta etapa, os cortes foram submetidos a recuperagdo antigénica,
utilizando-se uma solucdo tampdo citrato (1,929 de acido citrico (com
concentracdode 10mM) para 1L de agua destilada) e 0,5 mL de Tween 20 (0,05%)
(acrescentado ao tampéo citrato minutos antes da recuperacdo antigénica), sendo
esta solugcéo (com pH 6), juntamente com os cortes, aquecida em banho-maria entre
90° e 95°C, por 40 minutos.

ApOs a recuperacdo antigénica, os cortes foram lavados novamente em PBS
(1X) gelado, por 2 vezes (5 minutos cada banho). Depois, os cortes foram incubados
com BSA a 1% (Albumina Sérica Bovina - do inglés Bovine Serum Albumin) (Protein

Block) por 60 minutos em temperatura ambiente.

O anticorpo primario utilizado foi o anti-Patched (Abcam®) policlonal de
coelho, diluido em PBS (1X), utilizado na concentracdo de 1:500, por cerca de 15 h
a 4°C. Os cortes foram novamente lavados em PBS (1X) 3 vezes por 5 minutos e
incubados com o reagente (Reveal Complement) por 10 minutos, em temperatura
ambiente (20-25°C).

Depois, foram adicionadas algumas gotas do Reagente Conjugado HRP
(Peroxidase de Rabano - do inglés Horseradish peroxidase) (Reveal HRP

Conjugate) por 15 minutos, em temperatura ambiente (20-25°C).
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Apés estes procedimentos, os cortes foram novamente lavados em PBS (1X)

4 vezes por 5 minutos.

Foram adicionados 10uL de DAB Cromégeno 50X (cromdgeno
Diaminobenzina 3,3 - do inglés 3,3~ Diaminobenzidinetrahydrochloride) a 500 pL de
DAB Substrato (Tampao Substrato, pH=7,5; com Perdéxido de Hidrogénio) para
desenvolver a atividade da peroxidase, até a reacdo (IHQ) ser revelada através de

coloracdo amarronzada.

ApoOs estes procedimentos, os cortes foram novamente lavados em PBS (1X)

4 vezes por 5 minutos.

Em seguida, as laminas foram contrastadas com Hematoxilina de Mayer e
enxaguadas em agua destilada com algumas gotas de hidroxido de amonio.
Procedeu-se um novo enxague das laminas em agua corrente durante 10 minutos,

seguida de desidratacdo em solu¢des alcodlicas:

e Alcool (70%) (5minutos);
e Alcool (85%) (5minutos);
e Alcool (90%) (5minutos);
e Alcool absoluto | (5minutos);

e Alcool absoluto Il (5minutos);

E banhos em xilol puro:

e Xilol I (5 minutos);
e Xilol Il (5 minutos).
Em seguida foi feita a montagem das laminas com meio de montagem

Permount (Fisher Scientific). O controle negativo foi feito pela omissédo do anticorpo

primario. O controle positivo foi feito com uma lamina de germe dentario.

4.5 Metodologia de Analise de Dados

Os dados gerais dos pacientes (referentes a etnia, idade e género) e

clinicopatologicos (referentes ao numero de lesdes, tipo de lesdo, localizacdo da



51

les&o e ocorréncia de recidiva), coletados a partir dos laudos, foram registrados em
tabelas no Excel.

4.5.1 Andlise das laminas coradas com Hematoxilina e Eosina

A analise histopatologica das laminas coradas por HE foi realizada por um
anico examinador, previamente calibrado por um experiente morfologista. O indice
Kappa intra-examinador obtido foi de 0.85. As laminas foram previamente cegas
para que ndo houvesse interferéncia na analise dos dados e examinadas em
microscopio optico (Olympus AX70, Olympus America Inc.,NY, USA), utilizando-se o
aumento de 10X (para deteccdo da presenca de parede fibrosa fina) e aumento de
40X (para deteccao das demais caracteristicas histopatolégicas), contidas na ficha
de coleta (APENDICE B). Os cortes foram varridos até que se encontrassem todas
as caracteristicas presentes na ficha de coleta. Em caso de auséncia de alguma
caracteristica, todo o corte era varrido para a confirmagcdo desta auséncia no caso

analisado.

4.5.2 Andlise das laminas coradas com Alcian Blue

A analise histoloégica das laminas coradas por Alcian Blue também foi

realizada por um examinador previamente calibrado por um experiente morfologista.

Para a gquantificacdo de mastoécitos, foram escolhidos para cada caso até
vinte campos aleatérios (0 que variou para menos conforme o tamanho do corte),
sendo as imagens capturadas com a camera AxioCam ERc5s (Carl Zeiss Vision
GmbH, Alemanha) e o programa AxioVision Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH,
Alemanha) e salvas no formato TIF para posterior andlise. As imagens dos campos
foram feitas no aumento de 100X, e o numero total de mastécitos foi obtido
somando-se 0s mastocitos encontrados em cada campo, este numero foi dividido
pelo nimero de campos analisados, obtendo-se assim a média de mastocitos por
campo em cada lesdo. Estes valores foram agrupados e assim obteve-se média de
mastoécitos por campo para KCOTs sindrdmicos e ndo-sindrémicos (Ficha de coleta
no APENDICE C).
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4.5.3 Analise das laminas submetidas a Imuno-histoquimica

A analise das laminas submetidas a imuno-histoquimica também foi realizada
por um examinador previamente calibrado por um experiente morfologista. As
laminas foram previamente cegas e foram escolhidos para cada caso até vinte
campos aleatérios (0 que variou para menos conforme o tamanho do corte), sendo
as imagens capturadas com a camera AxioCam ERc5s (Carl Zeiss Vision GmbH,
Alemanha) e o programa AxioVision Release 4.8.2 (Carl Zeiss Vision GmbH,
Alemanha) e salvas no formato TIF para posterior analise. As areas de infiltrado
inflamatério foram evitadas. As imagens dos campos foram feitas no aumento de

100X e submetidas a trés tipos de andlise:

4.5.3.1 Analise Quantitativa de Patched

Para obtencao da porcentagem de células marcadas em cada caso, todas as
células do epitélio de cada campo foram contadas e obteve-se o somatério do
namero total de células que foi dividido pelo numero de campos analisados

(obtendo-se a razdo para campo).

Posteriormente, contaram-se apenas as células imunomarcadas de cada
campo, obteve-se o somatdrio do numero total de células marcadas que também foi
dividido pelo nimero de campos analisados (obtendo-se a razédo para campo das
células imunomarcadas). Dividiu-se a razdo para campo de células imunomarcadas
pela razdo para campo do total de células e depois multiplicou-se por 100 para se
obter a porcentagem de células marcadas (Ficha de coleta no APENDICE D). Os
valores de porcentagem encontrados eram classificados por escore, sendo que 0
escore 1 representa 0 a 25% de células marcadas; 2 representa 26% a 50%; 3
representa 51% a 75% e 0 escore 4 representa 76% a 100% de células marcadas
(tabela 01).
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Tabela 01: Escore adotado para avaliacdo quantitativa da imuno-histoquimica.

Escore Porcentagem de células imunomarcadas
1 0-25%
2 26% - 50%
3 51% - 75%
4 76% - 100%

As células foram contadas utilizando-se o software Image J.

4.5.3.2 Analise Semi-quantitativa de Patched (imunomarcacao de estratos)

Para a obtencdo da porcentagem de marcacdo de camadas em cada caso,
registrou-se a imunomarcacdo quando esta estava presente na camada basal,
camada intermediaria (espinhosa mais granulosa) e camada superficial e obteve-se
0 somatoério do nimero de campos que apresentavam imunomarcacdo na camada
basal, intermediaria e superficial e dividiu-se esta soma pelo nimero de campos
analisados e obteve-se a razdo para campo. Multiplicando-se este valor por 100,
obteve-se a porcentagem de marcacdo nas camadas basal, intermediaria e
superficial (Ficha de coleta no APENDICE E). Estes dados também foram
classificados por escore obtido em cada camada (basal, intermediaria e superficial),
sendo que o escore 1 representa 0 a 25% de camadas marcadas; 2 representa 26%
a 50%; 3 representa 51% a 75% e o0 escore 4 representa 76% a 100% de camadas

marcadas (tabela 02).

Tabela 02: Escore adotado para avaliagcdo semi-quantitativa da imuno-histoquimica.

Escore Porcentagem de camadas imunomarcadas
1 0 - 25%
2 26% - 50%
3 51% - 75%
4 76% - 100%
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4.5.3.3 Analise Qualitativa de Patched (imunomarcacao celular)

Para a avaliacdo qualitativa de Patched considerando-se a unidade celular,
registrou-se a imunomarcacdo quando esta estava presente na membrana

plasmatica, citoplasma ou nucleo (Ficha de coleta no APENDICE F).

4.5.4 Anélise Estatistica

As informacdes provenientes da analise de laminas coradas com HE, Alcian
Blue e submetidas a técnica imuno-histoquimica, juntamente com os dados
clinicopatologicos, passaram por analise estatistica, com o objetivo de relacionar o
padrdo de marcacdo de patched nos tumores com as caracteristicas destas lesées,

especialmente dados relativos ao grau de agressividade e recorréncia dos tumores.

Para relacionar a maior expressao da proteina Patched (representada pelo
escore 4) com a localizac&o das lesfes (sindromicas, nédo-sindromicas e das lesdes

em geral), utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para relacionar a presenca de fatores preditivos (figuras mitéticas,
brotamento, microcisto e ilhas epiteliais) (que estao relacionados a agressividade e
recidiva da lesdo) com a expressdo aumentada da proteina Patched, utilizou-se o
teste Exato de Fisher. Para verificar se estes fatores sdo mais frequentes em
tumores sindrdmicos ou nao-sindromicos, obteve-se as frequéncias absolutas e as
porcentagens da presenca destes fatores preditivos. No intuito de verificar as

diferencas entre as proporcées, se requereu ao teste Z para as duas proporgoes.

b

Quanto a quantificacdo de mastdcitos, para verificar se houve diferenca
significativa entre as médias obtidas nos dois grupos (sindrémico e n&o-sindrémico),

foi requerido o teste t de Student para amostras independentes.

Para avaliar se na analise de estratos houve diferenca significativa entre os
valores encontrados de escore 4 nas camadas basal, intermediaria e superficial de
lesBes sindrébmicas e ndo-sindrédmicas e para verificar em qual camada a proteina
Patched € mais intensa (basal, intermediaria e superficial) nos tumores em geral, se

requereu ao teste Z.
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O nivel de significancia assumido foi o de 5% (p<0,05) e intervalo de confianca

de 95%. O programa utilizado nas andlises foi o IBM SPSS Statistics version 21.



56

5 Resultados
5.1 Dados Gerais dos Pacientes

Da selecdo dos casos de pacientes diagnosticados com KCOT durante o
periodo de marco de 2004 a dezembro de 2012 no SAP (Servico de Anatomia

Patologica) da UFES, foi encontrado um total de 19 pacientes e 28 tumores.

A faixa etéria encontrada variou de 14 a 78 anos. A média de idade foi de 28,5
anos. Houve uma distribuicdo equivalente de pacientes na 32, 42 e 52 décadas de vida,

nas quais se concentrou a maior parte dos pacientes (63,16%) (Figura 06).

Quanto ao género, ndo houve diferenca relevante na distribuicdo de pacientes,
sendo que 52,63% dos pacientes (N=10) sdo do sexo feminino e 47,37% (N=9) séo

do sexo masculino (Figura 06).

Quanto a etnia, a maioria dos pacientes é constituida por brancos (57,90%),
sendo a minoria composta por negros (10,52%). Pacientes pardos e casos nao-

informados compdem os 31,58% restantes (Figura 06).

Dos 19 pacientes, 89,47% (N=17) s&o nao-sindromicos e 10,52% (N=2)
apresentam a sindrome NBCSS (Figura 06).
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Figura 06: Dados gerais dos pacientes portadores de KCOT avaliados. A: Idade (distribuida
entre as décadas de vida). B: Género. C: Etnia. D: Presenga ou auséncia da NBCCS.
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5.2 Dados Clinicopatoldgicos

Quanto as informacdes pertinentes as lesdes, foi encontrado um total de 28
tumores, sendo 67,86% (19 KCOTs) nao-sindrébmicos e 32,14% (9 KCOTS)

sindrdmicos (Figura 07).

Quanto a localizagdo das lesdes; 71,43 % (20 KCOTSs) estdo localizadas na
mandibula: 75% nao-sindrébmicas (N=15) e 25% sindrédmicas (N=5) e 28,57% (8
KCOTSs) estéo localizadas na maxila: 50% né&o-sindrémicas (N=4) e 50% sindrémicas
(N=4) (Figura Q7).

Quanto a distribuicao das les6es na maxila, entre os tumores nao-sindrémicos,
100% (N=4) encontram-se na regido anterior, sendo que 50% deles encontram-se
restritos a regido anterior (N=2). Nos casos restantes, a lesdo se estende a outras
regides. Entre os tumores sindrémicos, 75% (N=3) encontram-se na regido de molares
(Figura 07).

Quanto a distribuicdo das lesdes na mandibula, entre os tumores nao-
sindrédmicos, 66,66% (N=10) encontram-se na regido de corpo, sendo que 53,33%
(N=8) encontram-se apenas na regido de corpo. O restante das lesdes encontra-se
distribuido entre regido mentoniana (20%), associacdo de corpo e ramo (13,33%) e
casos nao informados (13,33).

Entre as lesdes sindrédmicas, 80% (N=4) dos tumores encontram-se na regiao
de corpo, sendo que em 60% (N=3) dos casos a lesdo se estende a outras regides
(corpo e ramo, mento e corpo). Os casos ndo informados compdem 20% (N=1) (Figura
07).

N&o foi encontrada nenhuma recidiva dos casos analisados no periodo em

guestao.
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Figura 07: Dados clinicopatolégicos avaliados. A: Tipo de tumor (sindrémico ou ndo-sindrémico). B:
Localizacdo dos tumores nas arcadas. C: Distribuicdo dos tumores na maxila. D: Distribuicdo dos
tumores na mandibula.
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Os dados referentes as caracteristicas histopatologicas encontram-se distribuidos

na tabela 03. Estas caracteristicas foram encontradas em maior porcentagem nos

tumores sindrémicos, principalmente os fatores preditivos, como figuras mitéticas

(presente em 100% dos casos), microcistos (em 33,33% dos casos), brotamento (em

77,77% dos casos) e ilhas de epitélio odontogénico (presente em 77,77% dos casos)

(ilustracao na figura 08). Nos tumores nao-sindrémicos, a porcentagem encontrada foi

de 89,47%, 10,52%, 47,36% e 36, 84%, respectivamente.

Tabela 03: Caracteristicas histopatolégicas avaliadas nas les6es de KCOT.

Caracteristicas Histopatoldgicas

Presenca de camada basal de células cubdides ou
colunares bem definida, frequentemente em palicada;

Presenca de nucleos das células basais intensamente
basofilicos, orientados no sentido contrario ao da
membrana basal;

Epitélio escamoso estratificado paraqueratinizado
regular sem cristas epiteliais;

Epitélio com 5-8 camadas de espessura;

Presenca de epitélio estratificado paraqueratinizado,
com uma superficie frequentemente ondulada;
camadas

Presenca de mitdticas nas

suprabasais;

figuras
Presenca de microcistos (cistos satélites ou cistos-
filha);

Presenca de brotamento de proliferacao do epitélio;

Presenca de ilhas de epitélio odontogénico (em fileiras
ou pequenos grumos, sem formar microcistos);

Parede fibrosa fina;
Presenca de infiltrado inflamatorio;

Perda das caracteristicas celulares e arquiteturais na
presenca de infiltrado inflamatdrio;

Separacao da juncao epitélio-conjuntivo.

Lesbes
Nao-Sindrémicas
(N=19)
84,21% (N=16)

52,63% (N=10)

52,63% (N=10)

94,73% (N=18)

73,68% (N=14)

89,47% (N=17)

10,526% (N=2)

47,368% (N=9)

36,84% (N=7)

94,736% (N=18)
68,421% (N=13)

47,368% (N=9)

89,473% (N=17)

Lesdes
Sindrémicas
(N=9)
100% (N=9)

100% (N=9)

88,88% (N=8)

88,88% (N=8)

77,77% (N=7)

100% (N=9)

33,33% (N=3)

77,77% (N=7)

77,77% (N=7)

100% (N=9)
88,88% (N=8)

77,77% (N=7)

77,77% (N=7)

Total de lesdes
(N=28)

89,285% (N=25)

67,857% (N=19)

64,285% (N=18)

92,8557% (N=26)

75% (N=21)

92,857% (N=26)

17,857% (N=5)

57,1428% (N=16)

50% (N=14)

96,428% (N=27)
75% (N=21)

57,1428% (N=16)

85,714% (N=24)
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Figura 08: Caracteristicas histopatolégicas do KCOT avaliadas. Camada de células basais
colunares ou cubdides com nucleos em paligada, orientados no sentido contrario ao da membrana
basal (seta); epitélio estratificado paraqueratinizado, com superficie corrugada; auséncia de cristas
epiteliais (A). Parede fibrosa fina e separacao da juncédo epitélio-conjuntivo (B). Atividade mitética
nas camadas suprabasais (C). Presenca de cisto-filha e ilha de epitélio odontogénico (seta) (D).
Presenca de infiltrado inflamat6rio com perda das caracteristicas histoldgicas tipicas do KCOT (E).
Cisto-filha e presenca de brotamento a partir do epitélio (seta) (F). Coloracdo de Hematoxilina &
Eosina. Barra de escala: 20 um.
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A andlise das porcentagens encontradas para estes fatores apresentou
diferencas significativas entre a variante sindrémica e ndo-sindromica, indicando que

estas caracteristicas foram mais frequentes no tipo sindrémico (tabela 04).

Tabela 04: Comparacdao entre os valores encontrados para fatores preditivos em KCOTs
sindréomicos e n&o-sindromicos.

Fatores Preditivos Sindrgrgiccz-cl)-: (n=9) sindﬁggircsogg(lg-:w) Valor p*
Figuras Mitoticas 100% (n=9) 89,47% (n=17) 0.003
Microcistos 33,33% (n=3) 10,52% (n=2) < 0.001
Brotamento 77,77% (n=7) 47,36% (n=9) < 0.001
llhas epiteliais 77,77% (n=7) 36, 84% (n=7) <0.001

* Teste Z para duas proporcoes.

5.4 Distribuicdo dos Mastécitos nos KCOTs

Ao observarmos as lesfes coradas por Alcian Blue foi possivel identificar os
mastoécitos através do microscopio de luz como células globosas, com citoplasma
repleto de grénulos de secregcao bastante evidentes, corados de azul (Figura 09).
Estas células foram localizadas nos KCOTs proximas ao epitélio (ou mesmo
intraepiteliais), no tecido conjuntivo e ao redor de vasos sanguineos. Pode-se
observar também alguns mastocitos em degranulacéo, liberando seu contetdo

intracelular.

A média de mastdcitos por campo analisado, encontrada para tumores nao-
sindrémicos foi de 2,09. Para tumores sindromicos, este valor foi de 1,48 (grafico 01).

N&o houve diferenca significativa entre estes dois valores encontrados (tabela 05).



Figura 09: Distribuic&o dos mastocitos nos KCOTs. Mastécito localizado na regido intraepitelial
(A). Mastdcito isolado na lamina propria (B). Mastdcitos ao redor de vasos sangliineos (C e D).
Mastdcitos localizados no tecido conjuntivo (E). Mastocitos em degranulagéo, liberando seu
conteudo citoplasmatico (F). Coloragéo com Alcian Blue. Barra de escala=20 pm.
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Grafico 01: Média de Mastocitos por campo analisado nas lesées de KCOT sindrdmicas e nédo

sindrémicas.

Tabela 05: Comparacao da diferenca entre a quantidade média de mastécitos

entre os KCOTs sindromicos e nao sindrémicos.

Média Desvio padréo
KCOTs Sindrémicos 1.48 0.38
KCOTs Nao-Sindrémicos 2.09 0.94

Valor p
0.070
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5.5 Analise Quantitativa de Patched

Para andlise da imunoexpressao de Patched foram analisados 27 casos, sendo
18 ndo-sindrémicos e 9 sindrémicos. Um caso foi excluido devido a auséncia de

material para analise.

Foi obtida a porcentagem de células marcadas em cada caso e os dados foram

agrupados por escore (tabela 06).

A maior parte dos tumores, tanto sindrébmico como nao-sindrémico apresentou
escore 4 de marcacao (77,77% dos casos, nos 2 tipos de lesédo) (Figura 10). Nenhuma

lesdo apresentou escore 2 (tabela 07).

5.6 Anélise Semi-quantitativa de Patched (imunomarcacéo de estratos)

Foi obtida a porcentagem de marcagcdo nas camadas basal, intermediaria e
superficial de cada tumor e os dados também foram agrupados por escore (tabela 08).
Em um mesmo caso era possivel verificar a imunomarcacdo em mais de um estrato
(Figura 11).

Nos tumores ndo-sindrémicos, o valor de escore 4 predominou nas camadas
basal e intermediaria (72,225% e 77,77% dos casos, respectivamente) sendo que na
camada superficial o valor encontrado para o escore 4 foi equivalente ao do escore 1
(38,88% dos casos) (tabela 09).

Nos tumores sindrémicos, o valor de escore 4 também predominou nas
camadas basal e intermediaria (66,66% e 88,88% dos casos, respectivamente) sendo
gue na camada superficial o valor encontrado para o escore 4 foi equivalente ao do
escore 1 (44,44% dos casos) (tabela 09).



Tabela 06: Porcentagem de células marcadas por anticorpo para PTCH em cada KCOT.

Porcentagem de

N° do Paciente N° da Lesao Células Marcadas Escore
Paciente 1 Lesdo 1 61,847% 3
Paciente 2 Leséao 2 99,51% 4
Paciente 3 Lesao 3 96,028% 4
Paciente 4 Lesdo 4 95,966% 4

(Sindrémico) Lesdo 5 95,240% 4
Lesdo 6 91,205% 4

Lesao 7 80,487% 4

Paciente 5 Leséao 8 98,791% 4

Paciente 6 Lesdo 9 81,786% 4

Paciente 7 Lesao 10 93,23% 4

Paciente 8 Lesdo 11 95,03% 4

Lesao 12 94,24% 4

Paciente 9 Lesao 13 78,135% 4

Paciente 10 Lesao 14 76,819% 4
Lesao 15 80,522% 4

Paciente 11 Lesao 16 86,315% 4
Paciente 12 Lesao 17 92,288% 4
(Sindrémico) Lesédo 18 79,748% 4
Lesao 19 60,99% 3

Lesao 20 5,16% 1

Lesao 21 90,414% 4

Paciente 13 Lesao 22 95,89% 4
Paciente 14 Lesao 23 97,046% 4
Paciente 15 Lesao 24 89,331% 4
Paciente 16 Lesao 25 1,9553% 1
Paciente 17 Lesao 26 13,401% 1
Paciente 18 Lesao 27 54,41% 3
Paciente 19 Leséo 28 Sem material para -

anélise




Figura 10: llustracéo do padrdo de imunomarcacgao de Patched com atribuicéo de scores.
A e B: Escore 1. C e D: Escore 3. E e F: Escore 4. A, C e E representam imagens de KCOT
nao-sindrdmicos; B, D e F séo imagens representativas de KCOT sindrémicos. Contraste com
Hematoxilina de Mayer. Barra de escala: 20 pum.
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Tabela 07: Agrupamento das lesdes analisadas quantitativamente de acordo com o escore
estabelecido.

Porcentagem de casos para cada escore

LesOes Escore 4 - 77,77% (N=14)
N&o-Sindrémicas Escore 3-11,11% (N=2)
(N=18) Escore 2 - 0% (N=0)

Escore 1 -11,11% (N=2)

LesBes Sindréomicas Escore 4 - 77,77% (N=7)
(N=9) Escore 3-11,11% (N=1)

Escore 2 - 0% (N=0)
Escore 1 -11,11% (N=1)

Nesta analise dos estratos, as porcentagens de escore 4 encontradas nas
camadas basal, intermediéaria e superficial de tumores sindrémicos e ndo-sindrémicos
nao apresentaram diferencas significativas entre estes dois grupos (ou seja, néao
houve diferenga entre o valor de imunomarcagao de Patched encontrado na camada
basal da leséo sindrdmica e na camada basal da lesdo nao-sindrémica, o que ocorreu

também com as camadas intermediaria e superficial) (tabela 10).
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Tabela 08: Porcentagem de estratos marcados por anticorpo para PTCH em cada KCOT.

N° do N° da Porcentagem Escore Porcentagem de Escore Porcentagem Escore
Paciente Lesao de Marcacéo Marcacéo de Marcacao
B | S
Camada Camada Camada
Basal (B) Intermediaria (1) Superficial (S)
Paciente 1 Lesao 1 30,769% 2 92,307% 4 38,461% 2
Paciente 2 Leséo 2 100% 4 100% 4 100% 4
Paciente 3 Lesao 3 91,66% 4 100% 4 100% 4
Leséo 4 100% 4 100% 4 88,88% 4
Paciente 4 Lesao 5 100% 4 97,5% 4 77,5% 4
(Sindrémico) Leséo 6 100% 4 100% 4 50% 2
Lesdo 7 90% 4 90% 4 20% 1
Paciente 5 Lesdo 8 100% 4 100% 4 100% 4
Paciente 6 Leséo 9 95% 4 100% 4 5% 1
Paciente 7 Leséo 10 100% 4 100% 4 0% 1
Paciente 8 Leséo 11 100% 4 100% 4 22,22% 1
Lesdo 12 92,857% 4 92,857% 4 57,14% 3
Paciente 9 Lesdao 13 88,88% 4 100% 4 88,88% 4
Paciente 10 Leséo 14 66,66% 3 66,66% 3 83,333% 4
Leséo 15 95% 4 95% 4 2% 1
Paciente 11 Leséo 16 82,352% 4 94,1176% 4 35,294% 2
Leséo 17 100% 4 100% 4 0% 1
Paciente 12 Leséo 18 73,684% 3 100% 4 100% 4
(Sindrébmico) Leséo 19 33,33% 2 100% 4 0% 1
Leséo 20 0% 1 17,647% 1 17,647% 1
Lesao 21 100% 4 94,44% 4 88,885% 4
Paciente 13 Les&o 22 100% 4 100% 4 66,66% 3
Paciente 14 Leséo 23 100% 4 100% 4 100% 4
Paciente 15 Leséo 24 86,665% 4 93,33% 4 93,33% 4
Paciente 16 Leséo 25 0% 1 0% 1 0% 1
Paciente 17 Leséo 26 42,105% 2 0% 1 0% 1
Paciente 18 Leséo 27 60% 3 60% 3 0% 1

Paciente 19 Lesdo 28 Sem material
para andlise




Figura 11: Imunorreatividade de Patched nas camadas epiteliais. Na camada basal (A e
B); na camada intermédia (C e D); na camada superficial (E e F). KCOT Nao-sindrémico (A,
B, C e E); KCOT Sindrémico (D e F). Imunomarcacdo em mais de um extrato (basal e
intermediario) (A). Barra de escala=20 um.
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Tabela 09: Agrupamento das lesdes analisadas semi-quantitativamente de acordo com o escore

estabelecido.

Camada Basal

Lesbes Escore 4 - 72,22% (N=13)
N&o- Escore 3-11,11% (N=2)
Escore 2 - 11,11% (N=2)

Escore 1 - 5,55% (N=1)

Sindrémicas
(N=18)
Lesbes Escore 4 - 66,66% (N=6)

Escore 3-11,11% (N=1)

Escore 2 - 11,11% (N=1)

Escore 1-11,11% (N=1)

Sindrémicas
(N=9)

Camada Intermediaria

Escore 4 - 77,77% (N=14)

Escore 3-11,11% (N=2)
Escore 2 - 0% (N=0)
Escore 1 - 11,11% (N=2)

Escore 4 - 88,88% (N=8)
Escore 3 - 0% (N=0)
Escore 2 - 0% (N=0)
Escore 1 - 11,11% (N=1)

Camada Superficial

Escore 4 - 38,88% (N=7)
Escore 3-11,11% (N=2)
Escore 2 - 11,11% (N=2)
Escore 1 - 38,88% (N=7)

Escore 4 - 44,44% (N=4)
Escore 3 - 0% (N=0)

Escore 2 - 11,11% (N=1)
Escore 1 - 44,44% (N=4)

Tabela 10: Comparacéo entre os escores 4 de PTCH encontrados nos estratos do grupo

sindrémico e ndo-sindrémico.

Tipo de Leséo

KCOTs Sindrémicos

KCOTs Nao-sindrémicos

KCOTs Sindrémicos

KCOTs Nao-sindrémicos

KCOTs Sindrémicos

KCOTs Nao-sindrémicos

Estratos
Basal
6 (66.7)
13 (72.2)

Intermediario
8 (88.9)

14 (77.8)

Superficial
4 (44.4)

7 (38.9)

Valor p

0.766

0.484

0.782

* Teste Z para duas proporc¢des.
Nota: Entre parénteses as porcentagens.
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Ao analisarmos em qual camada a expresséo de Patched foi mais intensa nos
tumores da amostra, constatamos que o0 estrato superficial obteve menor
porcentagem de escore 4 em comparacao ao basal (p = 0.028) e ao intermediario (p
= 0.002). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as porcentagens de
marcacgao encontradas para o estrato basal e o intermediario dos tumores (tabelas 11
e 12).

Tabela 11: Agrupamento das lesdes analisadas semi-quantitativamente de acordo com o escore
estabelecido.

Camada Basal Camada Intermediéria Camada Superficial
LesOes Escore 4 - 70,37% (N=19) Escore 4 - 81,48% (N=22) Escore 4 - 40,74% (N=11)
(Total) Escore 3 -11,11% (N=3) Escore 3 - 7,41% (N=2) Escore 3 - 7,41% (N=2)
(N=27) Escore 2 - 11,11% (N=3) Escore 2 - 0% (N=0) Escore 2 - 11,11% (N=3)
Escore 1 - 7,41% (N=2) Escore 1-11,11% (N=3) Escore 1 - 40,74% (N=11)

Tabela 12: Comparacao entre os escores 4 para PTCH e os estratos dos KCOTSs.

Geral Valor p*
Basal Intermediaria
19 (70.4) 22 (81.5) 0.340
Basal Superficial
19 (70.4) 11 (40.7) 0.028
Intermediaria Superficial
22 (81.5) 11 (40.7) 0.002

* Teste Z para duas proporc¢oes.
Nota: Entre parénteses as porcentagens.

Além da marcacdo em estratos, a expressao de Patched nos KCOTs também
pode ser observada em brotamento, ilhas de epitélio odontogénico e cistos-filha
(Figura 12).
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Figura 12: Imunoexpresséo de Patched: Em brotamento (setas) (A), em ilhas de epitélio odontogénico (B)
e em cistos-filha (C e D). Barra de escala=20 pum.
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5.7 Andlise Qualitativa de Patched (imunomarcagéao celular)

Ao analisarmos a expressado da proteina Patched no compartimento celular,
embora esta proteina seja transmembrana, néo foi encontrada marcacdo membranar
ou nuclear. A imunomarcacdo de Patched foi observada apenas no citoplasma da

célula (Figura 13).

5.8 Andlise Estatistica

Ao analisarmos em qual regido houve maior expressao de Patched, constatou-
se gue o escore 4 (que representa o valor maximo atribuido a imunomarcacéao desta
proteina) foi o mais frequente, tanto na maxila quanto na mandibula e ndo se
sobressaiu em nenhuma destas regides, tanto no grupo de lesbes sindromicas como

nao-sindrémicas (tabela 13).

Tabela 13: Comparacao entre as regides da lesdo e o0 escore para Patched pelo teste de
Mann-Whitney.

Escore para Patched (PTCH)
1 3 4 Valor p

N % N % N %
Mandibula 1 20.0 0 0.0 4 80.0
KCOTs Sindrémicos 0.999
Maxila 0 0.0 1 25.0 3 75.0
Mandibula 1 7.1 2 14.3 11 78.6
KCOTs Nao-sindrémicos 0.762
Maxila 1 25.0 0 0.0 3 75.0
Mandibula 2 10.5 2 10.5 15 78.9
KCOTs 0.927
Maxila 1 12.5 1 12.5 6 75.0

Em relacé&o aos fatores preditivos (figuras mitéticas, brotamento, microcisto e
ilhas epiteliais), ao analisarmos se a expressdo aumentada de PTCH (escore 4) esta
relacionada a presenca destas caracteristicas, constatou-se que ndo houve relacéo
entre a forte imunomarcacéo desta proteina com a presenca destes fatores (tabela
14).
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Figura 13: Imunorreatividade de Patched no compartimento celular. Apenas marcagdo
citoplasmatica foi observada (A, B, C e D). Barra de escala=20 pm.



Tabela 14: Comparacao entre os fatores preditivos e o escore para PTCH.

Escore PTCH

Valor p*
. Diferentede 4 Igual a4 P
Fatores Preditivos

Sim 6 (23.1) 20 (76.9)

Presenca de Figuras MitGticas 0.999
N&o 0 (0.0) 1 (100.0)
Sim 2 (40.0) 3 (60.0)

Presenca de Microcistos 0.303
N&o 4 (18.2) 18 (81.8)
Sim 3(20.0) 12 (80.0)

Presenca de Brotamento 0.999
N&o 3(25.0) 9 (75.0)
Sim 1(6.7) 14 (93.3)

Presenca de llhas epiteliais 0.060
N&o 5(41.7) 7 (58.3)

* Teste Exato de Fisher.
Nota: Entre parénteses as porcentagens.
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6 Discussao

O Tumor Odontogénico Ceratocistico (KCOT) é um dos mais
prevalentes tumores odontogénicos (GOMES, DINIZ & GOMEZ; 2009). Seu
comportamento agressivo e a alta taxa de recorréncia refletem seu potencial
neoplasico. Mdltiplos KCOTs sdo uma das caracteristicas da sindrome do
Carcinoma Nevoide Basocelular (NBCCS) (PHILIPSEN, 2005).

Ao analisarmos os dados epidemioldgicos, verificamos que 0s pacientes
desta pesquisa foram distribuidos em sua maioria entre a 32, 42 e 52 décadas
de vida. A literatura mostra que o pico de idade ocorre entre a 22 e a 32 década
de vida (GROSSMANN et al, 2007; GONZALEZ- ALVA et al, 2008), porém,
outros trabalhos também encontraram resultados diferentes, com pico entre a
22 e 43 décadas (LEITE, MEIRELLES JR & JANINI, 2011;
CHIRAPATHOMSAKUL, SASTRAVAHA & JANSISYANONT, 2006).
Acreditamos que estes valores tém relacdo com a época em que € feito o
diagnéstico, que pode ser tardia, uma vez que este tumor € assintomatico.

Além disso, nossa amostra teve um numero de pacientes limitado (N=19).

Quanto a distribuicao por género, houve ligeiro predominio de individuos
do sexo feminino, embora a literatura relate predominio do género oposto
(YAGYUU et al, 2008; LEITE, MEIRELLES JR & JANINI, 2011; BOFFANO et
al, 2010). No entanto, ha estudos que encontraram o0 mesmo resultado que o
nosso (MISAKI et al, 2004; CHIRAPATHOMSAKUL, SASTRAVAHA &
JANSISYANONT; 2006). A maior parte de nossa amostra foi composta de

pacientes brancos e ndo-sindrémicos.

Em nosso estudo, a maioria dos KCOTs esté localizada na mandibula,
corroborando com outros trabalhos encontrados na literatura (YAGYUU et al,
2008; KADLUB et al, 2013; BOFFANO et al, 2010; ZHAO et al, 2012; LEITE,
MEIRELLES JR & JANINI, 2011; MISAKI et al, 2004). Quanto aos tumores nao
sindrémicos, houve predilecdo pela regido anterior na maxila. Outros relatos
indicam que estes tumores podem ocorrer em qualquer area dos maxilares,
incluindo a linha média na maxila, na regido previamente designada “area
globulomaxilar” (BRANNON, 1976; FORSSELL, 1980). Entre os tumores

sindrdmicos, a regido de molares foi preferencialmente acometida na maxila. Ja
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na mandibula, a maior parte das lesbes (ambos os tipos) esta localizada na
regido de corpo, podendo se estender a outras regides, o0 que é esperado, uma
vez que o KCOT cresce através da medula 0ssea, se estendendo da regido
anterior a posterior na mandibula, permitindo que ele alcance grandes
dimensdes sem expansdo 6ssea significativa. Leite, Meirelles Jr e Janini
encontraram que a area mais comum foi corpo e/ou ramo da mandibula
(LEITE, MEIRELLES JR & JANINI, 2011). Boffano et al verificaram que a
regido de ramo e angulo mandibular foram os sitios mais freqientemente
envolvidos (BOFFANO et al, 2010).

Em relacdo as caracteristicas histopatologicas, algumas delas estiveram
presentes principalmente em tumores sindrémicos, como figuras mitGticas,
microcistos, brotamento e ilhas de epitélio odontogénico, o que esta de acordo
com dados da literatura, que demonstram que o KCOT, quando associado a
NBCCS, mostra um numero maior de ninhos satélite, areas solidas de
proliferacdo epitelial e restos epiteliais odontogénicos dentro da cépsula fibrosa
do que é frequentemente encontrado no tipo ndo-sindrémico. Esta observacéo
pode ter uma relacdo com a maior taxa de recorréncia descrita no tipo
sindrébmico (MELO et al, 2004; MARX, 2003).

Misaki et al constataram a presenca destas caracteristicas (exceto
presenca de figuras mitéticas) em lesdes de pacientes sindrémicos, porém em
porcentagens menores (MISAKI et al, 2004). No trabalho de Leite, Meirelles Jr
e Janini, ilhas e/ou corddes de epitélio odontogénico e cistos-filha estiveram em
maior porcentagem ao compararmos cOm nosSS0S casos nao-sindromicos
(LEITE, MEIRELLES JR & JANINI, 2011).

Yagyuu et al, em sua amostra de pacientes nao-sindrémicos verificaram
que 13,33% apresentaram ilhas epiteliais e/ou cistos-filha. Este numero foi
inferior ao que nds encontramos para ilhas epiteliais (YAGYUU et al, 2008).
Kadlub et al ao analisarem KCOTs sindrémicos e ndo-sindrdmicos verificaram
que brotamento e ilhas epiteliais foram encontrados em todos 0s casos
sindromicos. Cistos-filha estiveram presentes em 80% dos casos. Em KCOTs
nao-sindrémicos, brotamento esteve presente em 20% dos casos e cistos-filha
nao foram encontrados (KADLUB et al, 2013).
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Embora a porcentagem numérica das caracteristicas analisadas possa
variar de um estudo para o outro, pudemos constatar que nossos resultados
corroboraram com outros trabalhos acerca da variante sindromica. Em nosso
estudo, ndo houve relacdo entre a expressdao aumentada de Patched com a
presenca de fatores preditivos, o que acreditamos ser devido a forte expressao
desta proteina na maior parte dos tumores da amostra, independente da
presenca destes fatores.

Quanto a recidiva, esta ndo foi encontrada em nenhum dos tumores
analisados, apesar dos valores encontrados nos achados histopatolégicos.
Acreditamos que isto se deva ao sucesso na realizacdo da técnica cirargica,
que preconiza a remocado cuidadosa do tumor, que tem como caracteristica
uma cépsula fridvel. Uma remocédo incompleta da leséo pode contribuir para a
sua recorréncia. Além disso, a literatura recomenda alguns anos de
acompanhamento (follow up) destes pacientes apds a remoc¢édo do tumor, uma
vez que a recidiva pode nao ocorrer imediatamente. Em nosso estudo, os
pacientes com KCOTs diagnosticados em um periodo mais recente (de 2008 a

2012) ainda necessitam de acompanhamento.

No gue tange ao desenvolvimento e progressdo do tumor, os mastocitos
parecem desempenhar papel importante nesses processos. O seu
recrutamento precoce no microambiente tumoral e funcdes multifatoriais que
eles sdo capazes de executar justificam o crescente interesse que estas
células foram atraindo neste campo da pesquisa (RIBATTI & CRIVELLATO,
2012).

Em nossa analise da quantidade de mastécitos presentes em lesdes
sindrdbmicas e nao-sindromicas, verificou-se que ndo houve diferenca
significativa no valor encontrado entre estas duas variantes, resultado diferente
do que foi encontrado no estudo de Pereira et al, no qual os valores de
mastoécitos foram significativamente maiores em KCOTs sindromicos do que
em KCOTS né&o-sindrémicos. Além disso, KCOTs sindrdmicos mostraram uma
média maior de mastocitos quando comparados com 0s outros tumores da
amostra (PEREIRA et al, 2011).



80

Chatterjee et al analisaram mastdcitos em cisto dentigero, cisto radicular
e KCOT, os quais foram contados em 4 &reas: zona epitelial, zona sub-epitelial,
zona intermediaria e zona profunda. Os resultados, mostraram uma grande
concentracdo de mastécitos na zona subepitelial em todas as paredes das
lesBes. Esta concentracdo foi maior em KCOTs do que em cistos dentigeros e
radiculares (CHATTERJEE et al, 2008).

Em nosso estudo buscamos quantificar mastocitos e verificar a
distribuicdo destas células em KCOTs sindrémicos e nao sindrémicos. Porém,
ha poucos trabalhos na literatura que relacionam mastécitos com este tumor.
Em trabalhos com amostras de cisto periapical inflamatério e granuloma
periapical, constatou-se que o numero de mastocitos presente nos cistos foi
estatisticamente superior ao encontrado nos granulomas (FONSECA-SILVA et
al, 2012; DRAZIC, SOPTA & MINIC, 2010; RODINI, BATISTA & LARA, 2004).
A presenca de mastécitos em lesBes periapicais inflamatérias pode estar
relacionada com a progressdo da lesdo na vasodilatacdo, producdo de
proteoglicanos, resposta angiogénica, sintese de colageno, a regulacdo da
inflamacédo, reabsorcdo 6ssea e aumento do fluido cistico (LEDESMA-
MONTES et al, 2004, RODINI, BATISTA & LARA, 2004).

Ha diversas pesquisas que mostram a relacdo entre mastocitos e
neoplasias, ou mesmo lesBes cancerizaveis. Estas células foram analisados
em carcinoma oral de células escamosas, leucoplasia sem displasia e
leucoplasia com displasia (displasia leve, moderada e grave). Mastdcitos foram
observados na lamina prépria povoando fortemente areas em torno das
margens do tumor, na periferia do tumor e na haste de lesdo quando esta
existiu. Aumento do numero de mastoécitos também foi encontrado em areas de
alta vascularizacdo ("hot spots"”). A densidade de mastdcitos foi contada em
todos os tecidos. Em tecidos orais normais a média foi de 1,32; em leucoplasia
sem displasia 4,55; em leucoplasias com displasia 7,11; e em carcinoma a
média foi de 9,33 (MICHAILIDOU, MARKOPOULOS & ANTONIADES, 2008).
Abundantes mastocitos estdo intimamente associados com 0S vasos
sanguineos ao redor de tumores solidos e muitas vezes se correlacionam com
o refor¢co da angiogénese tumoral e pobre prognostico (TAKANAMI, TAKEUCHI
& NARUKE, 2000). Deste modo, tem sido proposto que a inibicdo da funcéo
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desta célula pode ser uma modalidade terapéutica atraente no tratamento de
tumores sélidos (MALTBY, KHAZAIE & MCNAGNY, 2009).

Em nosso estudo, esperdvamos encontrar um numero maior de
mastocitos nos tumores sindrémicos, uma vez que estes apresentam fendtipo
mais agressivo, como maior taxa de recorréncia. Nossos resultados sugerem
que estas células, que estdo envolvidas na angiogénese de tumores, devem
estar relacionadas as préprias caracteristicas neoplasicas do KCOT (presente
em ambas as variantes, isolada e sindrémica) como tendéncia a destruicédo
local e carater infiltrativo. Além disso, o pequeno numero de pacientes
sindrdmicos da amostra, bem como de tumores relacionados a sindrome foi

uma limitacao deste estudo.

A via de sinalizacdo Hedgehog e mutacbes em PTCH sédo bem
compreendidas e explicam a patogénese de KCOTs. PTCH e SMO formam um
complexo receptor na membrana da célula, que tem um efeito supressor da
transducédo do sinal de crescimento (MADRAS & LAPOINTE, 2008). Shear em
seus estudos genéticos sobre KCOTs relatou uma associagao da “mutagédo no
gene PTCH” com ambos os tumores, sindrébmicos e nao-sindrémicos (SHEAR,
2002; BARRETO et al, 2000).

Em nossa andlise quantitativa da expressdo de patched, encontramos
gue a maioria dos tumores (sindrébmicos e ndo-sindrémicos) apresentou o
escore maximo de marcag¢do. Em um trabalho de Barreto et al, no qual foram
analisados KCOTs e outras les6es odontogénicas, a imunomarcacao revelou a
presenca desta proteina em todos os cistos e tumores (BARRETO et al, 2002).
No estudo de Zedan et al, composto de amostras de KCOTs sindrémicos e
ndo-sindrébmicos e cujo método de andlise foi intensidade de coloragcdo, os
resultados mostraram que o epitélio de ambas as variantes do KCOT foi
fortemente corado, sendo que a intensidade variou de moderadamente corado
para KCOTs néo-sindrémicos a moderadamente corado/fortemente corado
para KCOTs sindrémicos (ZEDAN et al, 2001). No estudo de Ohki et al foi
encontrado 100% de marcacgado fortemente positiva (mais do que 50% de
células epiteliais coradas) no epitélio de KCOTs sindromicos. Nos KCOTs néo-
sindrdmicos, este valor foi 88,89% (OHKI et al, 2004). Para Vered et al, 0
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padrao de expressdo de PTCH em KCOTs caracterizou-se por escores
elevados (mais que 50% de células positivas) e intermediarios (11-50% de
células positivas) (VERED et al, 2009). Misaki et al analisaram 5 lesbes
sindrdmicas e afirmaram que componentes epiteliais do KCOT mostraram forte
marcacdo para PTCH1 em 4 casos (MISAKI et al, 2004). Portanto, nossos
resultados encontram-se de acordo com os trabalhos da literatura semelhantes

ao nosso, no qual a proteina Patched encontra-se fortemente expressa.

Embora esperassemos encontrar uma expressao maior de Patched em
tumores sindrémicos, valores similares foram encontrados para as duas
variantes do tumor, o que talvez se deva ao fato destes dados serem avaliados
pelo sistema de escore (no qual as porcentagens sdo agrupadas em
determinada categoria, que abrange um valor minimo e maximo encontrado), o
que facilitou a analise destes dados. Além disso, este resultado nos remete as
proprias caracteristicas neoplasicas da lesdo, presente tanto em tumores
sindrébmicos como ndo-sindrébmicos. Porém, podemos sugerir que mutacdes
genéticas possam estar presentes neste primeiro tipo de tumor (néo-
sindrdmico), como relata a literatura (BARRETO et al, 2000; OHKI et al, 2004,
GU et al, 2006; SUN, LI & LI, 2008), bem como influenciar na expresséo de
Patched detectada pela técnica imuno-histoquimica (0 que em nosso estudo
proporcionou imunomarcacdo semelhante ao do KCOT presente na NBCCYS),
embora em estudos nos quais a imunomarcacao desta proteina foi analisada
simultaneamente com o0 seu estado mutacional, PTCH foi expressa
independentemente da presenca de mutacdes génicas (ZEDAN et al, 2001,
BARRETO et al, 2002).

Ao avaliarmos a expresséo de Patched nas camadas do epitélio tumoral,
também estabelecendo escores que variavam de 1 a 4, verificamos que houve
predominio do escore 4 apenas nas camadas basal e intermediaria dos
tumores nao-sindrémicos e sindrébmicos, o que talvez se deva ao fato da
camada superficial ndo ter participacdo ativa no que se refere a renovacgéo

celular.

Barreto et al encontraram marcacédo de PTCH nas células intermediarias

e superficiais do epitélio em todos KCOTs. Ja a expressdo na camada de
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células basais foi detectada apenas em dois KCOTs, o que difere do nosso
estudo, no qual a marcagcédo da camada basal foi mais expressiva (BARRETO
et al, 2002). Zedan et al mostraram que a marcacao foi mais intensa nas
camadas basais do epitélio em todos os KCOTs sindrdmicos, enquanto que no
epitélio de KCOTs nao-sindrébmicos apenas marcacdo suprabasal foi
observada. Estes autores acreditam que a marcacdo na camada basal na
variante sindrémica pode estar relacionada a maior capacidade de proliferacéo
destes tumores (ZEDAN et al, 2001). No trabalho de Ohki et al, PTCH foi
detectado no citoplasma de células basais a células superficiais dos KCOTs
(OHKI et al, 2004). Vered et al encontraram que os KCOTs sindrémicos
apresentaram escore alto na camada basal e intermediario nas outras
camadas. Ja os KCOTs ndo-sindromicos apresentaram escore intermediario
em todos os estratos (VERED et al, 2009). No estudo de Yagyuu et al, no qual
apenas KCOTs nao-sindromicos foram analisados, imunomarcacao positiva de
PTCH foi detectada na camada intermédia, mas raramente nas camadas
superficiais e basais (YAGYUU et al, 2008). Misaki et al analisaram lesdes
sinndrdbmicas e observaram imunoreatividade de anti-patchedl principalmente
na camada de células espinhosas, sendo que na camada de células basais a
imunomarcacao foi fraca (MISAKI et al, 2004). Dessa forma, pudemos
constatar (de acordo com outros trabalhos) que ndo ha um padrdo quanto a
imunoexpressao de patched nos estratos basal, intermediario e superficial de

tumores sindrémicos e nao-sindromicos.

Além disso, ndo foi surpreendente que a imunoexpressao de Patched
nos KCOTs também tenha sido observada em brotamento, ilhas de epitélio
odontogénico e cistos-filha, visto que estes elementos estdo relacionados a
atividade de proliferacéo do revestimento epitelial destes KCOTs, que por sua

vez, estao relacionados a agressividade e recorréncia do tumor.

Em relacdo a expressédo de Patched na unidade celular, foi encontrada
apenas marcacgao citoplasmatica, o que estad de acordo com outros trabalhos
analisados (BARRETO et al, 2002; ZEDAN et al, 2001; OHKI et al 2004,
YAGYUU et al, 2008). No trabalho de Misaki et al, a expressdo também foi
detectada na membrana plasmatica, 0 que segundo este autor foi consistente

com as caracteristicas da proteina PTCH como receptor molecular de
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superficie celular (MISAKI et al, 2004). E interessante notar que, apesar disso,
a maioria dos trabalhos pode demonstrar imunomarcacao de Patched apenas
no citoplasma. E possivel que os niveis de expressdo desta proteina na
superficie da membrana sejam baixos devido a inabilidade de detecta-la neste
local com a técnica utilizada. Os niveis citoplasmaticos, todavia, seriam mais
expressivos, visto que Patched € um gene alvo da ativagédo da via, levando a
expressdo dessa proteina a niveis detectaveis. Para constatagdo da marcacao
membranar, experimentos futuros poderiam ser sugeridos utilizando-se o
fracionamento celular, seguido de isolamento da membrana plasmatica através
de centrifugacdo. A imunodeteccdo de Patched nessas amostras isoladas
através de western-blot seria uma alternativa para a deteccdo da expressao

membranar.
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7 Conclusao

e A maioria dos tumores é proveniente de pacientes brancos, ndo sindrémicos

e foi localizada principalmente na mandibula;

e As caracteristicas histopatologicas do KCOT foram mais evidentes em
tumores sindrémicos, principalmente presenca de figuras mitoticas, cistos-
filha, brotamento e ilhas de epitélio odontogénico, o que serve como fator

preditor da agressividade desta variante;

¢ Nao houve diferenca significativa na quantidade de mastécitos presente em
em KCOTs isolados e associados a NBCCS, o que reflete a natureza

neoplasica de ambas as variantes deste tumor;

e A maioria dos KCOTs sindromicos e n&o sindrébmicos apresentou forte
imunomarcacdo de Patched. As camadas epiteliais basais e intermediarias
apresentaram maior marca¢do quando comparadas a camada superficial, o
que aponta o papel de patched na renovacdo celular que ocorre nestes

estratos;

e Na unidade -celular, apenas marcacdo citoplasmatica foi encontrada,

indicando que a expressao da proteina neste local estd acentuada;

o A forte expressédo epitelial de Patched em KCOTs sugere que esta proteina
parece ser importante para a patogénese destes tumores, principalmente

guando observada em regides de brotamento e cistos-filha.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CLINICA ODONTOLOGICA
MESTRADO PROFISSIONAL — ANA FLAVIA LAGASSA MILHOLLI

FICHA PARA COLETA DE DADOS DOS TUMORES ODONTOGENICOS CERATOCISTICOS
DO SERVICO DE PATOLOGIA DA UFES

As respostas 99 significam: “nao informado”

IDENTIFICACAO e DADOS DA PESQUISA

1-Nome do paciente:

2-Municipio: 3-UF:

4-N° do laudo: 5-Data de entrada:

6-Data de nascimento: _ / / 7- ldade a época do diagnostico:
||

8-Cor/raca: 1-Amarela  2-Branca 3-Indigena 9-Sexo: 1-Feminino  2-Masculino

4-Parda 5-Preta || ||

DADOS CLINICOPATOLOGICOS DA LESAO

10- N° de lesBes presentes: 1-1lesdo 2-2lesbes 3-3lesdes 4-4 lesbes |
5- 5 ou mais lesbes

11- Tipo de leséo: l-Isolada  2- Sindrébmica |

12- Localizagdo: 1-Maxila 2-Mandibula |

13- Regido da mandibula: 1-Mentoniana 2- Corpo  3- Angulo  4- Ramo |
ascendente 5-Mais de uma regido (Identificar):

14- Regido da maxila: 1- Regifo anterior  2-Pré-molares 3- Area de molares | |_|
4- Associacdo

15- Recidiva: 1- Sim 2- Ndo ||

Microscopia:




APENDICE B

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS
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21- Presenca de camada basal de células cubdides ou colunares bem definida,
frequentemente em palicada:
1- Sim  2- N&o

22- Presenca de nlcleos das células basais intensamente basofilicos, orientados
no sentido contrario ao da membrana basal:
1- Sim 2- Nao

23- Epitélio escamoso estratificado paraqueratinizado regular sem cristas
epiteliais:
1-Sim  2-Néo

24- Epitélio com 5-8 camadas de espessura:
1- Sim  2- Ndo

25- Presenca de epitélio estratificado paraqueratinizado, com uma superficie
frequentemente ondulada:
1- Sim  2- Néo

26- Presenca de figuras mitéticas nas camadas suprabasais:
1-Sim  2-Nao

27- Presenca de microcistos (cistos satélites ou cistos-filha):
1-Sim  2-Nao

28- Presenca de brotamento de proliferagdo do epitélio:
1- Sim  2- Néo

29- Presenca de ilhas de epitélio odontogénico (em fileiras ou pequenos grumos,
sem formar microcistos):
1-Sim  2-Nao

30- Parede fibrosa fina:
1- Sim 2- Nao

31- Presenca de infiltrado inflamatorio:
1- Sim  2- Ndo

32- Perda das caracteristicas celulares e arquiteturais na presenca de infiltrado
inflamatoério:
1-Sim  2-Nao

33- Separacédo da juncao epitélio-conjuntivo:
1-Sim  2-Nao




APENDICE C

Andélise Quantitativa- Mastocitos

N° da Lamina

N° do Campo

N° Total de Mastocitos
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N° Total de Campos Anal

isados: Somatério do n° total de Mastocitos:
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APENDICE D

Analise Quantitativa - Patched

N° da Lamina:

N° do Campo

N° Total de Células

N° de Células Marcadas
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N° Total de Campos Analisados:

Somatoério do N° Total de Células:

Somatoério do N° Total de Células Marcadas:

% de Células Marcadas:

Razéo para Campo:

Razéo para Campo:

Escore:
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APENDICE E

Analise Qualitativa- Patched

N° da Lamina;

N° do Campo

Camada Basal

Camada Intermediaria

Camada Superficial
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N° Total de Campos Analisados:

Somatério do N° de Campos:

Somatdério do N° de Campos:

Somatério do N° de Campos:

Razao para Campo:

Razdo para Campo:

Razao para Campo:

% de Campos Marcados:

% de Campos Marcados:

% de Campos Marcados:

Escore:

Escore:

Escore:
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APENDICE F

105

Andlise Qualitativa- Patched

N° da Lamina:

N° do Campo

Marcacdo Membranar Marcacado Citoplasmética

Marcacdo Nuclear
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N° Total de Campos Analisados:




