UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CAROLINI MORAIS DE MORAES

AVALIACAO DA IMUNOEXPRESSAO DAS METALOPROTEINASES 1,2 E 9
EM TUMORES ODONTOGENICOS CERATOCISTICOS ASSOCIADOS OU
NAO A SINDROME DO CARCINOMA NEVOIDE DE CELULAS BASAIS E
CISTOS ODONTOGENICOS ORTOCERATINIZADOS

Porto Alegre
2014



CAROLINI MORAIS DE MORAES

AVALIACAO DA IMUNOEXPRESSAO DAS METALOPROTEINASES 1, 2 E 9
EM TUMORES ODONTOGENICOS CERATOCISTICOS ASSOCIADOS OU
NAO A SINDROME DO CARCINOMA NEVOIDE DE CELULAS BASAIS E
CISTOS ODONTOGENICOS ORTOCERATINIZADOS

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacao em
Odontologia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de
Cirurgido-Dentista.

Orientador: Prof. Dr. Manoel Sant'Ana
Filho

Porto Alegre
2014



CIP - Catalogagao na Publicagio

Morais de Moraes, Carolini

Avaliagdio da imuncexpressdo das metaloproteinases
de matriz 1, 2 & 9 em tumores odontogénicos
ceratocisticos associados ou ndo & Sindrome do
Carcinoma Nevdide de Células Basais e cistos
odontogénicos ortoceratinizados / Carolini Morais de
Moraes. -- 2014.

41 £.

Orientador: Manoel Sant'Ana Filho.

Trabalho de conclusio de curso (Graduacdoc) —-
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade
de Odontologia, Curso de Odontologia, Porto Alegre,
BR-RS, 2014,

1. Tumor cdontogénico ceratocistico. 2. Sindrome do
carcinoma nevoide de células basais. 3.
Metaloproteinases de matriz. I. Sant'Ana Filho,

u'-u-.n, " m-—-l— II T-':i-n".d.

Elaborada pelo Sisterma de Geragao Automdatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelofa) autor{a).




DEDICATORIAS

A DEUS

por mostrar que apesar dos espinhos presentes no meu caminho, haveréo

sempre rosas me esperando no final.

A meus pais, Derli e Carla,

pelo incentivo e apoio nesses anos de muita luta e dedicagao.

Ao Fernando,

por toda dogura, companheirismo, amizade e amor que sempre demonstrou,

em todos 0os momentos, desde a sincera amizade até a descoberta do amor.

A minha vo Tereza,

por acreditar no meu potencial e na minha vontade de vencer.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Manoel Sant'Ana Filho, por me orientar, sempre

disposto a me ajudar e, principalmente, pela confianga na minha capacidade.
A Profa. Dra Marcia Gaiger Oliveira pelo carinho, incentivo e exemplo. Sua
prontiddo em ajudar me fizeram nunca pensar em desistir. Vocé foi

indispensavel para a concluséo deste trabalho.

As técnicas Chris e Alessandra pelo auxilio no decorrer do trabalho.



"O distraido nela tropecou...

O bruto a usou como projétil.

O empreendedor, usando-a, construiu.

O camponés, cansado da lida, dela fez assento.

Para meninos, foi brinquedo.

Drummond a poetizou.

J4, David matou Golias, e Michelangelo extraiu-lhe a mais bela escultura...

E em todos esses casos, a diferenca nao esteve na pedra, mas no Homem!
N&o existe 'pedra’ no seu caminho que vocé nao possa aproveita-la para o seu
préprio crescimento.”

(Fenelon Portilho)



RESUMO

MORAES, Carolini de M. Avaliacdo da imunoexpressao das
metaloproteinases 1, 2 e 9 em tumores odontogénicos ceratocisticos
associados ou ndo a sindrome do carcinoma nevoéide de células basais e
cistos odontogénicos ortoceratinizados. 2014. 36 f. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduacdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

O tumor odontogénico ceratocistico (TOC) € um tumor de comportamento
agressivo e com altas taxas de recidiva. Pode apresentar-se solitario ou
multiplo, sendo esse ultimo muitas vezes relacionado com a Sindrome do
Carcinoma Nevoide de Células Basais. Existe ainda uma variante, denominada
de cisto odontogénico ortoceratinizado (COQ) que néo é considerada um tumor
por ter comportamento menos agressivo. As metaloproteinases (MMPs) sdo
enzimas envolvidas na degradacdo da matriz extracelular e com comprovada
participacdo em processos patoldgicos invasivos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar comparativamente as propriedades recidivantes de TOCs isolados,
associados a sindrome e COOs por meio da expressao imunoistoquimica das
metaloproteinases de matriz (MMP-1, MMP-2 e MMP-9) bem como descrever o
perfil demografico das amostras. Foram selecionados 53 casos de TOCs
isolados, 20 casos de TOCs associados a Sindrome de Gorlin-Goltz, e 10
casos de COOs e realizadas as marca¢des imunoistoquimicas para MMP-1,
MMP-2 e MMP-9. As laminas foram analisadas de acordo com o seguinte
escore: para as células epiteliais: negativo (-): menos de 5% das células
positivas; fraca (+): de 5 a 50% das células positivas e forte (++): mais de 50%
das células positivas. Para o estroma: negativo (-): de 0 a 10% das células
positivas e positivo (+) para mais de 10% das células positivas. Com relacao as
marcacfes imunoistoquimicas, observamos que em células epiteliais a MMP1
e a MMP2 demonstraram marcacéao forte nas trés lesdes estudadas, enquanto
que a MMP9 mostrou diferenca estatisticamente significativa para os escores
entre os grupos, sendo associado ao resultado forte em TOCs associados a
sindrome e negativo em TOCs isolados. No estroma, a MMP1 foi negativa em
TOCs isolados, e positiva em TOCs associados a sindrome e COOs, a MMP2
foi positiva para todas as lesdes porém sem diferenca estatistica, e a MMP9 foi
negativa em TOCs isolados e positiva em TOCs associados a sindrome,
apresentando diferenca estatistica entre os grupos estudados. Ndo houve
diferenca estatistica para as amostras de COO para os 3 marcadores. Com
relacdo aos dados clinicos, observamos que a faixa de idade mais acometida
foi de 21-40 anos para TOCs isolados e a faixa de 0-20 anos para TOCs
associados a sindrome. A localizacdo mais frequente nas trés lesGes foi a
mandibula. O TOC associado a Sindrome do Carcinoma de Células Basais
apresenta indicios de comportamento mais recidivante se comparado ao TOC
isolado ou ao Cisto Odontogénico Ortoceratinizado. Esta observacdo é
reforcada pela analise da imunomarcacgéo de MMP-9 nas trés lesfes.

Palavras-chave: Tumor odontogénico ceratocistico. Sindrome do carcinoma
nevoide de células basais. Metaloproteinases de matriz.



ABSTRACT

MORAES, Carolini de M. Immunoexpression evaluation of matrix
metalloproteinases 1, 2 and 9 in keratocyst odontogenic tumor associated
or not with nevoid basak cekk carcinoma syndrome and orthokeratinized
odontogenic cyst. 2014. 36 f. Final Paper (Graduate in Dentistry) - Faculdade
de Odontologia, Universidade Ferderal do Rio Grande do Sul.

The keratocystic odontogenic tumor (KOT) is an aggressive tumor with high
recurrence rates. It can appear as a solitary or a multiple lesion, the latter often
being associated with the nevoid basal cell carcinoma syndrome or Gorlin-Goltz
Syndrome. There is also a variant called orthokeratinized odontogenic cyst
(OOC) that is not a tumor because its less aggressive. The matrix
metalloproteinases (MMPs) are enzymes involved in degradation of
extracellular matrix with proven involvement in invasive pathologic processes.
The aim of this study was to comparatively evaluate recurrent properties of
TOCs isolates or associated with the syndrome and COOs through
immunohistochemical expression of matrix metalloproteinases (MMP-1, MMP-2
and MMP-9) as well as to profile sample population. 53 cases of isolated TOCs,
20 cases of TOCs associated with Gorlin-Goltz syndrome, and 10 cases of
COOs of Oral Pathology Laboratory FO-UFRGS and the University de La
Republic (Montevideo, Uruguay). The immunohistochemical makers for MMP-1,
MMP-2 and MMP-9 were perfomed. Slides were analysed by two examiners
according to the following score: for the epithelial cells: negative (-): less than
5% of positive cells, Weak (+) 5 to 50% of positive cells, and strong (++): more
than 50% of positive cells. For stromal: negative (-): 0 to 10% of positive cells
and positive (+): more than 10% of positive cells. We found that epithelial cells
in the MMP1 and MMP2 had strong staining in three lesions studied, whereas
MMP9 showed statistical significance between the groups, it was associated to
the strong result in syndromic TOCs and negative result in isolated TOCs. In the
stroma, the MMP1 was negative in isolated TOCs, and positive in syndromic
TOCs and COOs, MMP2 was positive for all lesions but it was not statistically
significant, and MMP9 was negative in isolated TOCs and positive in syndromic
TOCs with a significant difference between the groups. There was no statistical
difference for samples of COO for the three markers. About the clinical data, we
observed that the most affected age range was 21-40 years for isolated TOCs
and the range of 0-20 years for syndromic ones. The lesions most frequent
location in the three lesions were the lower jaw. The TOC syndromic shows
signs of more recurrent behavior compared to isolated TOC or orthokeratinized
odontogenic cyst. This observation is reinforced by the analysis of
immunostaining of MMP-9 in all three lesions.

Keywords: Keratocystic odontogenic tumor. Syndrome of basal cell carcinoma.
Matrix metalloproteinases.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Tumor odontogénico ceratocistico (TOC)

O tumor odontogénico ceratocistico era antigamente denominado ceratocisto
odontogénico e foi classificado como tumor odontogénico pela Organizagao Mundial
de Saude (OMS) em 2005. E um tumor de desenvolvimento com potencial
agressivo, comportamento infiltrativo e com alta taxa de recorréncia quando nao
tratado adequadamente. Alguns trabalhos mostraram alta atividade proliferativa e
expressdo de proteinas relacionadas com inibicdo de apoptose, assim como
haloinsuficiencia e perda de heterozigosidade no gene supressor de tumor PTCH
(cromossomo 9g22.3-q31), levando a essa sua nova classificacdo como tumor
odontogénico (SHEAR, 2000a, 2000b, 2000c; OLIVEIRA et al., 2011).

Como definicdo o tumor odontogénico ceratocistico € um tumor intra-0sseo uni
ou multicistico, de origem odontogénica, acreditando-se ter origem da lamina
dentaria e seus remanescentes (BARNES, 2009).

Clinicamente acomete individuos desde a primeira até a nona década de vida,
tendo predilecdo para a segunda e terceira década, com discreta predilecdo pelo
sexo masculino e o sitio de maior acometimento € a mandibula (65 a 83% dos
casos), principalmente na regido de angulo, estendendo-se antero-posteriormente,
com crescimento medular, causando pouca expansdo das corticais.
Imaginologicamente observa-se lesdo radiolicida bem delimitada com imagens
escalariformes e margens escleréticas (BARNES, 2009).

Microscopicamente observa-se epitélio pavimentoso estratificado
paraceratinizado com superficie corrugada, espessura de 5 a 8 camadas com
interface epitélio conjuntivo plana e camada basal bem definida, no geral, com
células cubicas ou colunares hipercromaticas e em palicada, com ndcleos
localizados distantes da membrana basal. Esse epitélio aparece em algumas regides
destacado da fina capsula de tecido conjuntivo. Pode-se observar também
freqientemente a presenca de cistos satélites ou cistos filhos na capsula (BARNES,
2009).

O tumor odontogénico ceratocistico pode apresentar-se solitario ou mdultiplo,

sendo esse Ultimo muitas vezes relacionado com a Sindrome do Carcinoma Nevoide



de Células Basais ou Sindrome de Gorlin-Goltz (GORLIN, 1960). Essa sindrome é
hereditaria autossbmica dominante, com alta penetrancia, porém pode manifestar-se
espontaneamente e a expressividade é variavel. E causada por muta¢des também
no gene PTCH. A inativacdo do supressor tumoral ocorre por mutacdo com perda de
um homélogo e com a perda do segundo homélogo por ndo-disjuncéo, delecdo ou
recombinacdo. (MANFREDI, 2004). As principais caracteristicas dessa sindrome s&o
multiplos carcinomas de células basais em pele, multiplos tumores odontogénicos
ceratocisticos e anomalias cranio-esqueléticas.

Os multiplos tumores odontogénicos ceratocisticos ocorrem em 65 a 75%
dos pacientes, geralmente em area de angulo e ramo de mandibula e tuber de
maxila, sendo uma das primeiras manifestacdes da sindrome, na primeira década de
vida. Estes tumores possuem maior agressividade e podem causar extensa
destruicdo dos maxilares envolvidos, apresentando uma alta tendéncia a recorréncia
(HONG et al., 2014; LI et al., 1994; MENDES et al., 2010a; LI, 2011).

Os carcinomas nevoides basocelulares cutaneos ocorrem em 80% dos
pacientes brancos e em 35% dos negros. As alteracdes esqueléticas sdo variadas e
as mais frequentes sdo: costela bifida, escoliose, fusdo de vértebras, espinha
cervicotoraxica bifida, calcificacbes cranianas, prognatismo mandibular, bossas
frontais e temporoparietais, encurtamento de metacarpos e hipertelorismo. Outras
caracteristicas comuns sdo anormalidades neurolégicas e sinais cutaneos palmares
e plantares (GORLIN, 2004; MANFREDI, 2004; DOWLING, 2000; VISIOLI et al.,
2010).

Essas duas variedades de tumores odontogénicos ceratocisticos (isolado ou
associado a Sindrome) ndo apresentam 0 mesmo comportamento biolégico,
velocidade de crescimento e taxa de recidiva, segundo alguns autores (LO MUZIO,
1999; KIMI, 2001; KOLAR, 2006; AMORIN, 2004). A multiplicidade de tumores, o
namero maior de cistos satélites e ilhas epiteliais nos tumores associados a
sindrome sugerem um comportamento mais agressivo e pode estar associado com
maior atividade proliferativa epitelial (LO MUZIO et al., 1999; LI et al., 1995). Além
disso, observaram-se maiores taxas de proliferacdo celular e expressdo de
oncoproteinas e genes supressores de tumor como o PCNA (SHEAR, 2000a;
PAULA et al., 2000), Ki-67 (SHEAR, 2000a; LI et al., 1995; PAULA et al., 2000) e
p53 (SHEAR 2000a; OGDEN et al., 1992; LOMBARDI et al., 1995).
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Existe ainda uma variante dessa lesdo cistica onde o epitélio € ortoceratinizado
que nao faz parte do espectro do tumor odontogénico ceratocistico, sendo
considerado um cisto odontogénico, por ter comportamento menos agressivo. Essa
lesdo € chamada de cisto odontogénico ortoceratinizado (SHEAR, 2000c) e essa
denominacéo refere-se a um cisto odontogénico microscopicamente com limitante
epitelial ortoceratinizada e clinicopatologicamente diferente do tumor odontogénico
ceratocistico, constituindo de 7 a 17% dos cistos ceratinizados dos maxilares. Essa
leséo ocorre predominantemente em adultos jovens, com relacdo homem-mulher de
2:1. Ocorrem duas vezes mais na mandibula, com tendéncia a envolver regides
posteriores. Imaginologicamente apresenta-se como lesdo radiolicida bem
delimitada unilocular, podendo ocasionalmente ser multilocular. Essa variante néo
esta associada a Sindrome do carcinoma nevoide de células basais.
Microscopicamente é constituido de epitélio escamoso estratificado, com superficie
ortoceratinizada de espessura variavel e ndo hd uma camada basal proeminente em
palicada caracteristica, como no tumor odontogénico ceratocistico. Seu
comportamento € bem menos agressivo, com taxa de recorréncia baixa, por volta de
2% (SHEAR, 2000c; LI, 1998; CROWLEY, 1992).

A maioria dos trabalhos sobre Tumores odontogénicos ceratocisticos foca em
seu epitélio sem considerar seu tecido conjuntivo, o que faz de grande importancia
estudos nesse sentido, jA que diferentes pesquisas reportaram atividade estromal
biomolecular em varias neoplasias (HONG, 2014; BJORKLUND, 2005; SALO, 1983;
SORSA, 2004; NIELSEN, 2001).

Metaloproteinases da matriz (MMPSs)

Metaloproteinases da matriz, conhecidas também como matrixinas sdo uma
familia multigénica de endopeptidases que mediam a degradacdo de praticamente
todas as moléculas de matriz extracelular e também membrana basal (KREISS,
1999; VISSE, 2003). Além disso, elas também regulam os sinais emitidos pelas
moléculas da matriz que regulam a proliferacédo, diferenciacdo, e morte celular
(CAVALCANTE, 2008; STRONGIN, 2006; CHAKRABORTI et al., 2003;
NABESHIMA, 2002). S&o secretadas por diferentes tipos celulares, e para
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transformé-las em sua forma ativa, a ligacdo de ions de Ca** ou Zn** ao seu sitio
ativo é necessaria (ALBERT et al., 1997).

Até hoje 24 MMPs foram clonadas, sendo que 23 foram encontradas em
humanos (VISSE; NAGASE, 2003).

Em paciente saudaveis, as MMPs, juntamente com outras proteinases
extracelulares, estdo envolvidas em diversos eventos fisiologicos, tais como
remodelamento tecidual, coagulacdo e quebra de fibrinogénio, apoptose, reparacao
tecidual, reacdo de resposta imunolégica do hospedeiro, regulacdo de respostas
inflamatérias, reproducéo, fertilizacdo e desenvolvimento (OWEN, 1999).

Apesar de saber que as MMPs degradam multiplos substratos, elas podem ser
dividas em seis subgrupos, de acordo com sua especificidade, chamadas de
colagenases, estromelisinas, gelatinases, matrilisinas, tipo membrana e outras
MMPs (VISSE; NAGASE, 2003).

As colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) sao capazes de clivar o
colageno intersticial I, Il, Il e outras moléculas presentes ou ndo na matriz
extracelular. As estromelisinas (MMP-3 e MMP-10) digerem componentes da matriz
extracelular, sendo que a MMP-3 é capaz de ativar varias pro-MMPs. As gelatinases
ou colagenases tipo IV (MMP-2 e MMP-9) sdo capazes de degradar colageno
desnaturado. As matrilisinas (MMP-7 e MMP-26) degradam componentes da matriz
extracelular, sendo que a MMP-7 processa moléculas de superficie celular. As
metaloproteinases tipo membrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24, MMP-17 e
MMP-25) sdo capazes de ativar a pro-MMP-2, com excecdo da MMP-14. As demais
MMPs séao classificadas como outras (MMP-11, MMP-12, MMP-20, MMP-22, MMP-
23) (VISSE; NAGASE, 2003).

As principais funcbes das MMPs 1, 2 e 9 especificamente estdo listadas na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Atividades biolégicas mediadas pelas MMPs 1, 2 e 9 (VISSE; NAGASE,

2003).

Grupo de MMP

MMPs responsavel Efeito biol6gico Substrato clivado

Colagenase MMP-1 Migracédo de ceratindcitos e Colageno tipo |
Reepitelizacédo
Agregacéo plaquetaria NI (n&o identificado)
Migracéo celular Fibronectina
Proliferacéo celular IGFBP-3
Atividades anti-inflamatérias Degradacao de IL-113
Atividades proé-inflamatérias Processamento de IL- 13 do

precursor

Gelatinases MMP-2 Crescimento neural Condroetilsulfatoproteoglicano
Migracéo celular Fibronectina
Diferenciagéo de células NI
mesenquimais em células
inflamatorias
Proliferagcéo celular IGFBP-3
Migracéo epitelial Laminina cadeia 5¥2
Atividades anti-inflamatérias Degradacao de IL-113
Reducéo de adesao celular Transgutaminase
Geracao e conversao de Endotelina e adrenomedulina
Vasconstritor
Apoptose e degeneracgéo Fator 1a (SDF-1) derivado de
Neuronal celula mesenquimal

MMP-9 Geracao de fragmento Plasminogenio

angiostatina-like

Resisténcia de célula tumoral
Atividades anti-inflamatérias
Reducéo de resposta da IL-2
Biodisponibilidade de TGF 3
Neovascularizacao do timo

Apoptose de condrdécitos e
recrutamento de
osteoclastos

ICAM-1

Degradacéao de IL-13
IL-2Ra

Precursorde TGF 3
Colageno IV
Galactina-3

A atividade funcional das MMPs é regulada por

7z

guatro mecanismos: por

controles positivos e negativos de genes de MMPs, por ativacdo do estado latente,

por diferencas na especificidade de substratos e por modulacdo de inibidores de

metaloproteinases (TIMPs). Até hoje foram descritos quatro subtipos de TIMPs

7

(TIMP-1 a TIMP-4) em vertebrados e sua expressdao é regulada durante o

desenvolvimento e remodelacao tecidual. Eles possuem um formato oval e se ligam

em fendas localizadas nas MMPs de maneira similar a seu substrato. Com a

formacdo de complexos eles bloqueiam a ativacdo de MMPs latentes (pro-MMPs) e
influenciam em sua habilidade de hidrolisar o substrato (VISSE; NAGASE, 2003).
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Demonstrou-se também posteriormente que o RECK (proteina rica em inducéo
de reversdo de cisteina com desenho Kazal) promove uma glicoproteina aderida a
membrana que suprime invasdo tumoral e angiogénese regulando as atividades das
MMPs-2,-9 e-14 (MT1-MMP) e liberando proMMP-9 da célula (SASAHARA, 2002).
Os ameloblastomas possuem diminuicdo de expressdo de RECK comparado a
germes dentais, sugerindo que a regulacdo desse inibidor de MMP participa do
desenvolvimento e progressdo desse tumor, provavelmente controlando atividades
de MMP-2, -9 e -14 (MT1-MMP) (KUMAMOTO, 2006).

As MMPs tém papel chave na migracdo de células normais e neoplasicas e
agem como moléculas reguladoras funcionando com uma cascata de enzimas e
processando proteinas da matriz. Por essa razdo, estas enzimas tém sido
fortemente relacionadas com o potencial metastatico e invasivo de muitos tumores e
canceres humanos (HOPE et al., 2014). Elas sdo produzidas por células tumorais
para que possam fazer metastase e forcar um caminho pelo estroma, penetrando na

membrana basal ate alcancar os vasos sanguineos (YE, 2000).

Gelatinases

As gelatinases de 72kDa (MMP-2) e 92kDa (MMP-9) foram inicialmente
descritas como proteinas que degradam gelatina ou colageno desnaturado por
colagenases intersticiais, mas elas também degradam varias proteinas da matriz
extracelular como colageno tipo IV e V, elastina, fibronectina e vitronectinas e séo
também chamadas de colagenases tipo IV.

Elas possuem em sua estrutura trés dominios de fibronectina, responsaveis por
sua ligacdo a gelatina, laminina, elastina e aos colagenos tipo IV e VII (NAGASE,
2006; VISSE, 2003). H4 uma combinacao entre a cisteina presente no pré-dominio e
0 zinco presente no dominio catalitico. Essa ligagdo Cis-Zn*?> mantém as pro-MMPs
inativas, prevenindo que moléculas de agua se liguem ao a4tomo de zinco, o que

ocasionaria sua ativacao (NAGASE, 2006).
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Colagenase |

A colagenase de 52kDa (MMP1) € uma colagenase que degrada os colagenos
tipo I, 11, I1l, VII, VIl e X além de outras moléculas. E uma das principais proteases
que tem o poder de degradar o dominio de tripla hélice do coladgeno tipo I fibrilar, que
€ responsavel por conectar os tecidos dando forca e rigidez e € um dos principais
componentes da matriz 6ssea organica (KUMAMOTO et al.,, 2003; ALA-AHO;
KAHARI, 2005; PARDO; SELMAN, 2005). Esta envolvida na migracdo de
queratinécitos e sua superexpressao pode ser vista em tumores malignos epiteliais
em estado avancado (PARDO; SELMAN, 2005). Ela também tem sido relacionada
com a progressao e a invasao local de Ameloblastomas (PINHEIRO et al., 2004).

A MMP1, ou colegenase |, é sintetizada por uma grande variedade de células,
como fibroblastos, macrofagos e células epiteliais e endoteliais. Possui peso
molecular de 52kDa na sua forma inativa e 41kDa na sua forma ativa (KUMAMOTO
et al., 2003; ALA-AHO; KAHARI, 2005; PARDO; SELMAN, 2005).

A relacdo entre a colagenase tipo | e as gelatinases A e B esta na habilidade da
MMP1 de clivar o colageno tipo |, que apés clivado, torna-se desnaturado formando
gelatina intersticial, que é em seguida degradada pela MMP-2 e MMP-9 (COTRIM et
al., 2002; STAMENKOVIC, 2000).

Apesar das gelatinases suprarreferidas apresentarem estrutura e especificidade
a substratos similares, suas origens celulares sao diferentes. A MMP-2 (Gelatinase
A) foi inicialmente purificada de tumor de rato com metastase (SALO et al., 1983).
Ela é secretada por células endoteliais, fibroblastos, macréfagos ou células
neoplasicas (CHAKRABARTI; PATEL, 2005) e degrada principalmente elastina. Ela
€ secretada na forma latente de 72 kDa e, quando clivada, adquire a forma de 59-
62kDa (SALO et al., 1983).

Por outro lado, a MMP-9 (Gelatinase B) é secretada por fatores de crescimento e
células pro-inflamatérias como neutrofilos, macréfagos, células alveolares e epiteliais
dos brénquios, fibroblastos, células endoteliais e células neoplasicas (ATKINSON;
SENIOR, 2003; BJORKLUND; KOIVUNEN, 2005; MAKELA et al., 1994). A MMP-9 é
sintetizada e secretada na pro-forma latente de 92kDa e processada para ser
ativada nas formas de 68-82 kDa (SORSA et al., 1992). A pr6-MMP-9 pode também

ser encontrada associada ao TIMP-1, TIMP-2.
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Quando ndo associada aos TIMPs, a MMP-2 também é capaz de degradar
coladgeno tipo I, Il e lll, possuindo atividade similar a MMP-1, sendo também capaz
de degradar fibrilas de colageno tipo | reconstituidas. Por outro lado a MMP-9 néo é
capaz de degradar o colageno soluvel ou fibrilar sobre as mesmas condi¢des que a
MMP-2, indicando que a propriedade néo € inerente a todas as gelatinases (AIMES;
QUIGLEY, 1995).

A MMP-9 degrada com maior eficacia a gelatina, mas também é capaz de atuar
sobre colageno tipo IV, V e IX e sobre a fibronectina, além de exercer papel
importante na inflamagédo e assim como a MMP-8 pode exercer atividades
antiinflamatdrias com caracteristicas protetoras (OWEN et al., 2004; SORSA et al.,
2004). A MMP-9 exerce atividade protetora sobre o sistema cardiovascular, limitando
o crescimento de plaquetas e aumentando a sua estabilidade.

Observou-se também um papel importante na degradacao de colageno IV pelas
MMPs-2 e -9 durante a odontogénese (HEIKINHEIMO et al., 1995).

MMPs e Tumor odontogénico ceratocistico

As MMPs tém um papel importante na regulacéo da integridade e composicao
da matriz extracelular de cistos odontogénicos (KUBOTA et al., 2002; OKA et al.,
2005; LEONARDI et al.,, 2005). Foi demonstrada presenca de MMP-13 na
membrana basal do tumor odontogénico ceratocistico, sugerindo que essa MMP
pode induzir migracao epitelial e potencial de crescimento maior comparado a cistos
odontogénicas como cisto radicular ou dentigero (WAHLGREN, 2003). Porém nesse
estudo ndo houve diferencas entre os tumores odontogénicos ceratocistico isolados
e associados a sindrome, ao contrario do estudo de Leonardi et al. (2010) que
mostrou diferencas na expressdo de MMP-13 e de Cavalcante et al. (2008), que
também descreveu altos indices de MMP-1,-7 e -26 em tumores odontogénicos
ceratocisticos associados a sindrome.

Oliveira et al. (2002) e Poomsawat et al. (2006) verificaram imunoreatividade
descontinua e fraca para colageno tipo IV na membrana basal do tumor
odontogénico ceratocistico também comparando-o com outros cistos odontogénicos
supracitados. Além disso, Amorin et al. (2004) observaram que ndo havia presenca

de colageno tipo IV na membrana basal da grande maioria de tumores
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odontogénicos ceratocisticos associados a Sindrome do Carcinoma Nevoide de
Células Basais.

Esses achados sugerem que a descontinuidade de presenca de colageno tipo 1V
e a sua auséncia quando associada a sindrome, juntamente com aumento da
expressdo de outras moléculas extracelulares e MMPs pode estar envolvido com o
comportamento biolégico agressivo desta lesdo. Como as MMPs responséaveis por
degradacdo de colageno tipo IV sdo as MMP-2 e MMP-9, faz-se importante a
realizacdo de estudos verificando sua expressao nesta lesdo. Além disso, também
ndo ha estudos observando expressdo de MMPs em cistos odontogénicos

ortoceratinizados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar comparativamente as propriedades recidivantes dos Tumores
odontogénicos ceratocisticos associados ou ndo a Sindrome do Carcinoma Nevoide
de Células Basais e Cistos Odontogénicos Ortoceratinizados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o perfil (sexo, idade e localizagdo da lesdo) dos pacientes
diagnosticados com tumores odontogénicos ceratocisticos associados ou ndo a
Sindrome do Carcinoma Nevéide de Células Basais e Cistos Odontogénicos

Ortoceratinizados estudados.

Avaliar a imunoexpressao das MMPs 1, 2 e 9 em células epiteliais e células
estromais de tumores odontogénicos ceratocisticos associados ou ndo a Sindrome

do Carcinoma Nevdide de Células Basais e Cistos Odontogénicos Ortoceratinizados.
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RESUMO

O tumor odontogénico ceratocistico (TOC) € um tumor de comportamento agressivo
e com altas taxas de recidiva. Pode apresentar-se solitario ou multiplo, sendo esse
altimo muitas vezes relacionado com a Sindrome do Carcinoma Nevoide de Células
Basais. Existe ainda uma variante, denominada de cisto odontogénico
ortoceratinizado (COO) que nao € considerada um tumor por ter comportamento
menos agressivo. As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas envolvidas na
degradagédo da matriz extracelular e com comprovada participacdo em processos
patologicos invasivos. O objetivo desse trabalho foi avaliar comparativamente as
propriedades recidivantes de TOCs isolados, associados a sindrome e COOs por
meio da expressdo imunoistoquimica das metaloproteinases de matriz (MMP-1,
MMP-2 e MMP-9) bem como descrever o perfil demografico das amostras. Foram
selecionados 53 casos de TOCs isolados, 20 casos de TOCs associados a
Sindrome de Gorlin-Goltz, e 10 casos de COOs e realizadas as marcacfes
imunoistoquimicas para MMP-1, MMP-2 e MMP-9. As laminas foram analisadas de
acordo com o seguinte escore: para as células epiteliais: negativo (-): menos de 5%
das células positivas; fraca (+): de 5 a 50% das células positivas e forte (++): mais
de 50% das células positivas. Para o estroma: negativo (-): de 0 a 10% das células
positivas e positivo (+) para mais de 10% das células positivas. Com relacdo as
marcacfes imunoistoquimicas, observamos que em células epiteliais a MMP1 e a
MMP2 demonstraram marcacéo forte nas trés lesdes estudadas, enquanto que a
MMP9 mostrou diferenca estatisticamente significativa para 0s escores entre 0s
grupos, sendo associado ao resultado forte em TOCs associados a sindrome e
negativo em TOCs isolados. No estroma, a MMP1 foi negativa em TOCs isolados, e
positiva em TOCs associados a sindrome e COOs, a MMP2 foi positiva para todas
as lesdes porém sem diferenca estatistica, e a MMP9 foi negativa em TOCs isolados
e positiva em TOCs associados a sindrome, apresentando diferenca estatistica entre
0s grupos estudados. Nao houve diferenca estatistica para as amostras de COO
para os 3 marcadores. Com relacdo aos dados clinicos, observamos que a faixa de
idade mais acometida foi de 21-40 anos para TOCs isolados e a faixa de 0-20 anos
para TOCs associados a sindrome. A localizacdo mais frequente nas trés lesdes foi

a mandibula. O TOC associado a Sindrome do Carcinoma de Células Basais
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apresenta indicios de comportamento mais recidivante se comparado ao TOC
isolado ou ao Cisto Odontogénico Ortoceratinizado. Esta observacdo € reforcada

pela andlise da imunomarcacéo de MMP-9 nas trés lesoes.

Palavras-chave: Tumor odontogénico ceratocistico. Sindrome do carcinoma nevoide

de células basais. Metaloproteinases de matriz.

INTRODUCAO

Tumor odontogénico ceratocistico (TOC), uma anormalidade de
desenvolvimento formada a partir de restos epiteliais derivados da lamina dentaria é
atualmente descrito como uma neoplasia benigna e ndo mais apenas como um cisto
odontogénico primordial. Foi assim reclassificado pela OMS em 2005, devido a seu
comportamento localmente agressivo e alta taxa de recidiva, principalmente apos
aplicacdo de tratamentos conservadores!?2,

Em alguns casos o TOC pode estar associado a uma sindrome denominada
Sindrome do carcinoma nevéide de células basais ou sindrome de Gorlin Goltz*, que
€ uma rara doenca autossébmica dominante, caracterizada por defeitos de
desenvolvimento, tais como costelas bifidas, e uma predisposicdo para tumores
como o TOC, multiplos carcinomas basocelulares em pele e medulloblastoma®

Em 1927, Schultz® descreveu uma variante do Ceratocisto Odontogénico, o
Cisto Odontogénico Ortoceratinizado, que devido as caracteristicas de menor
agressividade e a posterior classificacdo do primeiro como um tumor benigno ficou
imperativo que as lesdes sdo de comportamento e progressao distintos, mas de
aspecto clinico e microscépico muito semelhante’.

Recentemente, estudos vém demonstrando uma relacdo entre o
comportamento biolégico do TOC e metaloproteinases de matriz (MMPS), no intuito
de entender melhor os mecanismos envolvidos no crescimento e na expansao
desses tumores®®. As MMPs sdo enzimas proteoliticas responsaveis pela
degradacédo da matriz extracelular em processos fisiologicos e também patoldgicos.
Dentre os tipos de MMPs, a MMP1 (colagenase) é responsavel pela migracéao,
repitelizacdo, aumento da proliferacéo e atividades pr6 e anti-inflamatérias. A MMP2

(gelatinase) participa na degradacdo do colageno tipo IV e outros componentes da
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matriz extracelular como os coladgenos tipo V, VIl e X, gelatina tipo I, fibronectina e
elastina. A MMP9 (gelatinase), por sua vez, participa na degradacdo do colageno
tipo IV e V, gelatinase tipo | e V, também causa um aumento da afinidade por
colageno, tem um efeito nas atividades pré e anti-inflamatérias e é envolvida na
resisténcia celular de tumores contra os mecanismos de defesa do hospedeiro?’.

A maioria dos estudos sobre Tumores odontogénicos ceratocisticos foca em
seu epitélio sem considerar seu tecido conjuntivo, o que faz de grande importancia
estudos nesse sentido, ja que diferentes estudos reportaram atividade estromal
biomolecular em vérias neoplasias1213,

O objetivo deste estudo foi analisar comparativamente as propriedades
recidivantes de tumores odontogénicos ceratocisticos associados ou nao a sindrome
do carcinoma nevoide de células basais e cistos odontogénicos ortoceratinizados

através da expressdo imuno-histoquimica das MMPs-1, 2 e 9.
MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e pelo Comité de Etica da Universidade de La

Republica.

Selecdo da Amostra

Foram selecionados do arquivo do Laboratério de Patologia Bucal da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e do
arquivo do Laboratério de Histopatologia da Universidade de La Republica
(Montevidéu, Uruguai), de 1959 até o ano de 2012 todos os casos de TOC, TOC
associado a sindrome e COO. Também foram registrados e tabelados dados como
idade do paciente, sexo e sitio de localizacdo da lesao contidos nos prontuarios dos
pacientes.

Todas as amostras eram fixadas em formalina neutra tamponada e embebidas
em parafina. De cada bloco de parafina foram feitos 4 cortes seriados 4 ym de
espessura, um corte corado com Hematoxilina e Eosina (HE) e 3 cortes para a

técnica imunoistoquimica.
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As amostras coradas em HE foram submetidas a uma revisdo para
confirmacdo do diagndstico, andlise da qualidade e quantidade de material para
realizacdo da técnica. Inicialmente a amostra do estudo era composta por 99 casos
de TOC, 28 casos de TOC sindrémico e 15 casos COO. O critério de exclusdo das
amostras foram falta de tecido, tecido inadequado para andlise, presenca de
artefatos impossibilitando a analise, presenca de tecido mineralizado e a auséncia
de bloco de referéncia. A amostra total do estudo foi 53 casos de TOC, 20 casos de
TOC sindréomico e 10 casos de COO.

Técnica Imunoistoguimica

Apos desparafinizacdo com Xilol e reidratacdo com etanol os cortes foram
lavados com agua destilada e mergulhados duas vezes em perdoxido de hidrogénio
3% em metanol durante 15 min. Em seguida, foi realizada lavagem em PBS por
duas vezes. A recuperacdo antigénica foi realizada com solucdo de 10 ml de acido
citrico ph 6.0 (Dako Cytomation®) e 90 ml de agua destilada em steamer pré-
aguecido por 25 min. ApGs esfriamento até temperatura ambiente, as laminas foram
lavadas com solugdo de PBS por duas vezes. Os anticorpos (Anti-human,
monoclonal, MMP2, clone HPA001939, Sigma-Aldrich®, Anti-human, monoclonal,
MMP9, clone HPA001238, Sigma-Aldrich® e Anti-human, monoclonal, MMP1, clone
AV42039, Sigma-Aldrich®) foram diluidos com solucdo de tampédo TRIS pH 7,6 em
uma diluicdo de 1:300 para MMP 1, 1:50 para MMP2 e 1:100 para MMP 9,
encubados sobre os cortes em estufa a 30°C por 30 minutos e logo ap6s lavados
com solugdo de PBS por duas vezes. A seguir foi aplicado o polimero Envision por 1
hora a 30°C também em estufa e lavados com solucdo de PBS por duas vezes. As
reacoes foram reveladas através de aplicacdo de diaminobenzidina (Dako Liquid
DAB+ K 3468) e logo apés lavados com agua deionizada. Para controle positivo da
marcacdo de MMP1, MMP2 e MMP9 foram utilizadas amostras de carcinoma
epidermdide e o controle negativo foi a omissdo do anticorpo primario. Por fim, os

cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer.

Andlise das Laminas

A analise foi realizada em microscopio Optico (Olympus, modelo CX41) com

aumento de 400X, por dois observadores cegos em relacdo ao diagnostico e
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calibrados antes e durante o estudo. O teste de concordancia interexaminador
(Teste Kappa) foi aplicado durante o estudo, sendo que o indice de concordancia
maior que 0,7 foi considerado aceitavel. Foi analisada toda a extensdo do corte
histolégico e, as células do revestimento epitelial e do tecido conjuntivo
imediatamente abaixo do epitélio que apresentavam coloragdo marrom foram
consideradas positivas. Utilizou-se o seguinte escore para andlise das células
epiteliais: negativo (-): menos de 5% das células positivas; fraca (+): de 5 a 50% das
células positivas e forte (++): mais de 50% das células positivas'4. Para o estroma o
escore utilizado foi: negativo (-): de 0 a 10% das células positivas e positivo (+) para
mais de 10% das células positivas!®. As células estromais analisadas foram
essencialmente fibroblastos e a andlise foi realizada somente em areas néao-

inflamadas.

Metodologia Estatistica

Os dados foram analisados através do teste de associacdo Teste Exato de
Fisher e Teste N&o-paramétrico Kruskal-Wallis. Os resultados foram considerados
significativos a um nivel de significancia maximo de 5% (p<0,05) no Teste Exato de
Fisher e 1% (p<0,01) no Teste Nao-paramétrico Kruskal-Wallis. O software utilizado

para a analise estatistica foi 0 SPSS versédo 13.0.

RESULTADOS

MMP-1

A MMP-1 apresentou uma positividade alta, em células epiteliais de TOCs
(84%), TOCs com sindrome (96%) e COO (91%) sendo que nos TOCs com
sindrome e COO a marcacao foi predominantemente forte (Figura 1- A, D, G). No
estroma foi mais positivo em COO (67%), TOCs com sindrome (62,5%) enquanto

que em TOCs a maioria (56%) foi negativo.

MMP-2
A MMP-2 mostrou positividade alta nas células epiteliais de TOCs (98%),

TOCs (92%) com sindrome e COO (100%) sendo que todos apresentaram uma
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predominéncia de marcacéo forte. No estroma a expressao foi predominantemente

positiva em todas as lesoes.

MMP-9
A MMP-9 em epitélio mostrou diferenca significativa em relacdo aos outros

marcadores (Teste n&o-paramétrico Kruskal-Wallis). Através dos resultados
verificou-se que existe diferenca significativa para o0s escores entre 0S grupos
apenas para a variavel Epitélio MMP9 (p=0,000). Para esta variavel, verificou-se que
0 grupo TOC apresentou escores significativamente inferiores que o grupo TOC com
sindrome. Para o grupo COO néo foram observadas diferengas significativas.
Através dos resultados do teste de Associacdo (Teste Exato de Fisher)
verificou-se que as seguintes variaveis encontraram-se significativamente
associadas ao grupo:
- MMP-9 — Epitélio: observou-se que o grupo TOC estava significativamente
associado ao resultado Negativa; enquanto que o grupo TOC com sindrome estava
significativamente associado ao resultado Forte (p=0,000)
- MMP-9 — Estroma: observou-se que o grupo TOC estava significativamente
associado ao resultado Negativa; enquanto que o grupo TOC com sindrome estava
significativamente associado ao resultado Positiva (p=0,004)

Os resultados estao expressos na Tabela 1



Tabela 1.
Grupo

TOC TOC C/S COO
Variavel N % N % N % P
MMP-1 Epitélio
Negativa 8 16,0 1 4,2 1 8,3 0,436NS
Fraca 13 26,0 4 16,7 2 16,7
Forte 29 58,0 19 79,2 9 75,0
MMP-2 Epitélio
Negativa 1 1,9 2 7,7 - - 0,667NS
Fraca 8 151 2 7,7 1 10,0
Forte 44 83,0 22 84,6 9 90,0
MMP-9 Epitélio
Negativa 25 51,0 3 115 2 20,0 0,000%*
Fraca 14 28,6 2 7,7 4 40,0
Forte 10 20,4 21 80,8 4 40,0
MMP-1 Estroma
Negativa 28 56,0 9 37,5 4 33,3 0,194Ns
Positiva 22 44,0 15 62,5 8 66,7
MMP-2 Estroma
Negativa 15 28,3 5 19,2 4 40,0 0,388Ns
Positiva 38 71,7 21 80,8 6 60,0
MMP-9 Estroma
Negativa 39 79,6 11 42,3 6 60,0 0,004**
Positiva 10 20,4 15 57,7 4 40,0

NS —néo significativo; ** significativo p<0,01 (teste de Associacdo Teste Exato de Fisher)

NS —n&o significativo; ** significativo p<0, 01 (teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis)

Comparacao dos resultados obtidos entre os grupos de estudo

25
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Figura 1

Fig. 1. Exemplos da marcac¢do de MMP1, MMP2 e MMP9 em TOC (A, B, C), em TOC sindrémico (D,
E, F) e em Cisto Odontogénico Ortoceratinizado (G,H,l). Aumento original 400x.

Dados da Amostra

A faixa de idade mais acometida foi de 21-40 anos para TOCs isolados e a
faixa de 0-20 anos para TOCs associados a sindrome. Houve ainda uma predilecédo
pelo sexo masculino em TOCs isolados e cistos odontogénicos ortoceratinizados.
Além disso, a localizagdo mais frequente nas trés lesdes estudadas foi a mandibula
(TOC - 72%, TOCS - 50% e COO - 40%) (tabela 2).
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Tabela 2
Lesdes
Dados TOC TOC ¢f sindrome COO0
n=53 (%) n=20 (%)  n=10 (%)

020 10 (19%) 11(55%) 2 (20%)
Idade 2140 18 (34%) 4 (20%) 1(10%)
£40 13 (24%). 2 (10%) 2 (20%)
NI 12 (23%) 3 (15%) 5 (50%)
Sexo Masculino 25 (47%) 9 (45%) 6 (50%)
Feminino 24 (45%) 10(50%)  4(40%)

NI 4 (8%) 1(5%) 0 (0%)
Localizagio  Maxila 8 (15%) 6 (30%) 2 (20%)
Mandibula 38 (72%) 10 (50%) 4 (40%)

Mand/Max 0 (0%) 2 (10%) 0 (0%)
NI 7 (13%) 2 (10%) 4 (40%)

Dados das amostras selecionadas.

DISCUSSAO

O tumor odontogénico ceratocistico € uma neoplasia benigna, com
comportamento localmente agressivo e altas taxas de recidivat®!’. Na sua forma
multipla, estd em grande parte dos casos associada a Sindrome do Carcinoma
Nevoide de Células Basais, que € um tumor com comportamento clinico mais
agressivo e com maiores taxas de recidiva em relacdo ao TOC isoladamente?®.

Os mecanismos de crescimento e expansao e 0 consequente potencial
destrutivo de tumores odontogénicos podem ser influenciados pela secrecdo de
MMPs, que sdo proteinas produzida tanto por células epiteliais quanto por
mesenquimais®?%21, Neste estudo, avaliamos comparativamente as trés lesoes,
relacionando com sua agressividade e propriedades recidivantes, através da
imunomarcacdo das MMPs - 1, 2 e 9.

A MMP1 é uma colagenase que tem como principal funcdo degradar o
colageno tipo | fibrilar, que é o coldgeno responsavel por fazer a conexado entre os

diferentes tecidos e é o principal componente da matriz 6ssea organica®?23,
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Assim como no estudo de Ramos et al.?* em 2013, no nosso estudo houve
imunopositividade alta na expressdo de MMP1 no epitélio, porém esse dado néo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos estudados.

Ja a MMP9, é uma gelatinase que esta presente na matriz extracelular de
tumores, que possui como uma das suas principais caracteristicas a habilidade de
degradar o colageno tipo IV, que € comprovadamente o principal constituinte da
membrana basal epitelial®>?® e estAd envolvida na resposta tumoral contra
mecanismos de defesa do hospedeiro?427:28,

No presente estudo, foi observado uma diferenca significativa no comparativo
entre as lesdes em MMP9, onde houve imunomarcagéao significativamente maior de
MMP9 nas amostras de TOC associado a Sindrome em relacdo ao TOC isolado no
epitélio. Esse achado pode estar associado com os resultados do estudo de Amorim
et al.?% 2004, que observou uma area descontinua de colageno tipo IV na membrana
basal de TOCs e uma extensa area negativa de colageno tipo IV na membrana
basal de TOCs associados a sindrome, 0 que sugere haver uma degradacdo mais
importante de colageno tipo IV da membrana basal de TOCs sindrémicos, tornando
essa membrana basal mais fragil e descontinua e favorecendo uma interface
epitélio-mesénquima mais delicada desse tumor. Esse fato pode ter uma implicacao
clinica importante, pois segundo o trabalho de Tonietto°, em 2011, quando ha
rompimento do tumor durante a cirurgia, a chance de permanéncia de células
tumorais no leito cirirgico aumenta e, consequentemente, o indice de recidiva
dessas lesdes também aumenta significativamente. Essa afirmativa vem ao encontro
com o0 que outros estudos tém apresentado, que o TOC quando associado a
sindrome possui um comportamento clinico mais agressivo e maiores taxas de
recidival®.

Ainda, Silveira et al. (2007) encontraram uma forte positividade de MMP-9 no
estroma de TOCs comparados com outras lesées odontogénicas nao neopléasicas, 0
gue segundo os autores, sugere que o aumento na producdo dessa proteina pelas
células neoplasicas esta relacionado com a agressividade dessa entidade3!. Porém,
esses dados ndo podem ser nivelados com os dados do nosso estudo, visto que no
estudo ndo esta descrito haver a distingdo dos TOCs isolados dos TOCs associados

a sindrome.
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A gelatinase A ou MMP2 é participante da degradacao de colageno tipo IV, V,
VIl e X, gelatina tipo I, fibronectina e elastina?*. Com relagdo a imunomarcagéo
dessa proteina, em nosso estudo, a expressdo de MMP-2 em epitélio foi observada
em quase 100% dos casos de TOC, como relatado por outros autores3?33 no
entanto, sua expressao nao diferiu significativamente entre os grupos. Esse achado
pode ser melhor entendido, quando analisamos o estudo de Nadalin et al.3* em 2012
gque mostrou uma alta expressdo de MMP2 em cistos de caracteristicas nao
neoplasicas, como cisto radicular e cisto dentigero, que quando comparados com
tumores odontogénicos ceratocisticos apresentaram maior expressdao de MMP2 na
sua capsula fibrosa. No referido estudo, o autor explica que a maior expressao de
MMP2 nestes cistos pode ser explicada pelo fato da producdo de MMP2 ser
estimulada por células inflamatérias e interleucina-la. Isso pode sugerir que o
também grande incremento de MMP2 observado no grupo cistos odontogénicos
ortoceratinizados, pode esta relacionado com a presenca de infiltrado inflamatdrio na
capsula fibrosa dessas lesées.

No nosso estudo foi observado também auséncia de significancia estatistica
no grupo do Cisto Odontogénico Ortoceratinizado, o que indica auséncia de
degradacdo da matriz extracelular nessas lesfes, que vém ao encontro dos
resultados de outros estudos, que apontam que o COO, apesar de ser clinicamente
e radiograficamente muito semelhante ao TOC, n&o possui 0 mesmo tipo de
crescimento e raramente episédios de recidiva sdo apresentados®%®. Seu
crescimento é tipico de lesdes cisticas, sendo essencialmente por diferenca de
pressdo osmotica/ hidrostatica36:37:38:39,

Quanto aos dados clinico-morfologicos das amostras estudadas, com relagédo
a idade, foi encontrada uma predominancia do TOC na segunda e na terceira
décadas de vida e de TOC associado a sindrome na primeira e ha segunda décadas
de vida, dados que vem de acordo com dados ja descritos na literatura'®35., Com
relagdo a localizagdo dos tumores, como no estudo de Malmann et al,*® o TOC
acometeu predominantemente a mandibula dos pacientes estudados. Além disso,
houveram casos de TOC em ambos os maxilares de pacientes sindrdmicos, dado
que comprova a ocorréncia desse tumor em ambos os maxilares'®3>. Nenhuma das

lesGes estudadas apresentou predilecéo por sexo.
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Com base nos resultados encontrados, pode-se concluir que o mecanismo de
expansdo e de recidiva tanto dos TOCs como dos TOC sindromicos pode ser
influenciado, e até mesmo conduzido, pela secrecdo das metaloproteinases da
matriz (que podem estar sendo liberadas tanto pelo componente epitelial como por
células mesenquimais) e que a expressao mais exuberante da MMP-9 no epitélio e
no mesénquima dos TOCs associados a sindrome pode justificar, em parte, seu

maior indice de recidiva em relacdo ao TOC e ao COO.

CONCLUSAO

O TOC associado a Sindrome do Carcinoma de Células Basais apresenta
indicios de comportamento mais recidivante se comparado ao TOC isolado ou ao
Cisto Odontogénico Ortoceratinizado. Esta observacao é reforcada pela andlise da
imunomarcacao de MMP-9 nas trés lesdes. O Cisto Odontogéncio Ortoceratinizado
ndo mostrou diferenca estatistica significativa com relacdo aos marcadores
estudados, comprovando assim seu carater de menor agressividade.

A predilecdo do TOC associado a sindrome pelas duas primeiras décadas de
vida e a ocorréncia de casos de ambos os maxilares foi confirmada neste estudo.
Em contrapartida, TOC isolado estd associado a segunda e terceira décadas de

vidas, com predilecdo pela mandibula.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A predilecdo do TOC associado a sindrome pelas duas primeiras décadas de
vida e a ocorréncia de casos de ambos os maxilares foi confirmada neste estudo. O
TOC isolado, também como ja descrito na literatura, mostrou associacdo a segunda
e terceira décadas de vidas, com predilecdo pela localizacdo mandibular.

Com base nos resultados encontrados podemos concluir que o TOC
associado a Sindrome do Carcinoma de Células Basais apresenta indicios de
comportamento mais agressivo se comparado ao TOC isolado ou ao Cisto
Odontogénico Ortoceratinizado. A expressdo mais exuberante da MMP-9 no epitélio
e no mesénquima dos TOCs associados a sindrome pode justificar, em parte, sua
maior agressividade e maior indice de recidiva em relacdo ao TOC e ao COO. Em
contrapartida, as amostras de Cisto Odontogéncio Ortoceratinizado, nesse estudo,
ndo mostraram diferenca estatistica significativa com relacdo aos marcadores
estudados, comprovando assim seu carater de menor agressividade e

comportamento nao tumoral.
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8380ciados ou nBo @ Sindrome o carcinama nevide de células basais @ Clstos odontogenicas
G
Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

MANOEL SANT ANA FILHO - coordanador de 01/06/2012 até 301272012
MANOELA DOMINGUES MARTINS - pasquisadar da 01/06/2012 ate 301202013
MARCIA GAIGER DE OLIVEIRA - pesquisador de 010872012 até 301122013
ETIENE DE ANDRADE MUNMOZ - pesquisadar da 01062012 até 3012/2013
FSABEL DA SILVA LAUXEN - Técrico ¢ Laboratér de 010602012 até 30V12/2013

utwodoquodoéﬂaommm.mnuodoawvoemamsdum 196/96 &
complementares do Conselho Nacional de Sadde.

Forma Alegre, Torga-Feirs, 24 de Abell &9 2012

BOGO CHES
Coordenador da combesdo de dtica




ANEXO B — CARTA DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EMPESQUISA
UdelLar
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