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Fontes A. Analise imunoistoquimica das proteinas maspin, p63 e bcl2 em tumor
odontogénico queratocistico, cisto dentigero e ameloblastoma [Dissertacdo de
Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2007.

RESUMO

Os cistos e tumores odontogénicos sempre tiveram grande importancia dentro da
Odontologia, seja pela grande prevaléncia clinica seja pelo grande acometimento do
individuo afetado pela lesdo. A nova classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude
trouxe a mudanca de categoria do queratocisto, que recebe agora a ndmina de tumor
odontogénico queratocistico, e que figura ndo mais na categoria de cisto odontogénico
de desenvolvimento, mas sim de tumor odontogénico. Certa precipitagdo nessa
mudanca levou alguns autores a sugerirem a necessidade de estudos que esclarecam
as caracteristicas clinicas e histopatologicas dessa lesdo para que se tenha uma
classificacdo realmente precisa. O grande paradigma dessa lesao é: a0 mesmo tempo
em que apresenta caracteristicas histologicas de um cisto, possui um comportamento
clinico agressivo mais comumente observado nos tumores. O que realmente difere esta
lesdo das outras lesbes que se inseriam N0 mesmo grupo € o padrdo de crescimento
diferenciado do tumor odontogénico queratocistico em relagdo as outras lesdes cisticas.
Sendo assim, poderia se suspeitar que essa lesdo possua um potencial proliferativo
maior do que as outras que anteriormente pertenciam ao mesmo grupo, denotando uma
regulacao diferenciada do mecanismo proliferacdo-apoptose. Este estudo teve como
objetivo comparar o tumor odontogénico queratocistico com uma lesdo cistica - o cisto
dentigero - e com uma lesédo tumoral - o ameloblastoma — por meio de marcadores

imunoistoquimicos para supressao tumoral e anti-apoptose. Os resultados demostraram



gue a maior diferenca entre essas lesdes esta principalmente na atividade apoptética, ja

gue somente o resultado de bcl2 foi estatisticamente significante entre essas lesdes.

Palavras-chave: Cisto; Tumor odontogénico; Supresséo de tumor; Apoptose



Fontes A. Maspin, p63 e bcl2 in odontogenic keratocyst tumor, dentigerous cyst and
ameloblastoma [Dissertagcdo de Mestrado]. Sdo Paulo: Faculdade de Odontologia da
USP; 2007.

ABSTRACT

Odontogenic cysts and tumors have always had a great importance in Dentistry, for its
high clinical prevail and for its noticeable invasive behavior. The new classification
released by WHO rearranged keratocyst, that is named now odontogenic keratocystic
tumor, classifying it no longer as a development cyst, but now as odontogenic tumor.
Certain haste in this change brought some authors to suggest the necessity of more
studies to clarify the feautures of such lesions to determine a more accurate
classification. The greatest paradigm of this lesion is that it shows cyst-like histological
characteristics and simultaneuosly it has an aggressive clinical behavior, which is more
commonly observed in tumors. The main difference between this lesion and the others
cystic lesions is the growth pattern, which suggests that the odontogenic keratocystic
tumor has higher proliferative potential than other cystic lesions. The aim of this
research was to compare odontogenic keratocystic tumor with a cystic lesion —
dentigerous cyst — and with a tumoral lesion — ameloblastoma — using tumor suppressor
and anti-apoptosis immunohistochemical expression. Results show that the more
important difference among the analysed lesions is apoptosis activity, since only bcl2

staining was significantly different among them.

Keywords: Cyst; Odontogenic tumor; Tumor suppressor; apoptosis
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) tem, entre outras fun¢des, o papel
de homogeneizar conceitos, parAmetros e protocolos no que se refere a procedimentos
e diagnosticos de doencas e enfermidades que acometem os seres humanos. Sendo
assim, torna-se uma fonte confiavel de dados para pesquisadores e para profissionais
da saude de todo o mundo.

Para que esses conceitos cheguem mais facilmente a todos os interessados,
a OMS promove a publicacdo de livros nos quais sdo encontradas todas as
informacdes relevantes, sendo uma das fungdes mais importantes dessas publicacdes
uniformizar as classificacdes das doencas.

No ano de 2005, houve mais um langamento desta colegdo — um volume
gue trata das neoplasias de cabeca e pescoco (BARNES et al.,, 2005). Uma das
novidades dessa publicacdo foi apresentar a nova classificagdo do queratocisto agora
na categoria dos tumores odontogénicos e ndo mais de cisto odontogénico de
desenvolvimento, recebendo a nova denominagcdo de tumor odontogénico
gueratocistico (TOQ).

Casos de mudancas de conceitos, que supostamente estavam consolidados,
podem gerar certa polémica. Neste caso, embora ainda nao discutida formalmente na
literatura, esta nova classificagdo tem sido alvo de debate em diversos congressos
nacionais e internacionais, apontando uma possivel precipitacdo na mudanca desta

classificacdo e sugerindo a necessidade de mais estudos para que haja uma
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reclassificacdo mais precisa e adequada. Esse tipo de discussdo também mostra a

grande quantidade de lacunas existentes no conhecimento sobre a biologia do TOQ.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A odontogénese tem inicio no embrido entre a sexta e a sétima semanas de
vida intra-uterina, quando algumas areas do epitélio bucal comecam a proliferar numa
propor¢cdo mais rapida do que as células das areas adjacentes, formando uma faixa de
epitélio que seréa o futuro arco dentério. A multiplicacdo das células epiteliais da camada
basal provoca invaginacédo desse epitélio em direcdo ao ectomesénquima, que comeca
a sofrer uma condensacéao. A borda dessa banda epitelial divide-se em dois processos:
um direcionado mais para vestibular — recebendo a denominacgéo de lamina vestibular —
e outro direcionado mais profundamente (para lingual ou palatina) conhecido como
lamina dentéaria (TEN CATE, 2001).

Ao longo do comprimento da lamina dentaria, a atividade proliferativa
continua levard a formacdo de uma seérie de tumefacbes epiteliais localizadas —10
pontos no arco superior e 10 pontos no arco inferior — que correspondem as posicoes
dos futuros dentes deciduos. A continua proliferagéo e progressiva histodiferenciacao
das ceélulas ectodérmicas do orgdo dental e do ectomesénquima adjacente dardo
origem ao germe dental (TEN CATE, 2001).

Ao final da odontogénese, ocorre uma desagregacéao das estruturas epiteliais
gue participaram na formacao dos diferentes tecidos do dente e espera-se que, com 0
crescimento, essas células paulatinamente desaparecam. Durante esse processo nao é
incomum os remanescentes epiteliais da odontogénese originarem lesdes a partir de

estimulos variados, sendo os cistos e tumores odontogénicos as mais comuns.
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Cistos séo patologias representadas por uma cavidade revestida por epitélio
gue usualmente contém em seu interior material liquido ou semi-sélido (SHAFER, 1985)
e neoplasia é: massa anormal de tecido cujo crescimento é incordenado em relacéo
aos tecidos normais e que persiste de maneira excessiva mesmo apos o término do
estimulo que provocou a alteragcdo (ROBBINS et al., 1983). No entanto, para que
estruturas responsaveis pela odontogénese normal participem da formacdo de um
tumor € necessario que hajam interacdes indutivas variadas entre o epitélio
odontogénico e o ectomesénquima odontogénico (WALDROW, 2002).

Na pratica, vé-se que 0s cistos sdo muito mais comuns do que 0s tumores
odontogénicos. Possivelmente porque os cistos podem ter sua formacdo por meio de
um mecanismo mais simples do que uma neoplasia. Independentemente da
complexidade da sua formacéo, cada um deles possui a sua relevancia, seja por uma

alta incidéncia clinica ou por importante acometimento dos locais atingidos.

2.1 Tumor odontogénico queratocistico

Os tumores odontogénicos foram classificados pela OMS em 2005 em trés
grupos: tumores do epitélio odontogénico, tumores odontogénicos mistos e tumores do
ectomesénquima odontogénico (BARNES et al., 2005). Os tumores do epitélio
odontogénico sdo compostos apenas por epitélio odontogénico, sem qualquer
participacdo do ectomesénquima odontogénico. Os tumores odontogénicos mistos séo

compostos por epitélio odontogénico e elementos mesénquimais. Os tumores do
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ectomesénquima odontogénico s&o compostos principalmente pelos elementos
mesénquimais. Embora o epitélio odontogénico possa ser incluido nessas lesfes, ele
ndo parece ser essencial na sua patogénese (WALDROW, 2002).

Tumor odontogénico queratocistico (TOQ) é a nova denominacdo do
gueratocisto segundo a classificagdo de 2005 da OMS. Esta leséo foi descrita pela
primeira vez em 1956 por Phillipsen como sendo um cisto de desenvolvimento
(SASTRAVAHA; JANSISYANONT; CHIRAPATHOMSAKUL, 2006). Agora, ndo so
recebe nova denominacdo, como deixa o0 grupo dos cistos odontogénicos de
desenvolvimento e passa a pertencer ao grupo dos tumores odontogénicos.

Esta é uma lesdo benigna, intra-6ssea, uni ou multilocular que,
radiograficamente, mostra-se radiolicida. Em geral, € assintoméatica é freqlientemente
descoberta em exames radiograficos de rotina. Tende a crescer no sentido antero-
posterior através dos espa¢os medulares do osso (BARNES et al., 2005). Tem como
caracteristica a destruicdo 0ssea local, existindo possibilidade de recorréncia. Segundo
estudo de Sastravaha 2006, em 5 anos, 28,6% de seus casos sofreram recidiva, tendo
essa taxa diminuida para 14,3% em 10 anos. Pode ainda ter uma agressividade
relevante (SHEAR, 2002a).

Acomete individuos em uma larga faixa etaria e € mais propenso a atingir a
mandibula do que a maxila. Em geral, aparece solitariamente, porém, pode se
apresentar como lesdes mdltiplas na sindrome do carcinoma nevoide de células basais
ou sindrome de Gorlin-Goltz (GORLIN, 1987).

Histologicamente, € formado por um epitélio pavimentoso estratificado
paraqueratinizado com 5 a 8 camadas de células. As células da camada basal sé&o

cubdides e possuem nucleos basofilicos, em geral, com polaridade invertida. Nao ha
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infiltrado inflamatorio, e a juncéo epitélio-conjuntivo € normalmente plana. Na camada
suprabasal, podem ser vistas algumas mitoses e algumas ilhas ou cordbes e até
mesmos, cistos filhotes podem ser encontrados na capsula (BARNES et al., 2005).

Essa neoplasia tem origem no epitélio odontogénico, provavelmente nos
remanescentes da lamina dental. Sua malignizacdo é rara, mas considerada como
possivel (KESZLER; PILONI, 2002; MAKOWSKY; MCGUFF; VAN SICKELS, 2001).
Isso ocorreria, segundo alguns autores, devido a uma expressdo anormal de genes
supressores de tumor e oncogenes no epitélio de revestimento, além de uma possivel
alteracdo dos mecanismos de apoptose e de proliferacdo celular (LO MUZIO el al.,
1999; PIATELLI et al., 2001).

Proteinas, como Ki-67, PCNA e p53, que mostram intensa positividade em
lesGes com alto potencial proliferativo, como € o caso das neoplasias, também estédo
presente em maior intensidade no TOQ do que nos cistos odontogénicos. Isso ocorre
de forma mais discrepante, quando se estuda os TOQ associados a sindrome do
carcinoma nevoide de células basais.

Estudos mostraram evidéncias de mutagbes, comuns em algumas
neoplasias, no gene PTCH, um supressor de tumor, em TOQ associados a sindrome do
carcinoma nevoide de células basais. Mutagcdes em PTCH poderiam ser responsaveis
por uma migracdo e por uma diferenciagdo anormal das células, além de serem
responsaveis por uma interferéncia na apoptose, o programa de morte celular, o que
provocaria uma desregulacdo da proliferacdo celular, podendo facilitar a carcinogénese.
MutacGes do gene PTCH unidas a uma superexpressao de ciclina D1 poderiam

interferir no controle de proliferacdo do epitélio do TOQ esporadico assim como ja
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ocorre no associado a sindrome do carcinoma nevoide de células basais (LO MUZIO el
al., 1999).

Além disso, quando comparado aos cistos odontogénicos, o TOQ mostra uma
alta expressividade para fator de crescimento epitelial, mostrando potencial de
crescimento diferenciado dos cistos (LI et al., 1996). Todas as evidéncias de mutacgdes,
de expressdo de fator de crescimento e de marcadores de proliferacdo celular

reforcariam a classificacdo de neoplasia benigna para o TOQ (SHEAR, 2002b).

2.2 Cisto dentigero

A categoria dos cistos odontogénicos — a qual pertencia o TOQ — ¢é
subdividida, segundo sua origem, em duas classes: o0s inflamatorios e os de
desenvolvimento, sendo esta ultima a subdivisdo em que o TOQ se inseria.

Os cistos inflamatérios, até pela sua origem freqientemente vinculada ao
processo de cérie, sdo mais comuns do que os de desenvolvimento, embora existam
mais subtipos histolégicos nesta Ultima categoria. Somente o0s cistos de origem
inflamatdria tém sua etiologia conhecida, que € o estimulo dos fatores liberados pela
inflamacao sobre os remanescentes epiteliais da odontogénese.

Dentre os cistos de desenvolvimento, 0 mais comum €é o cisto dentigero, que,
embora nao tenha sua patogénese totalmente esclarecida, pode se desenvolver a partir
do acumulo de liquido entre a coroa do dente e o epitélio reduzido do érgdo do esmalte

(NEVILLE et al., 2004).
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Na maioria das vezes, 0 cisto dentigero tem pequenas proporcdes e nao
apresenta dor. A sintomatologia dolorosa pode ocorrer em casos em que ha um
aumento de volume devido a presenca de infecgao.

Radiograficamente, mostra-se como uma lesédo radioltcida, unilocular, com
margens bem definidas envolvendo a coroa de um dente ndo erupcionado. Embora
radiograficamente algumas vezes o cisto se mostre multilocular, sabe-se que, cistos
dentigeros verdadeiros sdo macroscopica e histopatologicamente formados por uma
Unica cavidade e que estas imagens podem ser formadas por algumas trabéculas
0sseas remanescentes. Isso faz com que muitas vezes seja dificil o diagndstico entre
um cisto dentigero e um ameloblastoma unicistico (LI et al., 2000; PIATELLI et al.,
1998; ROBINSON; MARTINEZ, 1977; TOZAKI; HAYASHI; FUKUDA, 2001).

As caracteristicas histopatoldgicas do cisto dentigero variam dependendo da
presenca ou ndo de inflamacdo. O cisto dentigero ndo inflamado possui uma céapsula
de tecido conjuntivo denso, frouxamente arranjado, com um revestimento epitelial
composto de duas a quatro camadas de células pavimentosas nao-queratinizadas,
tendo plana a sua interface entre o epitélio e o conjuntivo. J& quando esse cisto
apresenta-se inflamado possui uma capsula mais colagenizada, com infiltrado
inflamatdrio crénico podendo ser variavel. O epitélio que envolve a capsula pode estar

hiperplasico com projecdes epiteliais (NEVILLE et al., 2004).
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2.3 Ameloblastoma

N&o mais pertencendo a categoria dos cistos odontogénicos, o TOQ pertence
agora ao grupo dos tumores odontogénicos, que podem ser neoplasicos ou
hamartomatosos. No caso das neoplasias, elas podem ser compostas por epitélio
odontogénico e/ou por ectomesénquima odontogénico, que raramente possuem um
perfil maligno (BARNES et al., 2005). O ameloblastoma, o tumor odontogénico de maior
significado clinico (BARNES et al., 2005), € uma neoplasia benigna, localmente invasiva
de origem no epitélio odontogénico, com uma forte tendéncia a recidiva (MELROSE,
1999; SALO; KAINULAINEN; PARIKKA, 1999), de crescimento lento e raramente
apresentando metéstases (BARNES et al., 2005). Alguns autores relatam sobre a
existéncia de ameloblastomas malignos, que atualmente tém sido subclassificados
como: ameloblastoma metastatico e carcinoma ameloblastico (EVERSOLE, 1999).
Estudos recentes detectaram alteracbes genéticas nesses tipos de neoplasias, porém
0S mecanismos de oncogénese, citodiferenciacdo e progressdo neoplasica ainda séo
obscuros (HEIKINHEIMO et al., 2002; JAASKELAINEN et al., 2002).

Os ameloblastomas originam-se de remanescentes da lamina dentaria e do
orgdo dental em desenvolvimento. Acomete igualmente homens e mulheres, tendo
predilecao por regides posteriores da mandibula. Acontecem em trés situacdes clinicas
mais freqlentes: solido, — o0 mais comum —, unicistico e periférico. Sua frequiéncia
relativa se iguala a de todos os outros tumores odontogénicos juntos, excluindo-se os

odontomas (WALDROW, 2002).
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Os padrdes histoldgicos mais comuns entre os ameloblastomas do tipo sélido
sao o padréo plexiforme, o padrao folicular e o padrao acantomatoso.

O padréo folicular é o mais comum, e apresenta ilhas de epitélio em um
estroma de tecido conjuntivo denso maduro. As ilhas de epitélio consistem em um
centro constituido de células arranjadas frouxamente, circundadas por uma camada
Unica de células colunares alongadas, com nudcleos localizados em oposicdo a
membrana basal (polaridade invertida) (SALO; KAINULAINEN; PARIKKA, 1999). Em
outras areas, as células periféricas podem ser mais cubodides e lembrar células basais.
A formagédo cistica € comum e pode variar de microcistos, que se formam nas ilhas
epiteliais, a grandes cistos macroscépicos, que podem variar de alguns a muitos
milimetros em diametro (WALDROW, 2002).

O padrdo acantomatoso ocorre quando ha areas de metaplasia escamosa,
muitas vezes associadas com a formacao de queratina, nas porcdes centrais das ilhas
epiteliais de um ameloblastoma folicular, o que frequentemente faz com que o
confundam com um tumor odontogénico escamoso ou até mesmo com um carcinoma
epidermoide (BARNES et al., 2005).

O padrdo plexiforme consiste em longos corddes ou placas de epitélio
odontogénico anastomosados. Esses cordfes ou placas sdo circundados por células
colunares ou cubicas que envolvem células epiteliais arranjadas frouxamente. O
estroma de sustentacdo tende a ser vascular e arranjado frouxamente. A formagao
cistica € rara nessa variedade (NEVILLE et al., 2004).

Tanto os cistos como 0s tumores odontogénicos sdo de grande importancia

na Odontologia, seja por sua comum apari¢cao na clinica — como é o caso dos cistos —
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seja pelo importante acometimento de grandes areas, com tratamentos dificeis e
mutiladores aos quais sao submetidos os pacientes.

O padrdo de crescimento destas lesbes se mostra como um grande
diferencial entre elas. Diversos estudos com marcadores de proliferacédo celular - como
Ki-67 e IPO-38 - demonstraram que lesbes com comportamento clinico mais invasivo
possuem maiores taxas de proliferacdo, mostrando indices bem inferiores desses
marcadores no cisto dentigero em relagdo ao ameloblastoma, por exemplo,
(MATTHEWS, MASON, BROWNE, 1988; THOSAPORN, IAMAROON, PONGSIRIWET,
2004). Além disso, outro fator que colabora para determinar certo percurso de uma
lesdo € o indice de apoptose. Na presenca de marcadores anti-apoptéticos na camada
basal de uma lesdo o esperado seria a formacao de uma massa tumoral causada por
uma proliferacdo celular ndo combatida pela morte celular, porém a manutencdo dos
indices de apoptose nas camadas superficiais é fundamental para impedir este
processo. Como relatado por Kichi et al., 2005 sobre a ndo-formacdo de uma massa
soélida de células e sim de uma cavidade cistica no TOQ. Mesmo possuindo niveis de
bcl2 elevados na camada basal o TOQ possui um alto indice de apoptose nas células
da superficie, o que impediria de crescer como uma massa solida.

O poder de crescimento de uma leséo seria entdo consequéncia do equilibrio
da relacdo entre os responsaveis por suprimir 0 crescimento e 0S responsaveis por
promover o crescimento. Alguns autores descrevem que os padrdoes de crescimento
das lesdes estdo relacionados com um padrdo anormal de expressdo de genes
supressores de tumor e de oncogenes, 0 que alteraria 0os processos de apoptose e de
proliferacdo celular (LO MUZIO el al.,, 1999; PIATELLI et al., 2001). Ou seja, a

carcinogénese depende da capacidade das células de se proliferar e a capacidade da
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apoptose em frear o crescimento desordenado destas células, o que o torna, um
importante mecanismo de homeostase do tecido (LO MUZIO el al., 1999; KIMI et al.,
2001). Porém, como citado anteriormente, a maioria das pesquisas realizadas neste
campo ndo tem se focado muito nestes processos, deixando uma lacuna a ser
preenchida.

Atualmente, existem varios métodos que podem ser utilizados para o estudo
dos processos de proliferacdo e de apoptose. Sem duvida, um dos mais consagrados é
a imunoistoquimica, método pelo qual por meio de uma reacdo antigeno-anticorpo,
pode-se verificar a presenca de determinadas proteinas presentes em um tecido. Hoje,
h&d uma vasta gama de opcles de anticorpos capazes de detectar as mais diversas
proteinas. Além disso, este método tem a grande vantagem de estudar a proteina alvo
in situ, em uma célula com as interacdes ceélula-célula e da célula com o estroma,
sofrendo os mesmo processos do tecido como um todo, o que n&o ocorre, por exemplo,
na cultura de células ou no método de PCR, no qual, as células ou o DNA séao

estudados separadamente do conjunto.

2.4 Maspin

Maspin (do inglés: Mammary Serine Protease Inhibitor) € uma proteina
pertencente a superfamilia das serpinas, que sao inibidoras de proteinases. Sua histéria

€ relativamente recente, tendo seu primeiro relato em 1994, quando foi observada em
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células epiteliais de tecido mamario saudavel e, em seguida, em tecido mamario
neoplasico (ZOU et al., 1994).

Apoés esse primeiro estudo a proteina maspin foi detectada em diversos
outros tecidos normais, como nos testiculos, na prostata, no timo, nos intestinos, na
pele, na placenta e na cavidade oral (PEMBERTON et al., 1997; REIS-FILHO et al.,
2002), além de estar presente ainda, com variacdo em sua expresséo, em varios tipos
de carcinomas como prostata, ovario, pulmao, tiredide, intestino e oral (AKIYAMA et al.,
2003; KIM et al., 2004; SOOD et al., 2002; YASUMATSU et al., 2001).

Vérios estudos demonstram uma alta expressdo dessa proteina em células
epiteliais normais, diminuida em neoplasias e ausente em metastases (MAASS et al.,
2001b; ZOU et al., 1994).

Ja se demonstrou em carcinomas de mama e de préstata, que quanto mais
alto o nivel de maspin encontrado nas células epiteliais do tumor, menos agressivo ele
se apresenta (SHENG et al., 1996; ZOU et al., 1994;). Alguns estudos em cancer de
cabeca e pescoco (XIA et al., 2000; YASUMATSU et al., 2001) e carcinoma de mama
(HOJO et al., 2001; MAASS et al., 2001a) relacionaram a presencga de maspin com um
melhor prognéstico. Segundo estudo realizado por Xia et al. (2000), tem-se que a alta
expressdo da proteina maspin possui uma significativa associacdo com uma maior
sobrevida dos pacientes em estagios avancados de carcinoma epidermdide. Em outro
estudo, agora realizado por Yasumatsu et al. (2001), também se relacionou o
progndéstico com a expressao da proteina e constatou-se que o0 decréscimo em sua
expressao era um fator significativo no aumento do potencial de metastase em

carcinoma epidermadide de lingua nos estagios | e Il.
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Além disso, tem-se tentado relacionar o progndstico da doenca com a
presencga de maspin no citoplasma ou no ndcleo das células. No caso de carcinoma de
laringe, a localizacdo nuclear da maspin foi relacionada com um bom prognéstico
(MARIONI et al., 2005). Essa localizacdo também melhoraria a resposta de células
tumorais a quimioterapia (DIETMAIER et al., 2006).

Ja foi demonstrado que as alteragfes de expressdo de maspin ndo estdo
associadas a mutagcdes do gene, embora alteracdes da regido promotora tenham sido
identificadas, ZHANG et al. (1997), demostraram que os sitios Ets e Apl, presentes na
regido promotora do gene, estdo ativados em células normais e inativados em
neoplasias malignas.

A desregulacdo epigenética participa freqlientemente da carcinogénese por
meio da inibicdo de supressores de tumor em associacdao com a hipermetilacdo do
DNA. Varios estudos mostraram que alteracbes no estado de metilacdo da regido
promotora do gene maspin ocorrem em diferentes patologias. A hipermetilacdo desse
gene provoca seu silenciamento em diversos tipos de carcinomas, como mama,
tiredide, pele e célon (BETTSTETTER et al., 2005; BOLTZE et al., 2003; REIS-FILHO
et al., 2002), e pode ser um dos responsaveis pelo aparecimento precoce de cancer de
mama (FUTSCHER et al.,, 2004). Ha ainda indicios de que a proteina p53 poderia
regular diretamente a expressao de maspin e de que um aumento dessa regulagcdo em
estagios precoces da progressdo neoplasica poderia aumentar a sensibilidade das
células a apoptose (JIANG et al., 2002, LIU et al., 2004). Em situacdes nas quais a p53
estivesse inativada, essa regulacdo poderia se dar através da proteina p63

(SPIESBACH et al., 2005).
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Mais recentemente, alguns estudos apontam para outras funcdes da maspin
como modular a apoptose através dos niveis de proteinas da familia bcl 2 em
neoplasias de mama, por meio de um bloqueio parcial feito pela maspin nos inibidores
das caspases 8 e 9 (ZHANG; SHI, ZHANG, 2005); impedir a ostedlise e dificultar as
metatases em casos de carcinoma de prostata, por meio da interferéncia da maspin na
uPA (ativador de plastinogénio tipo uroquinase) (CHER et al., 2003).

O estudo da apoptose em células de neoplasia de mama mostrou que,
guando os niveis de bcl2 aumentavam na célula, como resposta, havia também um
aumento da expressdo de maspin, que elevava os niveis de proteinas pro-apoptoticas
da familia bcl2. Essas proteinas promoveriam uma maior liberacdo do citocromo c, que
ativaria as vias das caspases 8 e 9, cujos inibidores estariam bloqueados pela maspin,
opondo-se ao estimulo anti-apoptético da alta expressdo de bcl2 (ZHANG; SHI;

ZHANG, 2005).

2.5 p63

A proteina p63 pertence a mesma familia das proteinas p53 e p73, todas elas
codificadas pelo mesmo gene, reconhecidamente importante na carcinogénese
(BOURDON et al., 2005; MILLS, 2005 MOLL; SLADE, 2004). Essa proteina possui
duas isoformas conhecidas, que podem ter alguma diferenca funcional, a TAp63 e a

ANp63. Cada uma dessas isoformas possui promotores diferentes, o que aumenta a
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complexidade do mecanismo de atuacdo dessa proteina (BENARD; DOUC-RESY;
AHOMADEGBE, 2003).

A p63 é essencial ainda na morfogénese epidermal, incluindo a formacéao de
anexos como dentes, cabelos, glandulas mamaérias e lacrimais (MOLL; SLADE, 2004).
Possui também importante papel no desenvolvimento e na proliferacdo epitelial de
diversas estruturas, como, as cranio-faciais (TSUJITA-KYUTOKU et al., 2003).
Também é responsavel pelo programa inicial de estratificacdo epitelial (KOSTER et al.,
2004). Em estudo feito em combaias livres de p63, demonstrou-se que os fetos
nasceram vivos, mas com graves conseqUéncias no desenvolvimento cranio-facial,
assim como na estratificacdo do epitélio da cavidade oral, da pele, do esdfago, da
mama, da uretra e da prostata (CHEN; HSUE; LIN, 2003).

Por pertencerem a mesma familia, a p63 e a p53 possuem funcbes muito
parecidas, até mesmo no papel que exercem na apoptose, sendo que a p63 seria
fundamental nos processos de apoptose mediados pela p53 (FLORES et al., 2002).
Embora haja uma grande semelhanca estrutural e funcional entre as duas, existem
também diferencas importantes. Por exemplo, a p53 freqlientemente estd mutada nas
neoplasias em humanos, 0 mesmo nao ocorrendo com a p63, que possui seu gene
preservado em casos de neoplasias (LIEFER et al.,, 2000; MOLL; SLADE, 2004;
WESTFALL et al., 2005). Muta¢cBes ou delecbes sdo raramente relacionadas ao gene
p63, fazendo com que ndo seja considerado um gene supressor de tumor classico
(MOLL; SLADE, 2004). Muito pelo contrario, na maioria das neoplasias, a expressao da

proteina estd mantida e, em algumas situagdes, esta até mesmo sobrexpressa.
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Em neoplasias que mostraram reducdo nos niveis de p63, sugere-se que
esse fato esteja relacionado a uma aceleracao do processo de carcinogénese (KOGA
et al., 2003; URIST et al., 2002).

Além dos estudos de p63 relacionados a carcinogénese, existem também
estudos que observam o papel dessa proteina em lesbes ndo malignas, que
apresentam como comportamento clinico serem localmente invasivas e recidivantes,
como é o caso dos ameloblastomas, patologia na qual a p63 esteve expressa tanto nos
casos benignos quanto naqueles que provocaram metastase, que obtiveram expressao
semelhante a das células do germe dental (KUMAMOTO; OHKI; OOYA, 2005). No
TOQ que também apresenta esse perfil clinico de invasividade local e recidivas, a p63
esteve positiva e dispersa por todo o epitélio (LO MUZIO et al., 2005). Quando se
comparou a expressao de p63 em lesbes de TOQ com e sem recidiva mostrou-se que
nos casos em que nao houve recidiva, a p63 se manteve expressa nas camadas basal
e parabasal, enquanto naquelas lesées em que houve recidiva a expressédo foi por
todas as camadas (FOSCHINI et al., 2006).

Tanto a maspin quanto a p63 sdo consideradas supressores de tumor,
interferindo direta ou indiretamente na carcinogénese. Estudos vém demonstrando que
essa caracteristica estaria ligada a relacdo que ambas podem ter no processo de
apoptose, porém em situacdes diferentes (FLORES et al., 2002; ZHANG; SHI; ZHANG,
2005).

No caso de lesbes odontogénicas, nas quais pode haver tanto um processo
restrito quanto um processo expansivo, esses mecanismos de supresséo tumoral e de
apoptose podem estar presentes. Afinal, um crescimento exacerbado pode denotar a

incapacidade dos mecanismos de supressdo tumoral e de morte celular de agir
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eficientemente nesta situacdo. Sendo assim, lesbes com padrdes de crescimento tao
diferentes como o cisto dentigero e o ameloblastoma devem possuir comportamentos
diferentes também em relacdo a expressdo de supressores de tumor e da intensidade

do processo de apoptose.

2.6 bcl2

A familia bcl2 € dividida em dois grupos: os anti-apoptéticos (bcl2, bcl2L1,
bcl-XL e boo entre outros) e os pro-apoptéticos (bax, bak, bad, bid e bok entre outros).

Os genes anti-apoptoticos produzem proteinas, dentre elas a bcl2, que
inicialmente sdo encontradas na membrana da mitocéndria, na membrana do reticulo
endoplasmatico e até mesmo no nuacleo (THOMADAKI; SCORIAS, 2006). O papel
destas proteinas € estabilizar a membrana mitocondrial, prevenir a liberacdo do
citocromo ¢ e, subsequentemente, ligar-se ao Apaf-1 (fator de ativacdo da apoptose)
(COSULICH, SAVORY, CLARKE, 1999; KLUCK et al.,, 1997). Ao contrario das
proteinas anti-apoptéticas, as pro-apoptéticas localizam-se no citosol ou no
citoesqueleto. Quando ha algum sinal de morte, elas tendem a interagir com as anti-
apoptéticas, anulando suas func¢fes e ativando assim a maquinaria da apoptose.

Bcl2 é um proto-oncogene, identificado pela primeira vez em linfomas B néo-
Hodking (TSUJIMOTO et al., 1984). Promove a carcinogénese prevenindo a morte e
aumentando a taxa de divisdo celular, contendo a célula na fase GO/G1 do ciclo celular

(GUO; HAY, 1999). A expressao de proteinas inibidoras de apoptose € induzida por
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varios estimulos, como drogas quimioterapicas (SRINIVAS et al., 1998), queda do fator
de crescimento neural ou corticéides (KOBZDEJ et al., 2000).

O gene bcl2 produz uma proteina, de mesmo nome, de 26 KDa com um
unico dominio hidrofébico em C-terminal, que possibilita a sua localizagcdo na parte
externa da membrana mitocondrial e, em menor extensdo, do envelope do reticulo
endoplasmatico (THOMADAKI; SCORIAS, 2006). Ela possui, em sua estrutura quimica,
todos os dominios BH, sendo que BH1, BH2, BH3 constituem a parte hidrofébica por
meio da qual ela se liga as proteinas pro-apoptoticas, formando homo ou
heterodimeros (DANIAL; KORSMEYER, 2004; OPFERMAN; KORSMEYER, 2003;).

E expressa em uma grande variedade de tecidos fetais, entretanto, em
adultos, sua expressdo € restrita a células com proliferacdo e diferenciacdo mais
rapida. Altos niveis de bcl2 s&o detectados em células B maduras, em muitos neurénios
em desenvolvimento de ratos, em timo, e em poucas células de cortex, de figado e de
linfonodo assim como em jovens células embrionarias de rim (MERRY et al., 1994).

Nas glandulas mamaérias, € expressa em ndo-gravidas ou em gravidas em
periodo inicial e perde sua expressdo em gravidas em periodo adiantado de gestacéo
(SCHORR et al., 1999).

O gene bcl2 pode ser altamente regulado por interleucina 7 ou pela proteina
p53 (SLEE; O'CONNOR; LU, 2004; VON FREEDEN-JEFFRY et al., 1997). Entretanto,
guando este é regulado pela fosforilagcdo do residuo Ser mediado pela via da
MAPkinase ou pela via CPP32, ele perde sua atividade anti-apoptotica (HARADA et al.,
1997).

Tem sido reportado que, em células de mamiferos, a bcl2 se liga a Apaf-1,

sequestrando a caspase 9, o0 que promoveria o blogueio do inicio da cascata
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proteolitica. Em vérios casos, a bcl2 age prevenindo a ruptura da membrana
mitocondrial e a liberagcdo do citocromo c, inibindo mais tarde a associacdo com a Apaf-
1 e, consequentemente, a ativagdo da caspase 9 (COSULICH, SAVORY, CLARKE,
1999).

Imunoistoquimicamente a bcl2 tem se mostrado positiva em carcinomas de
nasofaringe, de pulmé&o, de intestino, de prostata, de mama e da cavidade oral (LORO
et al., 1999; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2005).

Embora a expressdo de bcl2 seja encontrada em diversos tipos de
carcinoma, sabe-se que sua presenca também € importante na formacao de estruturas
de tecidos saudaveis, ja que a bcl2 esta expressa, igualmente, tanto no epitélio normal
guanto no carcinoma de lingua em estagio inicial (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES,
2005). O mesmo acontece na tubulogénese do sistema urinério, em que a presenca de
bcl2 é fundamental para a formacdo de ductos durante o periodo embrionéario, porém
pode ser responséavel pela formacéo de cistos nesse mesmo sistema quando hd uma
superexpressao durante outras fases.

Altas taxas de bcl2 sdo responsaveis pelo desenvolvimento da doenca renal
cistica (NAGATA et al., 1996). Ou seja, da mesma maneira que a alta expressao de
bcl2 € importante nos estagios iniciais da tubulogénese, a mesma alta expresséo
contribui para a cistogénese em estagios nos quais esse sistema ja estd maduro.

Embora seja uma proteina bastante pesquisada, raros sdo os estudos
direcionados a lesdes de origem odontogénica. Esta proteina foi alvo de estudo em
TOQ onde bcl2 foi expressa apenas na camada basal e no cisto dentigero onde raros
casos mostraram alguma expressao de bcl2, porém a amostra utilizada foi pequena e o

estudo ndo tinha como objetivo comparar as duas lesdes (KICHI et al., 2005).
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Sendo assim, embora a bcl2 seja um anti-apoptético e inicialmente possa ser
relacionada apenas a parte nociva de sua funcéo, estudos demonstram que, no periodo
adequado essa funcéo é necesséria, e muitas vezes essencial.

Na tentativa de melhor esclarecer lacunas no conhecimento sobre o TOQ,
seria importante um estudo que comparasse o essa lesdo com lesfes pertencentes ao
seu atual e ao seu antigo grupo de classificacdo. Dentre as lesGes pertencentes a estes
grupos poderiamos citar como uma leséo reconhecidamente cistica o cisto dentigero e

como uma leséo sabidamente neoplasica, o0 ameloblastoma.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem por objetivo estudar as expressdes imunoistoquimicas das
proteinas maspin, p63 e bcl2 em tumores odontogénicos queratocisticos e comparar 0s
achados com a expressdo das mesmas proteinas em ameloblastomas e cistos

dentigeros.
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4 MATERIAIS E METODO

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, conforme parecer de aprovacdo nimero

161/06 (ANEXO A).

4.1 Casuistica e analise morfologica

Para este estudo foram selecionados 20 casos de cada uma das lesbes —
tumor odontogénico queratocistico (TOQ), cisto dentigero e ameloblastoma —
pertencentes aos arquivos do Servico de Patologia Cirargica da Disciplina de Patologia
Bucal da FOUSP. O material encontrava-se fixado em formol e emblocado em parafina.

Foi feita uma selecdo prévia da amostra através de estudo morfolégico em
cortes de 5 ym corados pelo método da hematoxilina e eosina, optando-se por aqueles

com os aspectos histopatoldgicos mais representativos das trés lesdes.
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4.2 Imunoistoquimica

Para a realizacdo das reacdes imunoistoquimicas foi utilizada a técnica da
estreptavidina-biotina e o0s cortes submetidos aos anticorpos anti-maspin (BD
PharMingen, San Diego, CA, USA), anti-p63 (DAKO, Carpinteria, CA, USA) e anti-bcl2
(DAKO, Carpinteria, CA, USA) separadamente. Foram preparados, a partir do material
emblocado em parafina, cortes de 3um, estendidos em laminas de vidro previamente
tratadas para aumento da adesividade entre o corte tecidual e a lamina. Os cortes
foram desparafinados em dois banhos de xilol e, a seguir, foram reidratados em cadeia
descendente de etandis. Apos a reidratacdo, foi feita a remocédo do pigmento formdlico
através de incubacdo em hidréxido de amoénia a 10% em solucdo alcodlica (etanol
95%), por 10 minutos. Apds lavagem em agua, as laminas receberam o tratamento de
recuperacao antigénica, feito com as laminas totalmente imersas em solucéo de acido
citrico 10mM, pH 6,0, colocadas em banho de agua aquecido a 95°C, durante 30
minutos.

Ao final do tratamento de recuperacdo antigénica, os cortes foram
imediatamente lavados em agua corrente, durante 10 minutos, entdo passaram por
agua destilada e seguiram para a etapa de bloqueio da peroxidase enddgena tecidual,
realizada pela incubacdo em dois banhos de 15 minutos cada em solugdo 1:1 de
peréxido de hidrogénio a 6% e metanol.

Repetida a lavagem em &agua, os cortes foram imerso em solugdo de TRIS
pH 7,6, fazendo-se trés banhos de 5 minutos cada. Todas as etapas na sequéncia

foram precedidas por lavagens em solucao tampéao de TRIS pH 7,6.
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Os anticorpos foram diluidos em solu¢édo tampéo de TRIS, pH 7,6, acrescido
de albumina bovina a 1%, em uma diluicdo de 1:100 e foram incubados sobre os cortes
durante 30 minutos. Para a incubagéo do anticorpo de ligacdo e do complexo terciario,
foi usado o sistema o kit LSAB+ (DAKO, Carpinteria, CA, USA) em incubacdes de 30
min cada.

As reacOes foram reveladas pela diaminobenzidina (DAKO Liquid DAB+,
K3468) através de incubacdo por 10 minutos e, apos lavagem em TRIS e agua
deionizada, para remocdo de excessos, 0s cortes foram contracorados com
hematoxilina de Mayer. Todos os passos desde a utilizagdo dos anticorpos primarios
até a contracoloracdo foram realizados automaticamente com o auxilio do Autostainer

DAKO (DAKO, Carpenteria, CA, USA).

4.3 Andlise de resultados

As reacgOes de imunoistoquimica foram analisadas semi-quantitativamente,
considerando-se cada uma das camadas do epitélio isoladamente e, logo apés, o
epitélio como um todo, recebendo cada corte uma graduacédo final. As células foram
consideradas positivas ou negativas para o marcador, sendo obedecida uma graduacao
para a andlise da quantidade de células marcadas. Sendo:
> 0: sem positividade
> Grau 1: até 5% das células positivas;

> Grau 2: de 5 a 50% das células positivas;
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> Grau 3: mais de 50% das células positivas.

4.4 Contagem de células

Os resultados para a proteina p63 foram analisados, também,
guantitativamente, tendo a positividade sido considerada somente em células que
apresentavam marcacdo de coloragdo acastanhada no nucleo da célula, e ndo se
considerando a diferenca de intensidade da cor.

As laminas foram observadas em microscoépio de luz com aumento final de
400x, sob um foco fixo e com clareza de campo. As imagens obtidas foram transferidas
para um monitor de TV acoplado a um sistema computadorizado, que permite a
individualizacdo do campo através da utilizacdo do software Imagelab-Softium
desenvolvido no Laboratério de Informatica Dedicado a Odontologia (LIDO), do
Departamento de Estomatologia da FOUSP.

O sistema computadorizado utilizado consiste de um processador Pentium
200MHZ com placa de aquisicao de imagem. As imagens do campo foram obtidas em
um microscopio de luz LABORLUX-LEITZ, acoplado a um sistema de camera JVC,
modelo TK 870U e transferidas para um monitor de TV MULTISYNC M700.

Apés a transferéncia de imagem para o monitor, foi realizada a contagem
manual das células positivamente marcadas para a proteina p63. Os campos
analisados foram selecionados na regido do tecido que histopatologicamente

apresentavam mais caracteristica da lesdo estudada. A contagem foi estabelecida em:
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positiva para as células que apresentavam a marcacao e negativa para as células que
ndo apresentavam coloracdo acastanhada. Um total de pelo menos 500 células foram

contadas em cada caso.

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do teste de Kruskal-

Walllis e o valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfologia

Os casos de tumor odontogénico queratocistico (TOQ) eram representados
por cavidade cistica revestida por um epitélio pavimentoso estratificado
paraqueratinizado em geral de espessura média (por volta de 6 a 10 camadas) mas
apresentando, em muitos casos areas de espessamento. A camada basal era formada
por células epiteliais colunares dispostas em palicada e a camada de paraqueratina era
fina e corrugada. Envolvendo a periferia do epitélio, observou-se tecido conjuntivo, na
sua maior parte denso, mas por vezes pouco colagenizado. A relacdo
epitélio/conjuntivo mostrou-se plana em todos os casos. Com frequéncia foi observado
infiltrado inflamatério mononuclear em areas focais do tecido conjuntivo de suporte.

Os casos de cisto dentigeros eram representados por uma da capsula cistica
constituida por tecido conjuntivo denso e revestido por epitélio estratificado com poucas
camadas de cubicas ou pavimentosas. Quando presente, o infiltrado inflamatério
cronico era, geralmente discreto, e em areas restritas da capsula.

Os casos de ameloblastoma selecionados pertenciam apenas aos subtipos
folicular e plexiforme. No subtipo folicular as ilhas neoplasicas eram representadas por
dois tipos celulares: na periferia das ilhotas células colunares dispostas em palicada e

com nucleos de polaridade invertida, e no centro as células adotavam um padrao frouxo
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de disposicdo e morfologia estrelaria, emitindo muitas projecdes citoplasméticas. Por
vezes observava-se degeneracao cistica ou metaplasia escamosa no centro das ilhotas
No subtipo plexiforme essas ilhas neoplasicas se intercomunicavam formando grandes
plexos e trabéculas. O estroma era constituido por tecido conjuntivo denso que exibia,

muitas vezes, infiltrado inflamatério mononuclear discreto e difuso.

5.2 Maspin

Todos os casos estudados, das trés lesdes, apresentaram marcacdo para a
proteina maspin, sendo que o padrdo de marcacao foi nuclear e citoplasmatica ou

somente citoplasmaética.

5.2.1 Tumor odontogénico queratocistico

Dos 20 casos de TOQ selecionados para o estudo da expressao da proteina
maspin, todos receberam graduacédo 3, sendo que 19 casos obtiveram marcacao de
guase todas as células. A marcacdo no TOQ apresentou-se tanto nuclear quanto
citoplasmatica, sendo alguns casos somente citoplasmatica (Figura 5.1A).

Embora rara, a presenca de inflamacdo ndo mostrou nenhuma interferéncia

na marcacao.
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5.2.2 Cisto dentigero

Dos 20 casos de cisto dentigero selecionados para o estudo da expresséo da
proteina maspin, todos foram graduados em 3, sendo que 17 destes apresentaram
todas as células positivas.

O padrdo de marcacdo da proteina maspin no cisto dentigero foi
citoplasmético em todos os casos (Figura 5.1B).

A presenca de inflamacdo ndo mostrou nenhuma variacdo no padrdo de

marcagao para esta proteina.

5.2.3 Ameloblastoma

Dos 20 casos selecionados de ameloblastoma para o estudo da expressao
imunoistoquimica da proteina maspin, todos mostraram—se positivos, tanto nas células
da camada basal quanto nas células arranjadas mais frouxamente ao centro. Essa
positividade foi graduada em 3, sendo que, na maioria dos casos, quase a totalidade
das células apresentaram marcacéo (Figura 5.1C).

Nos casos em que foi possivel observar pequenas ilhas de células
neoplasicas isoladas na periferia da lesédo, estas foram totalmente negativas para a

proteina maspin (Figura 5.1D).
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N&o foi possivel notar diferenca no padrdao de marcacao dentre os subtipos
histologicos estudados — o plexiforme e o folicular. Areas de metaplasia escamosa
exibiram exuberante marcacdo para essa proteina, enquanto areas de degeneracao
cistica importante mostraram reduc&o da marcacao nas camadas superiores.

Em relacdo a localizagdo da marcacdo encontrada, a maioria dos casos

obteve marcacéo de nucleo e citoplasma, com alguns casos apresentando marcacao

citoplasmaética.

5.2.4 Andlise estatistica

Nao houve diferenca estatisticamente significante da expressao da proteina
maspin tanto no TOQ comparado ao cisto dentigero quando no TOQ comparado com

ao ameloblastoma (teste Kruskal-Wallis, p>0.5).



Figura 5.1 - marcag&o imunoistoquimica para a proteina maspin. A - tumor odontogénico queratocis-
tico; B - cisto dentigero; C - ameloblastoma; D - ilhotas neoplasicas da periferia do amelo-
blastoma negativas para o marcador (todas 200X no original)
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5.3 p63

Todos o0s casos estudados, independentemente do tipo de lesdo,
demonstraram algum tipo de positividade para esta proteina, e sempre com o padrao

de marcagao nuclear.

5.3.1 Tumor odontogénico queratocistico

Na andlise semiquantitativa, dos 20 casos de TOQ selecionados para o
estudo da expresséo da proteina p63, 6 receberam graduacdo 3, 10 graduacéo 2 e 4
graduacdo 1. Todos os casos graduados como 1 e 2 obtiveram marcacéo restrita as
camadas do terco inferior do epitélio. Ja para a andlise quantitativa a porcentagem de
células variou de 1 a 80% e os dados podem ser analisados na Tabela 5.1 (Figura
5.2A).

Nas lesbes que apresentavam a presenca de cistos filhotes, estes se
mostravam intensamente positivos.

Observou-se ainda que lesdes que possuiam o padréo histologico tipico do
TOQ obedeciam a uma marcacdo quase que exclusivamente na camada basal. A
presenca de inflamag¢éo ndo mostrou nenhuma variagdo no padrédo de marcacao para

esta proteina.



Tabela 5.1- p63 porcentagem de células marcadas
positivamente para a proteina p63 no

tumor odontogénico queratocistico

N2 de Células

Caso Positivas Total %
1 208 512 40,6
2 101 505 20
3 16 530 3
4 357 510 70
5 5 500 1
6 204 508 40,1
7 420 525 80
8 108 540 20
9 101 501 20,1
10 209 522 40
11 372 530 71,6
12 205 507 40,4
13 416 520 80
14 315 515 61,1
15 350 500 70
16 21 524 4
17 205 508 40,3
18 180 502 35,8
19 155 506 30,6
20 16 512 3,1

5.3.2 Cisto dentigero
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Na andlise semiquantitativa, dos 20 casos de cisto dentigero selecionados

para o estudo da expressao da proteina p63, 12 foram graduados em 3, sendo que

somente 3 casos obtiveram positividade em todas as células, 4 casos obtiveram

graduacao 2, e 4 obtiveram graduacédo 1. J4 para a analise quantitativa a porcentagem
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de células variou de 1 a 100% e os dados podem ser analisados na Tabela 5.2 (Figura
5.2B).

Nos locais em que o epitélio se apresentava com duas camadas de células, a
marcacao era sempre negativa.

A presenca de inflamacdo ndo mostrou nenhuma variacdo no padrdo de

marcacdo para esta proteina.

Tabela 5.2- p63 porcentagem de células marcadas
positivamente para a proteina p63 no cisto
dentigero

N2 de Células

Caso Positivas Total %
1 500 500 100
2 500 500 100
3 500 500 100
4 370 522 70,8
5 245 517 47,3
6 428 533 80,3
7 102 507 20,1
8 12 509 2,3
9 200 502 39,8
10 330 551 59,8
11 460 511 90
12 455 505 90
13 312 519 60,1
14 309 514 60,1
15 305 503 60,6
16 245 510 48
17 6 515 1,1
18 22 536 4,1
19 465 506 91,8

20 20 524 3,8
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5.3.3 Ameloblastoma

No grupo de ameloblastomas selecionados para 0 estudo da expressao
imunoistoquimica da proteina p63, houve heterogeneidade da marcagdo. Na analise
guantitativa a porcentagem de células variou de 1 a 100% e os dados podem ser
analisados na Tabela 5.3 (Figura 5.2C).

Na analise semiquantitativa, metade dos casos estudados receberam
graduacao 3, apenas 4 dos 10 casos graduados como 3 obtiveram marcac¢do em todas
as células, tendo os outros 6 casos uma porcentagem em torno de 75% de células
positivas na andlise quantitativa.

Em 8 dos 20 casos estudados, a graduacado recebida foi 2, a média das
porcentagens de células marcadas desses casos ficou em torno de 39% na analise
guantitativa. O padrdo de marcagcdo neste grupo foi de positividade das células da
camada basal e negatividade das células mais centrais.

Apenas 2 casos dentre os 20 demonstraram raras células positivas para esta
proteina (graduacdo 1). Nas é&reas de metaplasia escamosa e nas ilhotas mais
distantes (Figura 5.2D), a expressao de p63 foi negativa.

N&o foi possivel notar diferenca no padrdao de marcacao dentre os subtipos

histol6gicos estudados — o plexiforme e o folicular.



Tabela 5.3- p63 porcentagem de células marcadas
positivamente para a proteina p63 no

ameloblastoma

N2 de Células

Caso Positivas Total %

1 500 500 100
2 500 500 100
3 500 500 100
4 500 500 100
5 227 506 44,6
6 335 511 65,5
7 249 521 47,7
8 257 534 48,1
9 234 520 45
10 420 514 81,7
11 5 505 0,9
12 335 507 66
13 348 509 68,3
14 255 518 49,2
15 8 542 1,4
16 205 512 40
17 156 519 30
18 255 523 48,7
19 355 503 70,5
20 450 501 89,8

5.3.4 Andlise estatistica
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N&o houve diferenca estatisticamente significante na analise semiquantitativa

da expresséao da proteina p63, tanto no TOQ comparado ao cisto dentigero quando no

TOQ comparado com ao ameloblastoma (teste Kruskal-Wallis, p>0.5), o0 mesmo
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acontecendo na analise quantitativa (teste t de Student p>0.5) Embora ndo tenha
havido diferenca estatisticamente significante entre as lesdes, tanto na analise
semiquantitativa quanto na analise quatitativa, houve uma maior diferenca entre a
meédia dos postos entre o TOQ e o cisto dentigero do que entre o TOQ e o

ameloblastoma.



Figura 5.2 - marcag&o imunoistoquimica para a proteina p63. A - tumor odontogénico queratocistico;

B - cisto dentigero; C - ameloblastoma; D - ilhotas neoplasicas da periferia do ameloblas-
toma negativas para o marcador (todas 200X no original)
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5.4 bcl2

Todos os casos estudados, de todas as lesbes, obtiveram algum tipo de
marcacao para essa proteina. Nos casos de marcacdo de grau 1, a expressao foi
restrita & camada basal na maioria dos casos. Quando a expressdo de bcl2 atingia
camadas mais altas era devido a um acompanhando ao espessamento do epitélio. O

padrdo de marcacao foi exclusivamente citoplasmaético.

5.4.1 Tumor odontogénico queratocistico

Dos 20 casos de TOQ selecionados para o estudo da expressao da proteina
bcl2, nenhum foi graduado em 3, 16 receberam graduacéo 2 e 4 receberam graduacgao
1.

Nos casos com graduacao 1, toda a marcacéo foi restrita a camada basal do
epitélio. Ja nos que receberam a graduacdo 2, quando era observado um
espessamento do epitélio camadas mais superiores obtiveram marcacado. Inflamacao
ndo foi um fator representativo na mudanca de padrdo de marcacao para esta proteina

(Figura 5.3A).
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5.4.2 Cisto dentigero

Dos 20 casos de cisto dentigero selecionados para o estudo da expresséo da
proteina bcl2, 14 obtiveram graduacdo 3, sendo 13 destes casos possuiam todas as
células positivas para o marcador. Quatro casos receberam graduacdo 2 e 2 tiveram
graduacéo 1 (Figura 5.3B).

A presenca de inflamacdo ndo mostrou nenhuma variacdo no padrdo de

marcacdo para esta proteina.

5.4.3 Ameloblastoma

Dos 20 casos de ameloblastoma selecionados para o estudo da proteina
bcl2, 19 obtiveram graduacdo 3, sendo que todas as células destes foram positivas
para a marcacao imunoistoquimica (Figura 5.3C). Essa positividade incluiu as ilhotas de
epitélio odontogénico localizadas mais distantes do centro da lesdo (Figura 5.3D) .
Apenas 1 caso obteve graduacdo 2 sendo que as células marcadas positivamente

estavam dispersas por toda lesao.



5.4.4 Andlise estatistica
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Houve diferenca estatisticamente significante tanto entre o TOQ e o cisto

dentigero quanto entre o TOQ e o ameloblastoma. Porém, houve uma diferenca

ligeiramente maior entre 0 TOQ e o ameloblastoma do que entre o TOQ e 0 cisto

dentigero (teste de Kruskal-Wallis p<0.5)

Tabela 5.4 — Porcentagem de casos positivos para

proteinas estudadas nas trés lesdes

cada uma das

Proteina Leséo 1 2 3

TOQ 0% 0% 100%
maspin Cisto dentigero 0% 0% 100%
Ameloblastoma 0% 0% 100%

TOQ 20% 50% 30%

p63 Cisto dentigero 20% 20% 60%
Ameloblastoma 10% 40% 50%

TOQ 20% 80% 0%

bcl2 Cisto dentigero 10% 20% 70%
Ameloblastoma 0% 5% 95%




Figura 5.3 - marcacao imunoistoquimica para a proteina bcl2. A - tumor odontogénico queratocistico;
B - cisto dentigero; C - ameloblastoma; D - ilhotas neoplasicas da periferia do ameloblas-
toma positivas para o marcador (todas 200X no original)
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6 DISCUSSAO

Para se compreender o comportamento clinico de uma lesdo € necessario
gue se entenda o seu carater biologico. Alguns paradoxos aparecem quando o carater
biolégico ndo consegue explicar o comportamento clinico. Isso é perfeitamente
aplicavel ao tumor odontogénico queratocistico (TOQ) em que suas caracteristicas
histopatoldgicas ndo sdo compativeis com seu comportamento . Por isso havia uma
certa polémica sobre essa lesdo mesmo antes da mudanca promovida pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Alguns autores ja levantavam a hipétese de o
TOQ né&o ser um cisto e sim uma neoplasia (LO MUZIO et al., 2005; SHEAR, 2002a,
2002b, 2002c). Embora alguns estudos tenham sido feitos na tentativa de preencher as
davidas existentes sobre essa lesdo, ndo existe ainda um consenso, talvez porque na
maioria desses estudos o TOQ né&o seja o0 principal alvo de interesse e apareca como
uma entre outras lesfes estudadas (KICHI et al., 2005; LO MUZIO et al., 2005;
THOSAPORN, IAMAROON, PONGSIRIWET, 2004). Essa falta de consenso pode ser a
razdo de a nova classificagdo da OMS néo ter sido tdo aceita e sugerindo-se a
necessidade de mais estudos para que realmente haja um maior conhecimento sobre o
comportamento bioldgico dessa leséo.

A mudanca de categoria sofrida pelo TOQ é atribuida ao fato de seu
comportamento destoar das outras lesdes do mesmo grupo, ja& que possui um carater

de invasividade local e pode alcancar maiores dimensdes do que a meédia dos cistos.

Essas caracteristicas demonstrariam uma capacidade de crescimento diferenciado
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desta lesdo em que os mecanismos de proliferacdo e apoptose estejam sendo regidos
de uma maneira diferente. A presenca do equilibrio entre o crescimento, a
diferenciacdo e a morte celular € importante para a homeostase de qualquer organismo
(HAAKE; POLAKOWSKA, 1993).

Se a caracteristica mais discrepante do TOQ em relacdo as outras lesdes
cisticas € o padrdo de crescimento, 0 mais importante seria € compreender 0s
mecanismos controladores desse processo, sejam eles por meio da estimulagdo da
proliferacéo celular sejam por meio do impedimento da apoptose, por qualquer das vias
haverd a promocdo do crescimento permitindo que a lesdo alcance um carater mais
expansivo e muitas vezes agressivo.

Cada uma das lesbes estudadas neste trabalho possui um padrdo de
crescimento especifico: o ameloblastoma apresenta atividade proliferativa intensa
comum as neoplasias; ja o cisto dentigero possui um potencial proliferativo bem mais
restrito, 0 que caracteriza sua natureza cistica.

Possuir um potencial proliferativo mais ou menos intenso pode estar
diretamente relacionado com o equilibrio proliferacdo-apoptose. Na regulacdo desse
mecanismo podem agir diversos fatores que estimulam ou inibem cada um desses
processos. Sao varias as proteinas que tanto podem agir no impedimento da
proliferacdo através de mecanismos de supressdo tumoral como podem agir
promovendo o crescimento atraves da inibicdo da apoptose.

Em lesbes que possuem variantes malignas como € 0 caso do
ameloblastoma, segundo alguns autores, ocorreria uma expressao anormal de genes

supressores de tumor e oncogenes no epitélio de revestimento, provocada por uma
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interferéncia nos processos de apoptose e proliferacéo celular (LO MUZIO el al., 1999;
PIATELLI et al., 2001).

Por isso o conhecimento sobre os componentes que pertencem a regulacdo
dos processos biolégicos também é fundamental para que se consiga desvendar
lacunas ainda obscuras no conhecimento das lesfes. A comparagcdo entre as lesdes
aqui estudadas poderia ser um meio pelo qual tentar-se-ia solucionar algumas davidas
em relacdo as suas diferencas comportamentais. Entre 0s recursos mais utilizados com
esta finalidade esta a imunoistoquimica.

Alguns estudos ja tiveram como objetivo comparar varias lesdes
odontogénicas (KICHI et al., 2005; LO MUZIO et al., 2005; THOSAPORN, IAMAROON,
PONGSIRIWET, 2004). Lo Muzio et al. (2005) estudaram a presenca de p63 no TOQ e
em outras lesbes odontogénicas cisticas, observando uma maior intensidade de p63
em TOQ em relacdo a outras lesdes 0 que ajudaria a explicar o comportamento mais
agressivo desta lesdo se comparada com as demais. Ainda em relacdo a p63, esta foi
estudada em ameloblastomas e esteve tdo expressa nos benignos quanto nos que
provocaram metastases (KUMAMOTO; OHKI; OOYA, 2005).

Em contrapartida aos supressores de tumor, que freiam o crescimento, tém
se os marcadores de anti-apoptose, como o bcl2, que impedem a morte celular
colaborando para o aumento da proliferacdo. Bcl2 também teve suas expressdes
estudadas em lesbes odontogénicas cisticas. Estudo com TOQ e com o cisto dentigero
mostraram a positividade de bcl2 na camada basal do TOQ e de sua peguena
expressao no cisto dentigero (KICHI et al., 2005).

Porém, um estudo que reunisse ameloblastoma, TOQ e cisto dentigero com

objetivo de comparar a expressao de proteinas supressoras de tumor e anti-apoptéticas
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ainda nao figura entre as publicagbes existentes. Maspin, p63 e bcl2 estdo direta e
indiretamente relacionadas entre si. Existem fortes indicios do papel da p53 na
regulacdo da proteina maspin e a p63 poderia em algumas situagdes substituir p53
nessa regulacdo (SPIESBACH et al., 2005). Assim como a maspin poderia modular a
apoptose atuando nos niveis de bcl2, por meio de um bloqueio parcial nos inibidores
das caspases 8 e 9 (ZHANG; SHI; ZHANG, 2005). Ou seja, a p63 substituindo a p53 na
regulacdo de maspin e a proteina maspin regulando os niveis de apoptose atuando na
expressao de bcl2.

Embora a proteina maspin seja cada vez mais estudada em diversos tipos de
carcinoma e venha ganhando um importante status de marcador prognéstico, ndo ha
estudos de lesdes de origem odontogénica com esta proteina (AKIYAMA et al., 2003;
BETTSTETTER et al., 2005; BOLTZE et al., 2003; KIM et al., 2004; MARIONI et al.,
2005; REIS-FILHO et al., 2002;SOO0D et al., 2002; YASUMATSU et al., 2001). Mesmo
sendo uma proteina com grande variabilidade de expressdo nas diversas lesdes
estudadas, a maspin mostrou neste estudo um mesmo padrdo de marcacdo em todas
as lesbes. Sua expressao foi graduada em 3 em todos 0s casos de todas as lesdes e a
monotonia da marcagdo chamou a atencgdao.

Embora o ameloblastoma, assim como as outras lesdes, tenha se mostrado
intensamente positivo, as ilhotas mais distantes do centro da leséo, que possuem um
potencial invasivo maior, foram negativas para a marcagdo de maspin. I1Sso sugeriria
gue os locais com maior poder de invasividade teriam a funcéo supressora de tumor
desta proteina comprometida. Assim como uma das principais funcbes da maspin é a
interferéncia na motilidade, sua auséncia pode facilitar o desprendimento das células

destas ilhotas e a invasividade da neoplasia.
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A diferenca de expressdo da p63, assim como da maspin, nao foi
estatisticamente significante entre as lesdes estudadas. Porém, no caso da p63, a
heterogeneidade da marcagéo foi um marco. A expresséo da p63 foi heterogénea tanto
dentro de cada tipo de lesdo quanto entre as lesbes. No TOQ, a expressédo da p63
seguiu um certo padrdo, no qual a maioria dos casos mostrou positividade nas
camadas basal e parabasal, assim como o ja relatado na literatura em estudo com TOQ
com e sem recidiva, no qual os casos que ndo apresentaram recidiva também tinham
sua expressao restrita a essas camadas (FOSCHINI et al., 2006). Em outro estudo
com TOQ, essa marcagdo foi difusa por todas as camadas, sendo que as camadas
superiores dessa lesdo sempre foram negativas para a marcacdo (LO MUZIO et al.,
2005).

A marcacao de p63 nos ameloblastomas obteve em sua maioria graduagdes
2 e 3 com bastante heterogeneidade. Assim como no caso da expressédo da maspin, na
p63, também houve a negatividade das ilhotas mais distantes, com potencial mais
invasivo. Ou seja, jA que se sugere que a p63 exerca algum papel na regulacdo da
maspin (SPIESBACH et al., 2005),talvez a auséncia das duas proteinas nessas células
possa ser um fendmeno interligado.

Dentre todas as lesfes, a que mais recebeu graduacédo 3 para p63 foi o cisto
dentigero, sendo que a camada mais superficial mostrou-se negativa.

De todos os marcadores estudados, o Unico que apresentou diferenca
estatisticamente significante na sua expressédo nas trés patologias foi o bcl2. Houve
maior diferenca entre o TOQ e o ameloblastoma do que entre o TOQ e o cisto
dentigero. Sendo que a diferenca entre o ameloblastoma e o cisto dentigero foi

praticamente a mesma do que a diferenca entre o ameloblastoma e o TOQ.
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A expressdo de bcl2 no TOQ foi restrita as camadas basal e parabasal,
aguelas que possuem maior indice proliferativo do epitélio. Esse padrdo ja foi
observado em outro estudo, no qual notou-se que a proteina bcl2 tinha sua presenca
restrita & camada basal do TOQ (KICHI et al., 2005). A expressao da bcl2 na camada
parabasal s6 ocorreu nos casos em que se notava um espessamento do epitélio.
Quando o epitélio apresentava-se normal, essa expressao era restrita & camada basal.

A expressdo de bcl2 no ameloblastoma foi muito exuberante, sendo que
apenas um caso nao recebeu graduacéo 3. As ilhotas de epitélio odontogénico, que se
mostraram negativas para 0s marcadores de supressdo tumoral, mostraram
positividade para bcl2 equivalente ao restante da lesdo. Os resultados sao coerentes ao
afirmarem que, no local onde o crescimento da lesdo é mais ativo, ha o
desaparecimento da expressao dos supressores de tumor e uma superexpressao do
marcador anti-apoptotico. Ou seja, 0 crescimento da lesédo é favorecido pelo estimulo
anti-apoptotico e pela auséncia da funcéo supressora do crescimento.

No caso do cisto dentigero, houve também uma expressao de bcl2 intensa,
ao contréario, do que Kichi et al. (2005) mostraram em seu estudo, em que raros casos
de cisto dentigero mostraram marcacao, representada por poucas células. Porém, esse
mesmo autor sugere que a apoptose esta significantemente envolvida no processo de
formacéo do cisto, sendo que a apoptose acontece também ao final da diferenciacéo da
pele e dos queratindcitos orais (HAAKE; POLAKOWSKA, 1993; MARUOKA; HARADA,
MITSUYASU, 1997; MCCALL; COHEN, 1991). A literatura relacionada a tubulogénese
renal também mostra que a bcl2 tem funcdo essencial na formagdo dos tubos do

sistema renal durante a embriogénese, e que, durante a fase adulta, a superexpressao
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dessa proteina provocaria a formacao de cistos nesse mesmo sistema, provocando até
mesmo doengas com caracteristicas cisticas (NAGATA et al., 1996).

Como a homeostase de um tecido depende da regulacdo balanceada da
proliferacdo, da diferenciacdo e da morte celular é natural que, quando ocorra a
desregulacao de alguns desses mecanismos, alteracfes sejam favorecidas.

Nos casos das lesbes aqui estudadas, sugere-se que os indices de apoptose
tenham um valor maior do que os de supressores de tumor. Principalmente os que néo
possuem mutacOes e se mostraram muito parecidos em todas as lesdes. A literatura
mostra a necessidade da apoptose tanto quanto da proliferacdo, porém, em algumas
situacbes, um aumento da apoptose em um periodo adequado se torna fundamental
para o desenvolvimento normal de determinadas estruturas (NAGATA et al., 1996;
RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2005).

Isso nos permite sugerir que a superexpressdo de bcl2 possa ser
responsavel pela formacéo da cavidade cistica do cisto dentigero, mas 0s mecanismos
de supressdo tumoral, também bastante exacerbados, inibem a progressdo dessa
lesdo. O fato de no TOQ, a expressdo de bcl2 ser restrita as camadas mais baixas
sugere que, diferentemente de muitas neoplasias, a proliferacdo no TOQ esta restrita a
camada basal, ou seja, aquela que tem a funcéo fisiologica de se dividir para manter o
epitélio. Ja a presenca de apoptose nas camadas superficiais do epitélio do TOQ,
observada em estudo com o método de TUNEL, garante a formagédo de um cisto e nédo
de uma massa solida de células (KICHI et al., 2005).

A malignizagdo do ameloblastoma e do TOQ, embora rara, mostra um padrao
anormal da expressédo dos genes supressores de tumor e oncogenes nessas lesdes

(LO MUZIO el al.,, 1999; PIATELLI et al.,, 2001). A intensa presenca de bcl2 no
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ameloblastoma nao teria uma contrapartida eficaz dos supressores de tumor, o que
provocaria uma proliferacéo celular ndo balanceada por morte celular, ja que existe um
grande estimulo anti-apoptdtico que provavelmente ndo € controlado corretamente
pelos supressores de tumor, formando assim uma massa mais compacta, mas
constituida também por cistos.

Sendo assim, segundo as expressdes dessas proteinas e dos aspectos

clinicos o TOQ estaria mais préximo do cisto dentigero do que ameloblastoma.
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7 CONCLUSAO

A partir da analise quantitativa e qualitativa, nenhuma das proteinas mostrou-
se eficaz na funcdo de diferenciar as lesdes de tumor odontogénico queratocistico, de

cisto dentigero e de ameloblastoma.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PARECER DE APROVAGAO
Protocolo 161/06

O Grupo de Trabalho indicado pelo Comité de Etica em Pesquisa APROVOU o
protocolo de pesquisa “Andlise imunoistoquimica das proteinas maspin, p63,
Bcl2 e ssDNA e estudo comparativo dos indices de apoptose pelo método de
TUNEL em ameloblastoma, tumor odontogénico queratocistico e cisto
dentigero”, de responsabilidade da Pesquisadora Alexandra Fontes da Costa, sob
orientagio da Professora Doutora Marilia Trierveiler Martins.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devemn ser encaminhados a este Comité
relatérios anuais referentes ao andamento da pesquisa e ao término copia do trabalho em
‘cd”. Qualquer emenda do projeto original deve ser apresentada a este CEP para apreciagéo,
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sues

justificativas.
S3o Paulo, 09 de novembro de 2006
Prof.Dr, Rggén'o gueira de Oliveira
Coordenador do CEPFOUSP
Av Prof Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira” CEP 05508-00(

San Pauln — 8P - Nirptaria Telefay (1113001 ANA2/ANG1 . TRA7/ANGA7AAN - Camnrac N11) 1NQ1.7
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