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RESUMO

Freitas CS. Expressdo das metaloproteinases -2 e -9 em cistos e tumores
odontogénicos. Campo Grande; 2016. [Dissertacéo - Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

As metaloproteinases da matriz (MMPSs) sdo enzimas responsaveis pela degradacao
das membranas basais e dos componentes da matriz extracelular. Elas podem
degradar as macromoléculas da matriz, proteoglicanas, fibronectina, colageno
intersticial, laminina, entre outros. Estas enzimas estéo relacionadas a agressividade
e proliferacdo em cistos e tumores odontogénicos. Estas patologias merecem maior
atencdo dos cirurgibes-dentistas por afetar em maiores numeros a maxila e
mandibula.O exame clinico e radiografico pode viabilizar diagnosticos destas
patologias em seus estagios iniciais, possibilitando uma melhor terapéutica. Os
tumores odontogénicos compreendem um grupo de neoplasias, geralmente
assintomaticos e benignos, porém com potencial para se tornarem malignos.
Revestidos por epitélio, os cistos sdo cavidades patolégicas que ocorrem nos
tecidos, que em seu interior contém material semi-fluido ou fluido. Normalmente séo
benignos e assintomaticos, mas podem atingir grandes dimensdes. Justifica-se o
trabalho devido a expressdo das MMPs estarem associadas a expansao de cistos e
tumores, podendo alcancar grandes dimensdes e causar: expansdo 0ssea, dores,
reabsorcoes radiculares, perda dental e em determinados casos, cirurgias radicais
como a mandibulectomia. Células tumorais sdo capazes de produzir MMPs. A
invasividade de uma neoplasia pode ser modulada pelas MMPs e estdo envolvidas
com metastases tumorais.O objetivo desta pesquisa € identificar a expressédo de
MMPs -2 e -9 pela técnica imuno-histoquimica em cistos e tumores odontogénicos
encontrados no Laboratério de Anatomopatologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, entre os anos de 2000 e 2014,
correlaciona-los e verificar quais se mostraram mais agressivos. As laminas foram
confeccionadas utilizando a técnica imuno-histoquimica. A andlise histologica foi
realizada por dois patologias, respeitando os escores: - (auséncia de marcacao), +
(marcacéo focal, menos de 10% de células marcadas) e ++ (marcacao difusa — mais
de 10% das células marcadas). Esta marcacdo também foi classificada como fraca,
moderada ou intensa. O ameloblastoma apresentou expressédo significativa para
MMP-2 em epitélio (p<0,001) e para MMP-9 em tecido conjuntivo (p<0,001). O
ceratocisto e o cisto dentigero apenas para MMP-9 em tecido conjuntivo (p<0,001 e
p=0,005 respectivamente). Entre as 3 lesdes nao houve diferencas significantes para
a expressao das MMPs-2 e MMPs-9. Nenhuma das lesdes demonstraram possuir
maior agressividade.

Palavras-chave: ameloblastoma, cisto dentigero, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Freitas CS. Expression of metalloproteinases -2 and -9 in odontogenic cysts
and tumors. Campo Grande; 2016 [Dissertation - Faculty of Dentistry, Federal
University of Mato Grosso do Sul].

Matrix’s metalloproteinases are enzimes responsible for degradation of basement
membranes and extracellular matrix components. They can degrade macromolecules
of matrix, proteoglycans, fibronectin, interstitial colagen, laminin, and others. These
enzimes are related with the aggressiveness and proliferation on cysts and
odontogenic tumors. These pathollogies demand more attention of dentist, because
they affect in larger numbers maxilla and mandible. A clinical and radiographic
examination can enable the diagnosis of these pathologies in early stages, making
possible a better treatment. Odontogenic tumors include a group of neoplasias,
usually asimptomatic and benign, but with potential to become malignant. Epithelium
coated, cysts are pathological cavities occuring in tissues, that have fluid or semi fluid
material inside. They are normally benign and asimptomatic, but can reach great
dimensions. This work is justified because the MMPs expressions are associated
with cysts and tumors expansion, reaching great dimension, and causing: bone
expansion, pain, root resorption, tooth loss and, in some cases, radical surgery like
mandibulectomy. Tumor cells are capable to produce MMPs. A neoplasia’s
invasiveness can be modulated by MMPs, and they are involved in tumor metastasis.
The objective of this study is identify the expression of metalloproteinases -2 and -9 ,
using the immunohistochemical tecnique, in odontogenic cysts and tumors of the
Anatomopathogy Laboratory of Dentistry College of Federal University of Mato
Grosso do Sul, between the years of 2000 and 2014, correlate them, and verify which
of them showed more agressiveness. The slides were made using the
immunohistochemical tecnique. The histological annalisys was made by two
pathologists, respecting the scores: - (no markers), + (focal marks, less than 10% of
cells marked), ++ (diffuse marks, more than 10% of cells marked). This marks were
also classified as: weak, moderate and intense. Ameloblastoma showed significant
expression of MMP-2 on epitelium and of MMP-9 on conjunctive tissue. Keratocyst
and dentigerous cyst showed just of MMP-9 on conjunctive tissue. There was no
significant difference among the three lesions for the expression of MMP-2 and MMP-
9. None of them showed more agressiveness.

Keywords: ameloblastoma, dentigerous cyst, immunohistochemistry.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Média, desvio padrédo (DP) e Mediana dos valores da expressdo MMPs -
2 e MMPs -9 em laminas, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 @ 2014 (NZ116).....ccuueieeeeeaiiiiiieiieeeeeeeeiiiieee e e s ssnnneeeeeeennes 55
Tabela 2 — Média, desvio padrao (DP) e Mediana dos valores da expressdao MMPs -2
e MMPs -9 em laminas, Laboratorio de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 @ 2014 (N=116).....uuuuuruurririeieeiiieieeieee e e e e e e e e 55



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 — Numero e porcentagem de laminas segundo o género e o tipo de tumor
ou cisto, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 @ 2014 (NZ116).....cccuurieieieeiiiiiiiieeeeesiireeeee e s ssnrneeeeeeeenees 52
Grafico 2 — Numero e porcentagem de laminas segundo o a faixa etaria e o tipo de
tumor ou cisto, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 a 2014 (n=116). Em 4 (quatro) laminas n&do havia
informacéo em relacéo a idade do paciente..............uevvviiieiiiiiiie e 52
Grafico 3 — Numero e porcentagem de laminas segundo o tipo de tumor ou cisto e 0
tecido afetado, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 @ 2014 (NZ116).....uuuuueeeeeeiiiieeieeeeeeeeeaaa e ee e 53
Gréfico 4 — Porcentagem de laminas segundo a imunomarcacdo da expressao
MMPs -2 e MMPs -9, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 @ 2014 (NZ116).....cccuuuuiieeeeiiiiiieeeeeeisieeereessssneneeeeeessnees 53



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fotomicrografias da regido estromal das 1eS0es..........cccccevveieeiiiiiiiiinnnnns 49
Figura 2 — Fotomicrografias da regido estromal das 1eS0es...........cccccceevviieiiiiiiiinnnnns 49
Figura 3 — Fotomicrografia de tecido epitelial do ameloblastoma................ccccceeen..... 50

Figura 4 — Fotomicrografia das células semelhantes ao reticulo estrelado do
AMEIODIASIOMAL. ... e e e 50
Figura 5 - Fotomicrografia de tecido epitelial do ceratocCisto..............ccccoeeviviiiiiiiiinne 51

Figura 6 - Fotomicrografia de tecido epitelial do cisto dentigero..............cccvvveeeennn. 51



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

DNA Acido Desoxirribonucléico

ECM Matriz Extracelular

F Fraco

FAODO Faculdade de Odontologia

1G Guanina Unica

2G Duas Guaninas

HE Hematoxilina Eosina

I Intenso

IHQ Imuno-histoquimica

M Moderado

MEC Matriz Extracelular

MMP(s) Metaloproteinase(s)

OMS Organizacdo Mundial da Saude

RECK Proteinas Indutoras de Reversédo Cisteina
RNA Acido Ribonucleico

SNP Polimorfismo de Nucleotideo Simples

T Tumor

TC Tomografica Computadorizada

TGF B Fator de Transformacéo do Crescimento Beta
TIMP(s) Inibidore(s) Tecidual(is) de Metaloproteinase(s)

UFMS Universidade Federal de Mato Grosso do Sul



LISTA DE SIMBOLOS

Graus Celsius
Calcio
Centimetro
Centimetro cubico
Igual

Litro

Maior

Marca Registrada
Menor
Micrometro
Microlitro
Milimetro
Negativo
Porcentagem
Positivo

Vezes

Zinco



SUMARIO

(LN RERI0] 516107 TP 14
2 REVISAO DE LITERATURA ...ttt 17
2.1 MetalOPrOtEINASES. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e a s 17
2.2 LESOES OFOTACIAIS . uvvteeiiiiiiiiiiieie e e ettt e e e et e e e e e e e e e s s sa s beaeees 20
2.3TUMOIES OUONTOGENICOS . uuuiiiiieeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeaaes 21
2.3.1 Tumor odontogénico amelObIASTICO .......eevviiiiiiiiiiieeee e 22
2.3.2 AMeloblastomae MMPS.........iiiiiiii e 26
2.3.3 Diagndstico e tratamento do ameloblastoma .................oviiiiiiiiiiiiiine e, 28
2.4 CiStOS OUONTOGENICOS . ..ci i i e et e e e e e e et e e e e e e e e e e aaeeeees 31
2.4.1 Cistos 0doNtOgENICOS € MMPS......cciiiiiiiiiiiieie et 31
2.4.2 Ceratocistos odontogénicos — Caracteristicas geraiS...........ocuvveeeeriiiiivieeeeeenns 33
2.4.3 Diagnostico e tratamento do ceratocisto 0doNtOgéniCo ............cccuvveeeeeeriivennen. 35
2.4.4 Cisto Dentigero — CaracteristiCas geraliS..........cceeeeeeiriiiiieiiiiiiiiine i eeeeeeeeaeeee 37
2.4.5 Diagnéstico e tratamento do CiSto dentigero .........cccceeeveeeiiieeiiiiiieceeee 39
2.5 Técnica imuno-histoquimica — ASPECtOS gEeraiS.....ccccceviriurireeeeriiiiiiieeee e 40
S OBUIETIVOS ..ottt et e e e e e e e e e ea et e e aae 43
3.1 ODJELIVO GEIAI ... ——————— 43
3.2 ODbjetivoS €SPECITICOS .uuuuriiiiiii i e 43
4 MATERIAIS E METODO ...t 44
4.1 Aprovacao pelo COMItE de EtiCaA.....c.ioiiieeeeeeeieieeeceeee e, 44
4.2 Selecao dos blocos € dOS MAteriaiS ....ccoeeeeeeiiiiiiiieice e, 44
4.3 Preparo das [AmMINAS ........oouuiiiiiiiiiie e 44
4.4 Técnica iMUNO-NISTOQUIMICA ....uvuiiiiiiiiiieiiiee e 45
4.5 Aplicacdodo cromogeno e contra-coloracao com hematoxilina .................. 46
4.6 AvaliaCao NiStOIOQICA ..uvvviiiiiiiiieieei e 47
4.7 ANAIISE ESTALISTICA. . uuiiiiiiiiiieieie e e 47
B RESULTADOS . ... e e et e e e e e e et e e e e e e eaaans 49
B DISCUSSAOD. ..ottt bbbttt sttt s e 56
7 CONCLUSAOD. .....uiiitiitiete ettt ettt ese e ee e 63
REFERENCIAS ..ottt en s 64



14

1 INTRODUCAO

De acordo com Guimaraes et al. (2010), cistos e tumores em geral podem
sofrer acdo de varias substancias, entre elas, algumas proteinases como
as metaloproteinases (MMPSs).

Com influéncias importantes tanto na remodelacédo do tecido como durante o
desenvolvimento patolégico, as MMPs tém sido assunto de estudos recentes.
Constituem uma familia de 24 enzimas separadas por grupos: colagenases,
gelatinases, estromelisinas, tipo membrana e outras (SILVEIRA et al., 2007).

As MMPs degradam varias proteinas da matriz extracelular (MEC)
guebrando-as em suas ligacdes peptidicas especificas e sdo expressas em varios
tipos celulares e tecidos, incluindo células da musculatura vascular lisa, endotélio,
fibroblastos e células inflamatérias e tumorais. A atividade das MMPs pode ser
regulada por varios fatores como citocinas, hormonios, fatores de crescimento,
estresse de cisalhamento e estresse oxidativo. Dentre as varias metaloproteinases,
destacam-se as MMPs -2 e -9 por estarem diretamente ligadas com metastases
cancerosas (GUIMARAES et al., 2010).

A fim de viabilizar diagndsticos de doencas bucais em seus estagios iniciais
para uma melhor terapéutica, o exame visual clinico e de imagem da boca tem sido
uma estratégia de prevencdo. Tumores e cistos bucais diagnosticados em estagio
inicial proporcionam ao paciente um melhor prognéstico.A odontogénese explica a
maior ocorréncia de cistos e tumores nos 0sso0s gnaticos, ja que todos estes se
desenvolvem a partir da proliferacdo e multiplicacdo de restos epiteliais (ANTUNES
et al., 2007; VAROLI et al., 2010).

A percepgdo em saude bucal de cada individuo, além de se relacionar com os
aspectos fisicos e sugestivos da boca, também sofre grande influéncia dos fatores
econdmicos, sociais, idade e sexo. As patologias em geral, para serem percebidas
pelos pacientes, dependem de uma série de questbes, como: crencgas, critérios de
valor atribuidos a saude perdida e conhecimento da pessoa afetada. Desta forma, a
avaliacdo feita por profissionais e especialistas se difere das realizadas por
pacientes, pois estes possuem conceitos de ma saude e doenca determinados por
fatores culturais (REIS & MARCELO, 2006).

Assunto de grande interesse para o0s patologistas bucais, os tumores

odontogénicos formam um grupo heterogéneo de lesbes com diversas
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manifestacbes clinicas e caracteristicas histoldégicas, que surgem durante o
processo da odontogénese ou depois desta finalizada. Considerado benigno, alguns
com potencial de malignidade, e bastante invasivo. Sua agressividade esta
associada a fatores relacionados as préprias células tumorais e a fatores externos.
Essas patologias ndo se encontram apenas em determinadas regidées do mundo,
mas sim em diversas areas geograficas. Porém, alguns estudos mostram a
prevaléncia em determinadas areas, e ha poucos estudos publicados sobre
frequéncia dessas patologias no Brasil e na América Latina. A complexidade dos
tumores odontogénicos decorre da origem de diversos folhetos embrionarios. Alguns
tém origem ectodérmica, e outros mesodérmica (AVELAR et al., 2008; HENRIQUES
et al., 2009).

Segundo Silva et al. (2004) o ameloblastoma, € um tumor odontogénico
neoplasico caracterizado basicamente pela proliferacdo de epitélio odontogénico,
originado da lamina dentaria, com capacidade infiltrativa e destrutiva nos tecidos
adjacentes. A classificacdo do ameloblastoma ocorre de acordo com as suas
caracteristicas clinicas e radiograficas. E considerado bastante agressivo e de
grande invasividade local, com tratamento radical-mutilante. Sua agressividade esta
ligada a diversos fatores, entre eles a capacidade das células tumorais expressarem
enzimas que auxiliam no seu crescimento.

Entre as lesdes osteodestrutivas mais comuns do esqueleto humano estdo os
cistos odontogénicos. Com histogénese comum, apresentam manifestacées de
comportamentos clinicos diferentes. Ainda existem alguns questionamentos a
respeito do mecanismo de crescimento dessas lesdes. Alguns estudos mostraram
gue o seu crescimento e expansao podem envolver a destruicdo e invasdo da matriz
extracelular ostedide. Esta invaséo e destruicdo pode ter relagdo com a proliferacao
do epitélio cistico e também pela sua velocidade de destruicdo 0ssea (SILVEIRA et
al., 2007).

Pereira et al. (2010) afirmaram que os cistos sdo cavidades patolégicas que
ocorrem no interior dos tecidos, revestidos por epitélio, contendo em seu interior
material semifluido ou fluido. S&o consideradas lesdes benignas e geralmente
assintoméaticas, mas podem atingir grandes dimensdes, provocando afastamento,
perda de dentes e expansdo 6ssea. Os cistos odontogénicos podem ser divididos
em inflamatorios e de desenvolvimento. Apenas o ultimo é interessante para esta

pesquisa.
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Os cistos odontogénicos de desenvolvimento originam-se dos remanescentes
epiteliais presentes na maxila e mandibula que revestem os processos embrionarios
odontogénicos e formadores da boca e da face. Um exemplo de cisto do
desenvolvimento € o ceratocisto odontogénico. O termo ceratocisto serve para
descrever que a queratina é formada em abundancia. Seu crescimento esta
relacionado a fatores inerentes do proprio epitélio ou com atividade enzimatica na
capsula fibrosa. Muitos pesquisadores sugeriram que 0s ceratocistos odontogénicos
devam ser considerados neoplasmas cisticos e classificados como tumor
odontogénico ceratocistico, devido seu comportamento agressivo e alto indice de
recidiva (OLIVEIRA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2007, VAZ et al., 2010). O cisto
dentigero, também considerado um cisto de desenvolvimento, possui origem
especifica do epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte e estd associado a coroa de um
dente permanente ndo irrompido. Seu crescimento também esta envolvido com
fatores associados ao microambiente da leséo (VAZ et al., 2010).

Justifica-se esta pesquisa devido ao fato das metaloproteinases da matriz
serem capaz de degradar a matriz extracelular e a membrana basal das células,
principalmente o colageno tipo IV. Quanto maior for a quantidade de expresséo
desta enzima pelas células, sejam elas tumorais ou estromais, maiores as chances
de crescimento, progressao e, em casos de tumores, metatases das lesodes.

O objetivo desse estudo foi identificar, usando a técnica imuno-
histoquimica (IHQ), a expressdo dasMMPs-2 e -9 em (cistos e
tumores odontogénicos encontrados no laboratério de anatomopatologia da
Faculdade de Odontologia (FAODO) da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS) verificando a relacdo com género e idade, correlacionando as lesdes

entre si e quais delas se mostram mais agressivas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metaloproteinases

Responsaveis pela degradacdo das membranas basais e dos componentes
da matriz extracelular, e constituintes de um grupo de enzimas chamado
endopeptidases, estdo as Metaloproteinases da Matriz (MMPs). Sua descoberta se
deu através de um experimento na pele de ratos, realizado por Gross e Lapierre,
onde, uma enzima ativa ha cultura degradou a tripla hélice do colageno maduro tipo
I. S&o identificados mais de 24 tipos diferentes de MMPs, e foram divididas em 5
grupos: gelatinases, estromelisinas, colagenases, matrilisina e tipo membrana. De
acordo com sua estrutura, os membros da familia das MMPs s&o organizados em
trés dominios distintos: aminoterminais propeptideos, um dominio catalitico e
dominio tipo hemopexina no terminal carboxilico. As MMPs sdo capazes
coletivamente de degradar todas as proteinas das membranas basais e matriz
extracelular. Elas podem degradar as macromoléculas da matriz, proteoglicanas,
fibronectina, colageno intersticial, laminina, entre outros. As células mesenquimais,
leucdcitos, mondcitos, fibroblastos, células endoteliais, macrofagos e queratinécitos
estdo entres as principais células que produzem MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-8 e MMP-9). Estas células respondem a citocinas inflamatorias e fatores de
crescimento. Quando estimuladas por estes fatores, estas células liberam MMPs de
granulos especificos de armazenamento para 0 meio extracelular. Quando
secretadas, as MMPs sdo proé-enzimas inativas chamadas de Zimogenes. Estes
zimogenes sao clivados no ambiente pericelular, através da quebra de uma ligacao
de cisteina Zn++. Apés esta clivagem, os zimogenos (antes inativos), passam a se
tornar MMPs (ativas) (SOUZA & LINE 2002; NAVARRO et al., 2006; GUIMARAES et
al., 2010).

Respostas a estimulos especificos, em sua maioria estimuladas por células
inflamatorias que invadem o tecido, sdo responsaveis por desencadear a acédo das
metaloproteinases da matriz. As evidencias sugerem gue o papel das colagenases é
degradar principalmente o colageno tipo | e IV presente na matriz extracelular, que
mais tarde, é também degradado por outras proteinases. Algumas importantes

doencas possuem relacdo com a atividade das MMPs, como: aneurisma da aorta
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abdominal, infarto agudo do miocérdio, artrite reumatoide e cancer. Nos casos de
cancer, as MMps estdo associadas a metastase tumoral. Através de suas atividades,
facilitam o caminho das células tumorais até o estroma circundante. As células
tumorais penetram a membrana basal até o encontro com um vaso sanguineo. As
MMPs também participam da remodelagédo 6ssea, desenvolvimento embrionario e a
involugdo pos-parto, sendo estes considerados processos normais do organismo.
Foram encontrados em alguns estudos em regides promotoras de MMPs,
polimorfismo do &cido desoxirribonucléico (DNA). O Polimorfismo denomina-se uma
variagao na sequéncia do DNA que afeta somente uma base, e, quando ocorre em
uma populacdo com indice maior que 1%, é chamado de polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP). Se a frequéncia for menor que 1%, o polimorfismo é
considerado apenas uma mutacdo. A delecédo ou inser¢cdo de uma guanina cria uma
mutacdo com dois diferentes alelos, que pode conter uma guanina Unica (1G) e
outro possuindo duas guaninas (2G). As MMPs sdo secretadas por tumores que
carregam o0 alelo 2G, e a presenca deste polimorfismo estd associada ao
desenvolvimento do cancer (SOUZA & LINE 2002).

As MMPs sao denominadas metaldependentes por conter Zn++ no sitio de
acdo catalitica e necessitar de Ca++ para sua atividade e estabilidade. Quando
houver excesso de atividade das MMPs nos tecidos, o processo patolégico da matriz
extracelular pode se instalar. Para o controle dessa atividade, existem 4 vias
possiveis: por diferenca de especificidade do substrato, por ativacdo dos
precursores, por regulacao na transcricdo nos genes das MMPs, e por inibidores de
MMPs (TIMPs). Os TIMPs sao proteinas pequenas que regulam a habilidade de
hidrolisar um substrato e o nivel de ativacdo das MMPs. Existem descritos na
literatura quatro membros da familia TIMP. A homeostase da matriz extracelular é
dependente de um equilibrio entre TIMPs e MMPs. Componentes como zinco e
cadmio inibem as MMPs da matriz do esmalte dentario. Estanho, mercurio, zinco,
cobre, tetraciclina (inibe a colagenase dos tecidos e fluido gengival, independente da
sua atividade antibacteriana) podem inibir a baixas concentracdes as MMP-2 e
MMP-9. Acredita-se que 0 zinco ou outros ions metalicos interagem com residuos de
aminoacidos causando alteracbes conformacionais na funcéo cataliticas das
enzimas e as tornem inativas, porém este mecanismo ainda nao foi totalmente
compreendido (SOUZA & LINE 2002; NAVARRO et al., 2006; MIYAGI et al., 2008).
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Segundo Costa et al. (2008), no grupo das gelatinases estdao as MMPs -2 e -
9, que tém a capacidade de degradar colageno 1V, V, VIl, X e Xl, elastina,
componentes menores da matriz e sdo secretadas pelos osteoblastos. Também
envolvidas no processo de diferenciagéo celular, apoptose e angiogénese, essas
MMPs atuam diretamente na degradacdo da membrana basal, favorecendo a
invasao de células tumorais.

Pacientes portadores de periodontite apresentam indices elevados de MMP-9
e MMP-2 e, ap0s tratamento periodontal, a quantidade de gelatinases diminui.
Metaloproteinases também estdo associadas a perda de implantes, por estarem
presentes no fluido sulcular peri-implantar. O uso de tetraciclina nos tratamentos
periodontais evita a destruicdo do periodonto e da superficie radicular. Foi
demonstrado em pesquisas também, que a ativacdo das MMP-2 e MMP-9 tem papel
na destruicdo da dentina pela acdo da cérie. Existem evidencias indicando que
durante a atividade da carie radicular, as MMPs s&o responsaveis por degradar a
matriz organica da superficie, porém este papel ainda ndo € totalmente
compreendido. As diferentes formulacfes do amalgama demonstram que ele pode
se comportar de varias formas em relacdo a inibicdo das MMPs, sendo uma das
formas a presenca de mercurio, inibidor da colagenase. O éxido de zinco tem a
capacidade de reduzir a atividade inflamatéria e aumentar a epitelizacéo das feridas.
Estudos tém mostrado que esta substancia pode estimular a cura de feridas agudas
e cronicas. A inibicdo das MMP-2 e MMP-9 pelo 6xido de zinco pode ser um dos
mecanismos de cicatrizacdo que ele tem sob feridas, porém esta questdo ainda é
controversa (SOUZA & LINE 2002).

A invasividade de uma neoplasia pode ser modulada pelas MMPs. Células
tumorais sdo capazes de produzir MMPs. Estas, durante as metastases sintetizam
as MMPs para degradar os tecidos vizinhos, estromas e conseguir ultrapassar a
membrana basal do vaso sanguineo. Estudos através da técnica imuno-histoquimica
mostraram estar presentes as MMP-2 e MMP-9 nas formas ativas e inativas em
cortes de ameloblastomas. Elas podem estar envolvidas desde a formacgéo inicial do
tumor, quanto na modulacdo, proliferacdo, angiogénese e apoptose,
desempenhando um papel fundamental no processo de invasao local da patologia
(NAVARRO et al., 2006; MIYAGI et al., 2008).
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2.2 Lesdes orofaciais

Constituindo duas das mais importantes estruturas anatbmicas do corpo
humano, estdo a cabeca e o rosto. Responséveis por acomodar 6rgaos vitais como
0 cérebro e outros ndo menos importantes como nariz, labios, olhos e musculos das
expressodes faciais, estes sdo fundamentais para suas devidas funcbes e também
para a estética. Defeitos ou problemas em quaisquer dessas estruturas podem
afetar significativamente o bem-estar, a vida social e o estilo de vida do ser humano.
Problemas de fonacéo, alimentacdo e degluticdo, infecgbes recorrentes, dificuldade
de limpeza levando ao mau cheiro, sdo alguns dos problemas que costumam ocorrer
com pacientes que possuem defeitos faciais. Esses defeitos faciais podem resultar
de varias razdes que incluem traumas, infec¢bes e tumores (REIS & MARCELO,
2006; ANTUNES et al., 2007; RASHID & BASHIR, 2015). Resseccao de tumores
malignos ou benignos na mandibula podem causar complica¢cdes funcionais,
emocionais e estéticas, caso ndo sejam diagnosticados e tratados devidamente
(SOUZA et al., 2014).

O local mais acometido por cistos e tumores odontogénicos é a mandibula.
Alguns sao originados de uma inflamagéo ou a partir dos restos epiteliais do dente.
Em geral, algumas destas lesbes apresentam comportamento agressivo e
alteracdes neoplasicas, por isso é de grande importancia a realiza¢do da bidpsia, o
exame histopatolégico mais detalhado e escolha do melhor tratamento.As patologias
odontogénicas apresentam prevaléncias diferentes de regido para regido do planeta.
Essa diferenca na prevaléncia em diversas partes do mundo pode estar relacionada
a fatores ambientais e a raca.Conjunto de critérios como idade, género e localizacéo
da lesdo sao importantes para estabelecer com melhor precisédo a ocorréncia dessas
patologias nas diferentes populacdes, como também auxiliam no diagnadstico,
tratamento e reabilitacdo dos pacientes (BAGHAEI et al., 2014; SEKERCI et al.,
2015).

De todas as amostras bucais, o0s cistos representam 10,4%. Dentre os cistos,
0 mais prevalente € o cisto periapical, seguido pelo dentigero e ceratocisto. Atingem
mais homens do que mulheres (1,86:1), e mais a mandibula do que a maxila (3:1).
Para os tumores, o indice de representatividade das les6es na cavidade bucal € de
1,78%, sendo que o mais prevalente € o odontoma, seguido pelo ameloblastoma

(80,1%). Em criancas, pesquisas mostraram que 16,4% das patologias bucais sao
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tumores benignos. Contudo, o correto é que 0s pacientes sejam incentivados a
consultas periodicas. Cirurgides-dentistas devem realizar exames clinicos e
radiograficos de rotina por serem responsaveis pela deciséo inicial das bidpsias em
pacientes com patologias suspeitas. Quanto mais cedo diagnosticada a lesao,
melhor o progndstico e tratamento, minimizando problemas mentais, fisicos e
dificuldades sociais. Isto € valido ndo apenas para cistos e tumores, mas para todas
as patologias intra-bucais (BAGHAEI et al., 2014).

2.3 Tumores odontogénicos

Os tumores odontogénicos sdo alvo de muitas pesquisas e publicacbes
cientificas em todo o mundo. Derivam do ectomesénquima ou mesénquima dos
tecidos epiteliais que originam o dente. Sao considerados um grupo heterogéneo de
leses neoplasicas de dificil diagnostico, raros e com chances de recidiva. Estes
tumores possuem um possivel comportamento agressivo e variagdes histologicas
consideraveis, que podem ser classificadas em malignas e benignas (AVELAR et al.,
2008; HENRIQUES et al., 2009; SEKERCI et al., 2015;).

Até o ano de 2005 existia muita controvérsia que necessitava de
esclarecimento a respeito da etiopatogenia dessas doencas, para que pudessem
classifica-las e diagnostica-las devidamente. Com a ajuda da genética, provas
imuno-histoquimicas e observacdes no comportamento bioldégico dessas lesdes,
mudancas na classificacdo destes tumores foram realizadas. Em 2005 a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reclassificou algumas destas patologias,
trazendo como novidade: a mudanca do ceratocisto odontogénico, que passou a ser
considerado um tumor benigno chamado tumor odontogénico ceratocistico. A
divisdo em 3 entidades do cisto odontogénico calcificante (agora em 2 entidades
benignas e 1 maligna); a origem do tumor odontogénico adenomatdéide, que antes
era do ectomesénquima, e agora do epitélio odontogénico com estroma fibroso; a
constatacdo de que o tumor odontogénico de células claras é de fato maligno,
chamado entdo de carcinoma odontogénico de células claras; e algumas mudancas
a respeito de subtipos e terminologia. Sendo assim, a atual classificagdo dos
tumores odontogénicos epiteliais segundo a OMS é: Tumores benignos: T.

odontogénico epitelial calcificante, T. odontogénico adenomatoide, T. odontogénico
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ceratocisto, ameloblastoma (e suas variantes), T. odontogénico escamoso; Tumores
malignos: Carcinoma de células escamosas intradsseo, Carcinoma odontogénico de
células fantasmas, Carcinoma odontogénico de células claras, Ameloblastoma
metastatizante, Carcinoma amelobléstico (HENRIQUES et al., 2009).

Na espécie humana, sdo raros o0s casos de tumores de tecidos
odontogénicos, totalizando cerca de 1% de todos 0s tumores que ocorrem na
mandibula. Em 1971 foi publicado pela OMS o primeiro sistema de classificacao
internacional para tumores odontogénicos. Essa classificagéo foi revisada em 1992 e
atualizada em 2005. Com distribuicdo geografica variada, sua etiologia é
desconhecida e seu desenvolvimento ocorre sem causa aparente. A maioria dos
tumores odontogénicos possue curso indolor da doenca, fato que o deixa
imperceptivel até atingir grandes dimensdes. Possuem crescimento auto-limitado,
fato que muitos pacientes ndo sentem necessidade de consultar um dentista clinico-
geral ou um cirurgido buco-maxilo. Para melhor estabelecer a expressao destas
lesGes em determinadas populaces é necessario conhecer as suas caracteristicas,
desta forma se torna mais simples identificar os possiveis fatores associados ao seu
desenvolvimento, os grupos de risco e auxilia a desenvolver mais precisamente 0s
diagnosticos. Estudos mostram incidéncias de 0,74% na Europa, 1,82% na América
do Sul, 1,55% na América do Norte, 3,9% na Asia e 9,6% na Africa. Destas lesdes,
94,4% se mostram benignas e 5,6% malignas, destacando assim a possibilidade de
malignidade dos tumores odontogénicos (SEKERCI et al., 2015).

Os tumores odontogénicos sdo de grande importancia clinica pois, mesmo em
sua maioria serem classificados como benignos, possuem potencial para
comprometer a saude e longevidade do paciente (ANYANECHI et al., 2014).

Algumas das patologias odontogénicas benignas sdo os ameloblastoma e o
ceratocisto odontogénico. Entretanto, possuem comportamento altamente agressivo,
podendo alcancar grandes dimensdes e consequentemente espalhar para além das
suas margens radiograficas e clinicas, invadindo outros tecidos, causando

deformidade Ossea e ter altas taxas de recorréncia (KUMAR, 2015).

2.3.1 Tumor odontogénico ameloblastico
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Chamado em 1885 de Adamantinoma (termo atualmente utilizado para ilustrar
uma forma rara de cancer 6sseo), o ameloblastoma (termo criado por Ivey e
Churchill em 1930 e atualmente aceito) € responsavel por 9 a 14% de todos os
tumores odontogénicos. O ameloblastoma € origindrio do epitélio odontogénico,
surgindo durante a fase de formacgéo dentéria, a partir do desenvolvimento do érgao
do esmalte, de crescimento lento. Sua nomenclatura deriva da palavra em inglés
"amel”, que significa esmalte e da palavra grega "blastos”, que significa germe, e foi
descrito pela primeira vez em 1827 por Cusack. Seu pico de incidéncia estd na
terceira e na quarta décadas de vida. E relatado como o mais frequente em
populacdes brasileiras, egipcias e chinesas, seguido pelo tumor odontogénico
ceratocistico e o odontoma. Atinge em maiores numeros a mandibula. Possui
pequena predilecdo pelo sexo masculino e ocorre com maior frequencia em molares
mandibulares (80%, proporcdo 5:1 em relagdo a maxila). E considerado benigno,
indolor, de comportamento agressivo e invasivo, raro e com altos indices de recidiva,
com tratamento cirlrgico conservador (cerca de 90% de chances de reincidéncia).
Esta patologia pode chegar a grandes dimensfes causando assimetria facial, ma
oclusado, deslocamento de dentes e fraturas dsseas/patolégicas. Normalmente com
multiprofissionais, o tratamento cirargico radical apresenta menores indices de
recorréncia quando comparado ao tratamento cirlrgico conservador. Porém, existem
relatos na literatura de reincidéncias deste tumor apos o tratamento radical. Com
tratamento cirargico radical, o indice de recidiva baixa para 5%. Por ter
comportamento biolégico altamente varidvel, o mecanismo de recorréncia € bastante
complexo. As recidivas podem ocorrer até 45 anos ap0s o tratamento inicial. Além
do surgimento a partir da formacdo de um dente, esses tumores podem surgir
também a partir do revestimento epitelial de cistos odontogénicos ou células da
camada basal da mucosa. E raro os relatos de ocorréncia em criancas (10% a 15%),
e quando ocorrem atingem a média de idade de 14,5 anos (MADHUP et al., 2006;
RAM et al., 2010; CHANTRAVEKIN & KOONTONGKAEW, 2014; CIORANU et al.,
2014; LIN et al., 2014; MAZGHI et al., 2014; CHAE et al., 2015; MASTHAN et al.,
2015; SEKERCI et al., 2015).

O ameloblastoma, de acordo com a OMS, é dividido em 4 classifica¢des,
conforme seu aspecto radiografico, comportamento clinico e caracteristicas
histol6gicas. S&o eles: solidos (multicisticos), unicisticos, desmoplasticos e

periférico. O subtipo mais agressivo, que contém varios espagos cisticos,
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responsavel por aproximadamente 86% de todos os casos de ameloblastoma é o
multicistico. Este subtipo também possui suas classificacbes que podem ocorrer
isoladamente ou em associacfes de diferentes padrdes, sdo eles: basaldide,
plexiforme, acantético, folicular e de células granulares. Quando ocorre em
associacgdes, o tumor é classificado de acordo com o padrédo predominante. Os mais
comuns sao o folicular (27,7%) e plexiforme (21,1%). Os de células granulares
representam cerca de 5% de todos os casos, e quando ocorrem, normalmente € de
forma associada principalmente com o padrdo folicular. O tipo unicistio representa
de 5 a 25% dos casos, sendo menos comum que o tipo multicistico, porém, atinge
uma populacdo mais jovem. Possui as variantes: intraluminal, simples, luminal e
mural. O tipo periférico € o menos comum. Poucos possuem potencial maligno,
cerca de 2 a 4,5% de todos os casos, podendo ocorrer metastases e atingir o
pulméo - local mais comumente atingido (SILVA et al. 2004; CIORANU et al., 2014;
SINGH et al., 2014; CHAE et al., 2015).

Nos casos de ameloblastomas em criangcas, a prevaléncia € do subtipo
unicistico, com nameros préximos a 95%. Para o tratamento em criancas, ainda ha
discussdo. Quando se trata do subtipo unicistico, bons resultados podem ser
alcancados utilizando procedimentos conservadores (curetagem e enucleacao).
Contudo, se for do subtipo multicistico, recomenda-se tratamento semelhante aos
adultos, com cirurgia ressectiva, com margens de seguranca de 1 cm. Sao raros 0s
relatos de metéstases (2 a 5%), porém quando ocorrem atingem pulmé&o, linfonodos
cervicais, vértebras, cranio, diafragma, glandula parétida e figado respectivamente.
Um intervalo de 0,3 para 31 anos é o tempo em média do diagndstico inicial de
ameloblastoma para o aparecimento de metdstases pulmonares. Metastases
pulmonares podem ocorrer por trés vias: aspiracdo, linfatica e hematogénica,
podendo estar associadas as varias tentativas cirdrgicas de retirada do tumor
(CIORANU et al., 2014).

Em alguns casos podem ocorrer variantes, mas estas nado diferem no
comportamento  biolégico do tumor e nem no prognostico, como:
gueratoamelobastoma papilifero e ameloblastoma hemangiomatoso, este ¢é
considerado uma variante rara de tumor ameloblastico. Estima-se cerca de apenas
15 casos documentados. Este tumor possui em seu estroma espagos contendo
muitos vasos capilares e sangue. Podem acarretar em complicacdes cirurgicas, que

devem ser lembradas durante o planejamento do tratamento. A vascularizacdo pode
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se origimar do crescimento de um hamartoma ou como como parte do processo
neoplasico, porém a origem do componente vascular ainda ndo é compreendida
claramente. Algumas das teorias propostas sdo: representar uma nheoplasia
separada; ma formacdo de hamartoma; angiogénese no desenvolvimento do tumor;
incidente traumatico; entre outras. Entre as hipoteses, sugere-se que durante a
odontogénese, a inducdo da formacdo dos vasos sanguineos resulta em uma
proliferacdo anormal, se transformando assim em um componente do tumor. O
trauma durante as extra¢des cirlrgicas pode induzir a formacédo de tumores a partir
das células do ligamento periodontal, pois, qualquer alteracdo na reparacdo dos
tecidos pode formar tecido de granulacdo, que consiste na formacdo de novos
capilares e células endoteliais (KASANGARI et al., 2015).

Embora seja mais comum o aparecimento do ameloblastoma em mandibula,
quando encontrado na maxila atua de forma mais agressiva. A maxila possui
espessura Ossea cortical menor que a mandibula, fato que pode acelerar o
crescimento do tumor, podendo invadir o sistema nervoso central estendendo-se
além dos limites do osso maxilar, diminuindo a taxa de cura cirdrgica. Em alguns
casos, estes tumores sao tratados apenas com curetagem e sem um detalhado
exame histoldgico, resultando assim em uma alta taxa de recorréncia e morbidade
(CHAE et a., 2015).

Poucos estudos oferecem informacdes sobre a maneira de crescimento
desses tumores, devido ao fato de serem tratados durante décadas apds sua
primeira apresentacdo e sem que o diagnéstico fosse confirmado. Para prever a
“agressao bioldgica”, algumas pesquisas demonstraram calculos de crescimento
mensal estimado dos tumores, dividindo o volume médio do tumor no momento da
aparicdo pela duracdo dos sintomas. De acordo com esse calculo, incluindo a
suposicdo de que esses tumores possuem crescimento de forma linear, o
ameloblastoma multicistico tem a taxa de crescimento mais veloz (0,81 cm3/ més) e
o ameloblastoma periférico o crescimento mais lento (0,17 cm3/més). O
ameloblastoma desmoplasico também é considerado menos agressivo (0,36 cm3/
més) que o subtipo multicistico, sendo esse fato devido a desmoplasia atuando
como uma barreira limitante do tumor. As evidéncias mostram que inicialmente
esses tumores apresentam crescimento lento, contudo, mais tarde o0 seu
crescimento acelera. Inicialmente sao indolores, porém podem causar complicacdes

como edema, anemia secundaria, sangramento nas ulceracdes, obstrucéo levando a
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pequena abertura de boca, obstrucdo das vias aéreas, dificuldade de mastigacgéo,
fonacao, degluticdo e perda de denticdo (BAGHAEI et al., 2014).

A maioria dos estudos de tumores foca apenas as alteracBes celulares,
porém, o microambiente do tumor também exerce fator de grande importancia na
sua proliferacdo e invaséo. Existem anormalidades no estroma do ameloblastoma, e
estes podem ser classificados em trés grupos: fatores de crescimento (como o fator
de transformacdo do crescimento beta - TGF B ); citocinas osteoliticas e
osteoprotegerina; e proteinases que degradam a matriz extracelular
(metaloproteinases da matriz - MMPs) (CHANTRAVEKIN & KOONTONGKAEW,
2014).

2.3.2 Ameloblastoma e MMPs

Pesquisa realizada por Matos et al. (2012), avaliou a expressdo em
ameloblastomas de MMP-1, -2, -7, -9 e -26 e TIMPs -1 e -2. Foi constatado que a
MMP-9 coopera com a progresséo tumoral, refletindo no seu comportamento clinico.
Verificou-se que o estroma do tumor representa fonte de MMPs, que podem ser
reguladas por condicbes que promovem o crescimento do tumor, através da
degradacédo dos tecidos adjacentes. Concluiram que as MMPs estdo associadas ao
comportamento biolégico do ameloblastoma e que participam da recorréncia e do
processo de invasédo de algumas lesées odontogénicas.

Para melhor esclarecer o comportamento do ameloblastoma, Florescu et al.
(2012) investigaram através da imuno-histoquimica as reacbes entre diferentes
variacbes deste tumor. Eles utilizaram a MMP-9, TIMP-2, E-caderina e vimentina.
Foram identificadas para a MMP-9 intensidades variaveis de atividade no epitélio da
neoplasia e no estroma ao redor do tumor. Esta MMP se mostrou intensa na variante
histol6gica acantomatosa. Os resultados da pesquisa mostraram também que no
estroma, independente da variante histologica, foi constatado maior potencial
invasivo. Concluiram que os marcadores utilizados demonstraram influencia no
crescimento do tumor.

Ribeiro et al. (2009) compararam a expressao de metaloproteinases-1, -2, e-9
no ameloblastoma sélido e no tumor odontogénico adenomatoide. Foram utilizados

20 ameloblastomas sdlidos e 10 tumores adenomatdides. As metaloproteinases
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foram avaliadas através da técnica imuno-histoquimica. Na imunoexpressdo as
MMPs-2 se mostraram reativas em 65% dos ameloblastomas, no que diz respeito as
células do estroma. As MMPs-9 se mostraram reativas tanto em células do estroma
como em células do parénquima. Os autores concluiram que as MMPs estédo
relacionadas a progressao e ao crescimento dos tumores analisados. Concluiram
também que a agressividade do ameloblastoma pode estar relacionada a
participacdo ativa das células do estroma.

O estudo de Shen et al.,, (2010) objetivou examinar a associagdo entre
proteina rica em cisteina (SPARC) com MMP-1, MMP-2 e MMP-9 em
ameloblastoma. As MMPs -1,-2 e -9 e SPARC foram detectadas nos citoplasmas
das células ameloblasticas, em células semelhantes ao reticulo estrelado e na
regido estromal (fibroblastos e células endoteliais). Os autores sugeriram que existe
uma associacao entre SPARC e MMPs (principalmente a —9) regulando a invasao
do tumor.

Siqueira et al. (2010) demonstraram em seu estudo a expressdo da MMP-9,
fatores de crescimento e TIMP-2. Como resultado concluiram que a MMP-9 e as
outras enzimas da pesquisa possuem atividades relacionadas ao crescimento e
invasdo do tumor. O ameloblastoma apresentou tanto as MMPs-9 como os fatores
de crescimento e TIMP-2 em células neoplasicas e estroma, sendo que a maior
parte estava presente em regido de estroma.

Na tentativa de verificar relacdo entre a atividade proliferativa dos
ameloblastomas e a acado das metaloproteinases 1, 2 e 9, Pinheiro et al., (2004)
pesquisaram através da imuno-histoquimica e métodos bioquimicos (zimografia e
Western blotting) se as MMPs se encontravam latentes ou ativas no tecido. Eles
concluiram que as MMPs possuem grande influéncia na invasividade local dos
ameloblastomas.

Zhang et al., (2009) afirmaram que tumores apresentam importante papel na
sua propria regulacdo, remodelando a matriz extracelular e degradando a membrana
basal atraves de MMPs sintetizadas por suas proprias células. Quando ativa a MMP,
ocorre degradacdo de colageno 1V, facilitando a invasdo dos tumores, através da
regulacdo e adesao entre as células e matriz.

Yoon et al., (2011) declararam que a através da expressao das MMP-2 e -9,

que sdo capazes de degradar o colageno tipo IV, componente principal da
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membrana basal, ocorre uma maior invaséo das células tumorais e maiores chances
de metastases em carcinomas de boca.

Jiang et al. (2008) relataram que o padrao de crescimento do ameloblastoma,
principal caracteristica bioldgica, € considerado extremamente invasivo, com altas
taxas de recorréncia pos-operatéria. Sua patogenia e seu crescimento invasivo
ainda ndo sao totalmente esclarecidos, contudo, sabe-se que a expressdo de MMPs
contribui para esses fatores. Elas sdo capazes de degradar a membrana basal e a
matriz extracelular.

O estudo de Fregnani et al., (2009) destacou a importancia de conhecer os
marcadores das lesdes odontogénicas. Eles alegaram que a ativacdo das MMPs
pode promover a liberacéo de fatores de crescimento e citocinas, melhorando assim
as condi¢cOes para a migragcao celular e a angiogénese. Relataram o envolvimento
de miofibroblastos na expressdo de MMPs e afirmaram que estas células estdo
presentes em grandes quantidades no estroma de ameloblastomas.

Kumamoto et al.,, (2003) avaliaram em ameloblastomas, componentes
estromais e germes dentarios a expressado das MMPs-1,-2 e -9 e TIMPs -1 e -2. As
células da regido estromal do ameloblastoma tiveram marca¢des muito significativas
para a MMP-9, enquanto que as células tumorais apresentaram fraca marcacéo para
a MMP-2. Eles obtiveram como conclusdo que a expressdo de TIMPs e MMPs esta
associada a interacdes celulares nos tumores odontogénicos ameloblasticos e estas
moléculas desempenham um papel na regulacdo da progresséo desta lesao.

Wang et al. (2008) conduziram um estudo para avaliar o papel das MMPs-2
na invasdo do ameloblastoma. Foi constatado que as células analisadas
expressaram citoqueratina e MMP-2. Através de experimentos, conseguiram inibir a
acdo das MMPs-2 por interferéncia no acido ribonucleico (RNA). Esta inibicdo
reduziu os locais de invasdo das células tumorais, podendo servir de terapia para

estas lesodes.

2.3.3 Diagnostico e tratamento do ameloblastoma

Para o tratamento, informacdes clinicas, radiogréficas e histolégicas precisas

devem ser bem esclarecidas. E fundamental para o diagndstico o exame

histopatolégico. Além dessas condices, ha necessidade de avaliagdo do tamanho
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da lesdo, sua localizagdo, sua anatomia, sua variante histolégica e a anatomia
adjacente envolvida. Ameloblastomas sdo descobertos normalmente em radiografias
de rotina (aspecto de bolhas de sabdo, com destruicdo 6ssea) ou devido a quedas
dentarias e deformidades na face. Caso ndo seja tratado, pode causar significativa
morbidade e em alguns casos até a morte, mas, se tratado de forma correta, possui
bom prognostico. Existem escolas que defendem o tratamento cirargico mais radical,
com resseccdo Ossea contendo margem de seguranca de 1 a 1,5cm. Em
contrapartida, existem escolas que acreditam que o tratamento cirdrgico mais
conservador, através da enucleacdo do osso adjacente € o melhor tratamento a ser
realizado. Contudo, ndo se comenta a respeito da utilizacdo de radiacdo, pois
acredita-se que esta técnica nao interfere no tratamento da lesdo (MAZGHI et al.,
2014; SINGH et al., 2014).

Em alguns casos, estes tumores sdo tratados apenas com curetagem e sem
um detalhado exame histolégico, resultando assim em uma alta taxa de recorréncia
e morbidade. O principal objetivo do tratamento € a remoc¢do completa do tumor e a
restauracdo da funcdo e da aparéncia do paciente. Quanto mais cedo o tratamento
for realizado, menores as chances de sequelas (cicatrizes) e melhor conforto
psicolégico. As cirurgias podem ser conservadoras ou radicais e a excisdo do tumor
deve ser seguida por uma reconstrucdo com enxerto 6sseo e proteses dentarias
(CHAE et al., 2015).

A maioria dos estudos elege a cirurgia ressectiva como o padréo ouro para o
tratamento deste tumor e relatam a radiorresisténcia do mesmo. Nas ressecoes
O0sseas em bloco, grande parte dos casos necessita de enxertos 6sseos para que
seja restabelecido o local. Este restabelecimento € necessario devido a necessidade
de existir suporte adequado para o tecido facial, e, exige profissionais de varias
areas. O enxerto 0sseo pode ser proveniente de algumas regides, como: costela,
tibia e crista iliaca. Problemas emocionais, estéticos e funcionais podem ser gerados
devido a grandes ressecc¢des de tumores malignos ou benignos na mandibula caso
nao forem tratados. Para a reabilitacdo os enxertos podem ou nao estarem
associados a utilizacdo de proteses e/ou implantes. Pesquisam mostraram que as
taxas de sucesso dos implantes, overdentures e proteses fixas em pacientes com
mandibula reconstruidas é semelhante as de pacientes clinicamente saudaveis
(SOUZA et al., 2014)
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Radioterapia e quimioterapia ndo possuem papel no tratamento desses
tumores. As técnicas conservadoras incluem a curetagem e enucleacdo, de
execucao simples, sendo mais utilizado no tratamento do subtipo unicistico. Para
melhorar sua eficicia, pode ser associada a crioterapia, eletrocauterizagdo ou a
agentes de cauterizacdo. Contudo, quando realizada no subtipo multicistico, esta
associada com altas taxas de recidiva (cerca de 30 a 90%). Outro fator importante é
gue a curetagem ou enucleacdo podem nao remover o tecido tumoral de dentro do
0SS0 esponjoso. As técnicas radicais realizadas com margens adequadas garantem
méaxima remocado da patologia e diminuem o indice de recorréncia e metastases
para 0 a 10% (CHAE et al., 2015).

Para o tratamento em casos de ameloblastoma maligno e/ou carcinoma
ameloblastico, excisdo cirargica com ou sem radioterapia € o recomendado, método
que apresenta taxas de recorréncia local menores de 15%. Ainda ha discussbes a
respeito da utilizacdo de radioterapia no tratamento, pois este tumor maligno é
considerado radiorresistente. Nao ha indicacbes de quimioterapia em tratamento
primario (RAM et al., 2010; RIZZITELLI et al., 2015).

Algumas pesquisas relataram que em casos de recusa das opc¢des cirargicas
de tratamento, apds estudos basicos sobre os efeitos da terapia com radiacao, que
esta terapia pode causar efeitos em tumores localmente avancados. Pesquisas
realizadas in vivo (Atkinson em 1984) e revisbes de literatura relataram que o0s
ameloblastomas sdo radiossensiveis. Esta ideia da radiossensibilidade do
ameloblastoma exposto a alta radiacdo, se torna importante como terapia nos casos
em que as técnicas cirdrgicas sdo contra-indicadas ou de dificil execucdo. Elas
também podem ser utilizadas em associacdo com as cirurgias para aumentar o
controle local (MAZGHI et al., 2014).

Reynolds e Pacyniak (1982) apud Madhup et al. (2006), realizaram uma
pesquisa bem fundamentada sobre os efeitos da radiacdo, utilizando os principios
da radioterapia moderna. Foi concluido que nédo se pode dizer ao certo se esta lesdo
é radiorresistente ou radiossensivel, mas que essa terapia exerce um possivel papel
guando utilizada no tratamento dos pacientes. Portanto, se corretamente aplicadas,
as técnicas de megavoltagem podem ser Uteis no tratamento destes tumores,
principalmente nos casos de dificil excisdo cirdrgica completa (devido ao grande

volume da leséo), localizacdo do tumor e idade do paciente.
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2.4  Cistos odontogénicos

Lesbes que também geram grandes preocupacdes e ndo menos importantes
sdo os cistos odontogénicos. Uma cavidade forrada por células epiteliais com
material fluido em seu interior € a definicdo de cisto. Sua localizac&o habitual € intra-
Ossea. Patologias como cistos merecem atencao especial dos cirurgides-dentistas,
pois, embora possam se desenvolver em qualquer parte do organismo, eles atingem
com maior frequéncia a mandibula e maxila. Cistos se desenvolvem a partir da
proliferacdo dos restos epiteliais, geralmente assintométicos, podendo atingir
dimensdes extensas, causando expansdo Ossea e afastamento dos dentes. O
diagnéstico precoce favorece o tratamento e causa menos danos funcionais e
estéticos ao paciente. Quando sao limitados por epitélio originado do epitélio
odontogénico, sao classificados como cistos odontogénicos (PEREIRA et al., 2010;
VAROLI et al., 2010; PARK et al., 2014).

2.4.1 Cistos odontogénicos e MMPs

Khot et al. (2015) alegaram que, em geral, acredita-se que o aumento da
pressdo osmotica no lumen cistico é a causa do crescimento dos cistos dentigeros,
cistos radiculares e ceratocistos. Porém, fatores inerentes do préprio epitélio ou
atividade enzimatica na capsula fibrética também podem estar relacionados a esse
desenvolvimento. Estudos mais recentes sugeriram o envolvimento de MMPs
durante o crescimento cistico. Estas enzimas sdo pouco encontradas sob condicdes
fisioldgicas.

Amm et al. (2014) constataram que as MMPs desempenham carater invasivo
em lesbes como ceratocisto odontogénico. Na sua pesquisa, as MMP-1, -2, -3, -11, -
12, -14, e -16 foram expressas em trés tumores primarios. Todos estes tipos de
metaloproteinases se mostraram difusas ao longo de todo o tumor ou foram
localizadas na camada de queratina das ceélulas epiteliais. Relataram que o
microambiente do tumor serve como mediador das metaloproteinases da matriz,
contribuindo para seu desenvolvimento e progressao.

Silveira et al. (2007) realizaram uma pesquisa em cistos odontogénicos

(radiculares, dentigeros e ceratocistos) onde a imunomarcacao para as MMPs -1, -2
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e -9 se mostrou de forma variada tanto em tecido conjuntivo, como em epitélio. Os
resultados mostraram que todas estas lesfes produzem as MMPs -1, -2 e -9 de
forma variada. Tanto as células epiteliais como as da capsula sdo capazes de
secretar proteinas que degradam a matriz 6ssea, contribuindo para o crescimento
cistico. As MMPs -2 e -9 sdo essenciais na completa degradacdo do colageno e
encontram-se envolvidas na angiogénese e no crescimento dos tumores. Para o0s
cistos dentigeros, foi verificado que a MMP-2 exibiu marcacdo predominantemente
difusa em 5 das 10 lesdes estudadas e, esteve presente de forma focal em epitélio e
mesenquima dos ceratocistos odontogénicos. Em relagdo a MMP-9 a marcacéo foi
intensa nos ceratocistos e focal nos cistos dentigeros. Concluiram que a forma de
crescimento dos ceratocistos odontogénicos como das outras entidades estudadas
pode ser influenciado e conduzido pela secrecédo das metaloproteinases da matriz, e
que, a agressividade dos ceratocistos se deve em partes pela expressdo mais
exuberante nas MMPs no mesénquima.

Ramos et al., (2014) realizaram um estudo afim de compreender melhor a
interacdo entre as células tumorais e estroma. O objetivo era comparar a expressao
das MMPs da matriz, o indice de proliferacdo celular e a presenca de miofibroblastos
no ceratocisto. As MMPs utilizadas foram MMP-1, -2, e -9. Foram estudadas 23
lesbes e separadas em 2 grupos. Concluiram que as MMPs e o indice de
proliferacéo celular desempenham papéis importantes na patogenia do ceratocisto.
Elas foram associadas principalmente na producdo do parénquima, influenciando
assim no crescimento da lesao.

Suojanen et al. (2014) estudaram a comparacdo de um cisto dentigero com
um foliculo dental saudavel. Avaliaram a imunoexpressdo de algumas MMPs para
verificar a remodelagdo 6ssea nos foliculos em condi¢cdes normais e em cistos
dentigeros. Nos cistos dentigeros o epitélio € o responsavel por forrar a cavidade
cistica, enquanto que, nos foliculos dentarios consiste apenas em um tecido
conectivo com poucas ilhas de epitélio odontogénico detectaveis. A partir dos
achados desta pesquisa, sugeriram que a presenca de MMPs pode ter influéncia na
expanséao dos cistos dentigeros.

Para Santos et al. (2011) o cisto dentigero, que normalmente esta associado
a coroas de dentes permanentes, possui comportamento indolente e rara

recorréncia apos remocao. Porém, fatores fisiologicos e patologicos sugerem que
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atraves de acdes de enzimas, como as MMPs, ocorra a degradacdo da membrana
basal causando expanséo desta patogenia.

O trabalho de Henriques et al. (2011) objetivou a avaliacdo da expressao das
MMPs-9 e TIMPs-2 através da técnica imuno-histoquimica em cistos dentigeros,
cistos radiculares, ceratocistos e ameloblastomas. No estudo utilizaram 20 amostras
de cada lesdo. Encontraram como resultados a interacdo da MMP-9 e TIMP-2 com o
colageno tipo IV presente na matriz extracelular. Constataram que essa interacdo €
um fator importante para o estabelecimento do comportamento bioldgico de todos os
cistos e tumores estudados.

2.4.2 Ceratocisto odontogénico — Caracteristicas gerais

Dentre os cistos, o que chama mais atencdo por ter altas taxas de incidéncia
e ser muito agressivo € o ceratocisto. Apesar de varias pesquisas indicarem a
origem dos cistos de remanescentes da lamina dentaria, para este cisto especifico,
sua origem pode também ser a partir da proliferacdo de pequenos harmatomas do
epitélio gengival ou células da camada basal do epitélio oral adjacente a lesédo. Este
cisto deve ser considerado como neoplasma cistico benigno, por se diferenciar dos
cistos dentigero e radicular no mecanismo de crescimento e comportamento
histoldgico. Ele se diferencia dos outros cistos pois possui também a capacidade de
reincidéncia apds o tratamento cirdrgico. S&o encontrados em diversas faixas etarias
(entre 10 e 40 anos em maioria), maioria homens, raca branca, crescimento lento,
com capacidade de grande crescimento antes de se manifestar clinicamente,
comportamento agressivo, afetam principalmente a regido posterior da mandibula
(60% a 80%), geralmente dentes inclusos, podendo ser encontrado mais de um cisto
no mesmo momento. Pesquisas ja foram realizadas para verificar o local mais
afetado pelo ceratocisto, e a regido de terceiro molar inferior e ramo da mandibula
tiveram os maiores indices, seguido pela regido de canino superior (PEIXOTO et al.,
2009; VAROLI et al., 2010; DINESHKUMAR et al., 2015).

Devido e a sua alta taxa de recorréncia, aspectos histoldégicos especificos e
ao seu comportamento clinico agressivo, 0s ceratocistos odontogénicos merecem
uma melhor atencdo. Por ser considerado um neoplasma verdadeiro, a OMS em

2005 reclassificou o ceratocisto odontogénico no grupo dos tumores odontogénicos
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e ndo mais como cisto. Evidencias consideraveis ao longo dos anos mostraram que
este cisto é capaz de ser uma neoplasia benigna cistica, entdo sua terminologia foi
modificada e ele passou a ser chamado de tumor odontogénico ceratocistico.
Apesar do aumento do conhecimento ao longo dos ultimos tempos, 0 processo
patologico preciso ainda é confuso. Uma das explicagbes do seu crescimento e
agressividade local € a capacidade proliferativa do epitélio (principalmente camada
basal), porém ainda nao totalmente elucidado. Outra op¢cédo para o crescimento é
que ele também pode ocorrer devido a atividade enzimética na capsula fibrosa
(PEIXOTO et al., 2009; RIBEIRO et al., 2012; DIANA et al., 2014; RAMOS et al.,
2014; DINESHKUMAR et al., 2015; ZHONG et al., 2015).

Entre os cistos odontogénicos, esta lesdo tem prevaléncia de 10 a 12% dos
casos e entre os tumores de 35,8%, perdendo apenas para o ameloblastoma
(43,3%). E benigno e assintomatico quando em dimensdes menores, e quando em
dimensdes maiores pode apresentar sintomatologia, observando-se dor, tumefacéo,
drenagem e parestesia. Possui margens bem definidas radiograficamente e leséo
radiotransparente, porém, ndo é o suficiente para o diagnéstico, necessitando do
exame histopatolégico. Pode ser unilocular ou multilocular. Seu epitélio € limitante
de uma cavidade que contém um liquido claro, contendo restos de queratina. Este
epitélio é constituido com células colunares, contendo hipercromatismo nuclear,
dispostas em palicada e é classificado como epitélio pavimentoso estratificado
paraqueratinizado. O limite epitélio conjuntivo € plano. O tecido conjuntivo é bem
vascularizado, normalmente sem infiltrado inflamatério, fridvel e fibroso. As variantes
histol6gicas da lesdo estdo relacionadas aos indices de recorréncia (60%) e
agressividade, por esta razdo o exame histopatolégico € de grande importancia
(OLIVEIRA et al., 2005; PEIXOTO et al., 2009; VAROLI et al., 2010).

Pesquisadores investigaram a proteina p53 em algumas lesdes
odontogénicas. Esta proteina é sintetizada pela propria célula que sofre mutacéo do
gene supressor tumoral. Nos ceratocistos odontogénicos as marcagdes positivas e
intensas para essa proteina alterada localizavam-se na camada supra-basal, sendo
mais um motivo para alguns autores da reclassificacdo desta patologia como leséao
tumoral. Pesquisadores estudaram também o depdsito de perlecan (proteina
observada em neoplasias como tumores salivares e odontogénicos) em varios tipos
de cistos, entre eles o ceratocisto. O nucleo desta proteina foi localizado na margem

celular das camadas subgueratinizada e basal do epitélio de revestimento desta
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lesdo. Nos outros tipos de cisto a proteina perlecan ndo foi encontrada, o que levou
0s autores a concluir uma nova evidéncia da natureza neoplasica da lesdo. O tumor
odontogénico ceratocistico pode estar associado a outras patologias, como a
sindrome do carcinoma nevo basocelular, caracterizada por multiplas lesdes
cisticas. O melhor tratamento para a lesdo varia de acordo com a agressividade
desta. Quanto mais radical o tratamento, menor o indice de reincidéncia. O
tratamento precoce da patologia influencia diretamente na diminuicdo do indice de
recorréncia. A recidiva do tumor depende também da natureza multifocal da leséo e
ndo esta apenas relacionada a técnica cirargica (VAROLI et al., 2010).

O ceratocisto odontogénico ou tumor odontogénico ceratocisto se difere dos
outros cistos odontogénicos por sua rapida proliferacdo, por ser agressivo e
potencialmente invasivo. Evidéncias cientificas apoiam que o comportamento
invasivo esti relacionado a expressdo de MMPs, de forma que as células
cancerosas e a transicdo epitélio-mesequimal (EMT) podem induzir o TGF- B a
regular de forma positiva, através de ativacao de fatores de transcricdo, a expressao
das MMP-7 e MMP-9. Reconhecida como caracteristica da embriogénese, a EMT
tem sido estudada e tem contribuido para entendimento fisiolégico e processo
patologico. A EMT compreende um processo onde as células epiteliais perdem sua
coesao e polaridade e adquirem aumento da motilidade e morfologia mesenquimal,
associado de forma intima com a fibrose, embriogénese e tumorogénese. A
literatura mostra que a EMT esta envolvida com a progressao tumoral independente
da fase de estagio (invasdo, aquisicdo de resisténcia e metastase). A transicao
epitélio-mesenquimal pode favorecer comportamentos invasivos e letais de células
tumorais, comportamentos esses associados a alta taxa de recorréncia e mau
resultado clinico. Células dos restos epiteliais de Malassez, responsaveis por
originar patologias odontogénicas, contém populacdes de células capazes de sofrer
a EMT, porém ainda € incerto o envolvimento da EMT na patogénese do ceratocisto
(ZHONG et al., 2015).

2.4.3 Diagnéstico e tratamento do ceratocisto odontogénico

Os diagnosticos radioldgicos realizados na clinica odontolégica muitas vezes

se contradizem mediante os achados histolégicos. Isso ocorre devido a aparéncia
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das lesbBes cisticas possuirem caracteristicas radiograficamente semelhantes,
dificultando a escolha do diagndstico inicial. Mesmo que aconteca do diagndstico
final ndo coincidir com o inicial, o diagnostico inicial € fundamental para estabelecer
um plano de tratamento. Os diagnosticos radiologicos consideram os achados
morfolégicos e a relacdo destes com as estruturas adjacentes, podendo ser
observados posicdo, crescimento e tamanho da lesdo. Em alguns casos
demonstram lesdes associadas com impactacdo de terceiros molares que causam
deslocamento destes dentes. Apds as andlises clinicas, o0 exame histopatologico
deve ser realizado. As caracteristicas histopatoldgicas das lesdes podem influenciar
no seu comportamento biolégico e no prognéstico (LEE et al., 2014).

O diagnéstico diferencial inicial mais preciso pode auxiliar os profissionais.
Como por exemplo nos casos de davidas entre ceratocistos e cistos dentigeros.
Apés analise clinica, € sugerido a suspeita, e a bidpsia é encaminhada para o
exame histopatologico. Quando comparados histolégicamente, a presenca de
gueratina determina a morfologia da leséo, revelando o padrdo mais agressivo do
ceratocisto. Quando ha envolvimento de uma leséo cistica associada a terceiro
molar impactado, hd uma grande probabilidade de estar diante um caso de cisto
dentigero. Outro exemplo é a comparacdo das lesdes que ocorrem em maxilas e
mandibulas. A mandibula tem espaco limitado pela presenca do osso cortical bucal
e lingual, bastante firme, obrigando o crescimento da lesdo nas direcbes mésio-
distais (forma oval). A leséo ceratocistica quando comparada a outros tipos de cisto,
possuem um padrdo de crescimento mais rapido. Isso ocorre devido ao aumento da
pressdo interna induzida por deposicdo de queratina no epitélio do cisto e a forte
atividade dos osteoclastos (PEIXOTO et al., 2009; LEE et al., 2014).

Por possuir possibilidades de recidiva, foram propostas algumas razdes que
tentam explicar essa capacidade, como: tratamento inadequado, extenséao do tumor,
capsula friavel, localizacdo do tumor e persisténcia dos restos epiteliais apoés
remocgao cirurgica. A enucleacdo seguida por curetagem é o tratamento que se
utiliza normalmente neste tipo de patologia, porém sua natureza friavel dificulta a
remocao. Autores sugerem que associado a essa técnica se faca uma cauterizacao
da cavidade Ossea utilizando a solugdo de Carnoy, crioterapia ou osteotomia. Na
literatura, a maioria dos casos registra recidiva entre 5 a 10 anos, porém ja
ocorreram antes ou apds estes periodos. E classificado como lesdo benigna, como

dito anteriormente, porém ja foram registados na literatura casos de transformacéao
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maligna do ceratocisto, podendo sugerir um potencial maligno ainda ndo conhecido
(PEIXOTO et al., 2009).

2.4.4 Cisto dentigero — Caracteristicas gerais

Responsaveis por cerca de 24% dos cistos mandibulares, os cistos
dentigeros séo lesbes que expandem o foliculo que delimita a coroa de um dente
nao irrompido. Cistos dentigeros estdo associados a dentes ndo erupcionados. Um
foliculo dentario considerado normal possui espaco que varia de 3 a 4mm. Quando
este espaco é maior que 5mm pode-se ter a suspeita de cisto dentigero (VAZ et al.,
2010; HASAN et al., 2014; IMADA et al., 2014).

Apresentam-se normalmente unilaterais, sendo incomum os achados
bilaterais ou mudltiplos. Quando estes achados incomuns ocorrem, podem estar
associados a sindromes como displasia cleidocranial e sindrome Maroteaux-Lamy,
e, as vezes induzidas por drogas como blogueadores de calcio e ciclosporina. Foram
encontrados na literatura inglesa apenas 8 casos de cistos dentigeros bilaterais
associados a sisos que ndo tinham nenhuma relacdo com sindromes. O exame
diferencial € o histopatoldgico. Ele é de grande importancia, pois esta lesdo, em
casos raros, pode dar origem a patologias mais graves como 0O ceratocisto e o
ameloblastoma. O tratamento usual em dentes impactados é a remocao cirirgica.
Também podem ser realizadas técnicas como marsupializacdo e enucleacdo da
lesdo. Existem relatos de casos onde a leséo regrediu espontaneamente, porém,
isso s6 ocorre se for diagnosticada precocemente (IMADA et al., 2014).

De acordo com Patil et al., (2014) dentes ndo erupcionados como 0s terceiros
molares inferiores sdo associados frequentemente como algumas patologias, dentre
elas, cistos e tumores odontogénicos, podendo causar reabsor¢do radicular,
destruicdo Ossea e efeitos prejudiciais em dentes adjacentes. Na literatura, existem
diversos casos relatando a auséncia de problemas associados aos terceiros molares
retidos, porém, em dentes retidos podem-se desenvolver os cistos dentigeros. Em
seu estudo, uma incidéncia de 2,24% de cistos relacionados a terceiros molares foi
mostrada, contudo, ja foram encontrados em outros trabalhos indices mais elevados,
com taxas de 13,3%, 11% e 6,2%.
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O epitélio de revestimento do cisto dentigero € derivado do epitélio reduzido
do esmalte. Possui radiograficamente padrdo unilocular bem definido, com borda
esclerdtica e radiolucidez envolvendo a coroa de um dente. Pode-se encontrar trés
tipos de cistos através das radiografias: quando a coroa do dente é delimitada pela
radiolucidez (variedade central), quando a radiolucidez envolve parcialmente a coroa
e lateralmente a raiz do dente (variedade lateral), e quando o dente esta todo
envolvido pela radiolucidez, com envolvimento de coroa e raiz (variedade
circunferencial). Alguns mecanismos sdo propostos para a histogénese dos cistos
dentigeros, séo eles: desenvolvimento do cisto a partir de um foliculo dental que se
tornou secundariamente inflamado por um dente nado vital, quando um dente
permanente imaturo encontra um cisto radicular decorrente do dente deciduo sem
vitalidade, e a medida que este vai irrompendo o cisto radicular resulta o cisto
dentigero de origem extra folicular; e, devido a exsudatos inflamatérios normalmente
oriundos de ledes periapicais de dentes deciduos néo vitais ou outras fontes. Cistos
dentigeros podem ocorrer com dentes supranumerarios causando deslocamento dos
dentes adjacentes, destruicdo 0ssea, fistula e reabsorcao radicular. Em torno de 5%
dos casos esta lesdo estd associada a dentes supranumerarios, € normalmente
envolve mesiodentes na regido anterior da maxila. Outro caso em que este tipo de
cisto pode ser visto € em odontomas. Sdo raros os relatos da ocorréncia do cisto em
dentes deciduos. O termo dentigerous tem significado “contendo dentes” e a
caracteristica principal desta patologia € a presenca de um dente incluso envolvido
pelo cisto. O primeiro caso de cisto dentigero envolvendo dentes supranumerarios
foi descrito em 1924. A maioria dos casos sdo em homens (1,6:1), entre 10 e 30
anos. Sao patologias normalmente solitarias, porém podem estar associadas a
sindromes (mucopolissacaridose, Gardner, entre outras) e conter multiplos cistos
(HASAN et al., 2014).

O cisto dentigero também pode ser confundido com o tumor adenomatéide
odontogénico. Este € um tumor incomum, de crescimento lento, benigno, que
representa 2,2 a 7,1% dos tumores odontogénicos. Algumas lesfes estao
associadas a dentes inclusos, com semelhancas a imagens radiograficas do cisto
dentigero. Porém, outras ndo apresentam qualquer relagdo com dentes. Este tumor
pode ser confundido com o cisto dentigero pois ambos possuem em torno das
coroas dentarias uma radiolucidez unilocular bem definida. Porém, o cisto dentigero

possui fluido de cor palha no seu interior, o que ajuda a diferenciar do tumor, que é
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praticamente todo sélido. Alguns cortes na superficie do tumor mostram um espago
parcialmente cistico revestido por uma massa solida, contrastando com o grande
espaco cistico do dentigero. Foi apresentado por este autor um caso clinico onde,
na analise histoldégica foram encontradas &reas solidas e também uma pequena
porcdo cistica. Assim, o autor chegou a concluséo de o tumor pode ter se
desenvolvido no momento da expansao cistica do cisto dentigero, oriundo dos
restos laminares, ao lado ou em um foliculo dental. O tumor adenomatodide
odontogénico pode ser encontrado em associacdo a capsula fibrosa do cisto
dentigero. Para o tratamento de ambas, que sdo lesdes benignas e encapsulas,
enucleacdo e curetagem sdo os tratamentos cirlrgicos conservadores indicados
(MAJUMDAR et al., 2015).

2.4.5 Diagnostico e tratamento do cisto dentigero

Por ser assintomatico, normalmente €& descoberto em radiografias para
investigar se ha auséncia de um germe dentério, porém se associados a infeccdes
secundarias podem causar desconforto. Um exame de imagem baseado na
tomografia computadorizada determina melhor a integridade das margens da lesao,
deslocamento de dentes, proximidades de estruturas vitais e topografia da leséo
(IMADA et al., 2014).

A localizagdo habitual de um cisto € intra-0ssea, podendo expandir
drasticamente causando deformidade facial. Por mais que exista a necessidade de
remocao destas patologias, a enucleacdo pode causar fraturas 6sseas, lesdo do
nervo e infeccoes. Em casos onde estas lesbes atingiram grandes dimensoes, a
marsupializacdo e a descompresséo sao indicadas para reduzir o tamanho do cisto,
para posteriormente realizar a enucleagdo de forma mais segura. Preservagao do
seio maxilar e do nervo alveolar, prevencdo de fraturas 6sseas, manutencdo da
vitalidade pulpar e baixo indice de reincidéncia sdo algumas das vantagens das
técnicas de marsupializacdo e descompressdo. A marsupializacdo € um
procedimento onde a parede superior do cisto € removida e a parede interna
suturada na mucosa bucal. Esta técnica é um desafio para o operador. Na
descompressao, o tamanho da lesédo é diminuido através da inser¢cao de um tubo de

borracha em um orificio criado no cisto. Ambas as técnicas interrompem a



40

continuidade do crescimento da lesdo. Porém, com a descompresséao, a deformacgéo
poOs-operatoria € menos provavel e a reconstrugcdo com proteses mais facil. Contudo,
o tecido deixado na descompressao pode se tornar uma leséo ainda mais agressiva.
Bons resultados sédo encontrados quando estes procedimentos séo realizados 1 ano
antes da enucleacéo. Cerca de 50% a 60% do volume da lesdo € diminuido. Outras
pesquisas mostraram que com 6 meses também ja sdo encontrados resultados
satisfatorios. Sabe-se, porém, que o resultado da descompressao e marsupializacéo
varia de acordo com as diferentes caracteristicas das patologias. Alguns estudos
relataram que quanto mais jovem o paciente, melhor os resultados destas técnicas
cirdrgicas, entretanto, outros negam esta relacdo. Entre os exames de imagem, a
tomografica computadorizada (TC) € uma das melhores técnicas para a técnica de
exceléncia para avaliar o tamanho intra-6sseo da patologia. Ela fornece imagens
tridimensionais com precisédo, enquanto as radiografias panoramicas reproduzem a
anatomia apenas no plano bidimensional. Contudo, é um exame de imagem de alto
custo (PARK et al., 2014).

2.5 Técnicaimuno-histoquimica — Aspectos gerais

O padréo ouro para diagnosticar uma patologia e escolha da terapéutica é o
exame histopatologico. A interpretacdo de cortes histolégicos baseada nas
caracteristicas morfolodgicas € um processo subjetivo. Com 0 objetivo de diminuir a
subjetividade dos exames patologicos, a imuno-histoquimica (IHQ) tem sido utilizada
por patologistas para somar com as informacbes morfolégicas e informacgéo
molecular. Esta técnica que envolve uma série de etapas uniformes, consiste em
realizar a recuperacdo antigénica. Descoberta por Coons e Jones, os métodos de
recuperagcdo antigénica variam em termos de reagentes e métodos, envolvendo:
panela de pressdo, micro-ondas, se¢fes de aquecimento histolégico, tratamento de
proteases; com o objetivo de desmarcar antigenos ocultos pelos meios de fixacdo ou
pelas ligacdes cruzadas formol (CREGGER et al., 2006).

A IHQ é hoje em dia uma técnica complementar indispensavel para a
resolucdo de casos onde a técnica tradicional em hematoxilina eosina (HE) néo
conseguiu formular o diagnostico diferencial. Desta forma, desde sua introducao na

década de 1970, sua utilizacdo obteve grande crescimento e publicacdes cientificas.
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O primeiro artigo publicado a respeito da contribuicdo da imuno-histoquimica no
diagndstico de tumores foi escrito por Leong e Wright, patologistas australianos. Eles
relataram que esta técnica de diagnadstico foi fundamental para diferenciar o linfoma
anaplasico de um carcinoma. Outro estudo demonstrou que a IHQ auxiliou em 83%
dos casos nos diagnosticos diferenciais. Estas evidéncias mostraram que na grande
maioria dos casos, quando um patologista ndo consegue um diagndstico através das
laminas coradas em HE, a imuno-histoquimica pode |Ihe dar respaldo a encontrar se
ndo o diagnostico correto, pelo menos um diagnostico adequado. Esta técnica de
diagnostico € de grande valor para identificar a linhagem celular de origem de uma
neoplasia e agentes infecciosos. Mesmo que considerada uma técnica de exceléncia
para diagndstico diferencial, os achados morfolégicos encontrados pela técnica de
HE devem ser levados em conta. A técnica de imuno-histoquimica pode ser
utilizada em varias situacdes no laboratério de patologia, entre elas: identificacdo de
estruturas, organismos e materiais secretados pelas células; pesquisa de fatores
prognoésticos, terapéuticos e indices proliferativos de algumas neoplasias;
determinacdo do orgdo de origem de uma neoplasia diferenciada; elucidacdo do
tecido de origem de uma neoplasia indiferenciada; subclassificacdo de linfomas; e
deteccdo de células neoplasicas metastaticas (WERNER et al., 2005; JARDIM et al.,
2013).

Em 1940, com as pesquisas em imunopatologia, surgiu a técnica IHQ. Porém,
esta técnica so foi aceita como um método de diagndstico quando, em 1974, alguns
antigenos tissulares incluidos em parafina e fixados em formalina foram
demonstrados pela técnica imunoperoxidase. O advento da recuperacdo antigénica
e a enorme fonte de reagente especificos para demonstracéo de antigenos celulares
ou tissulares que foram propiciados pelo desenvolvimento de anticorpos
monoclonais, marcaram a evolugcdo da imuno-histoquimica. O avanco foi tao
marcante na patologia cirargica, que a nova técnica passou a ser chamada de
revolucdo marrom do laboratério de histopatologia. Apesar de ser uma técnica
simples, alguns cuidados devem ser tomados para realizar a IHQ, pois, o resultado
final pode ser influenciado por diversos fatores. Entre estes fatores estdo: a fixacéo
do espécime, a escolha do anticorpo a ser analisado, as reac¢des propriamente ditas
e a interpretagcdo das laminas. Portanto, conclui-se que o grau de utilidade e

contribuicdo da técnica é diretamente proporcional a importancia das maos que
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realizam as reacdes e ao conhecimento dos que interpretam o0s resultados
(WERNER et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a marcacdo de MMPs -2 e -9 em cistos e tumores odontogénicos

encontrados em um laboratério de anatomopatologia bucal.

3.2 Objetivos especificos

Observar a expressdo das MMPs -2 e -9 através da técnica imuno-
histoquimica emtecido epitelial e tecido conjuntivo de cistos (cistos dentigeros e
ceratocistos) e tumor (ameloblastomas) odontogénicos do Laboratério de
Anatomopatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, verificando a relacdo com género e idade, correlacionando as lesées

entre si e quais delas se mostram mais agressivas
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Aprovacdo pelo Comité de Etica

Apo6s aprovacao pelo Comité de Etica dos seres humanos da UFMS, parecer
namero 1.136.372, o trabalho avaliou quantitativamente a expressao das MMPs -2 e
-9 pelo método imuno-histoquimico em espécimes de cistos e tumores
odontogénios, com intuito de verificar os diferentes graus de agressividade destas

lesbes. Dados como idade e género foram obtidos do prontuéario dos pacientes.

4.2 Selecao dos blocos e dos materiais

Todos os blocos de cistos e tumores odontogénicos e seus prontuarios foram
selecionados do ano de 2000 a dezembro de 2014, triados no servico de laboratorio
de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS).

Os critérios de inclusdo foram os casos especificos de cistos (ceratocisto e
cisto dentigero) e dos tumores ameloblastomas disponiveis no laborat6rio, com
material emblocado em bom estado de conservagdo, em quantidades suficientes
para novas confec¢des de laminas e realizacdo da técnica de imuno-histoquimica.

Os critérios de excluséo foram cistos e tumores que nao se enquadram dentro
dos escolhidos para o experimento, duvidas de diagnostico, blocos em ma
conservagcao e/ou com gquantidades insuficientes de material para a realizacado de

Nnovos cortes.

4.3 Preparo das laminas

Com os blocos selecionados, foram realizadas confeccdo de novas laminas

através da microtomia. O micrétomo (LUPETEC Modelo MRP2015- Sdo Carlos, SP,

Brasil) confeccionou cortes verticais, delgados e uniformes com uma lamina de aco
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afiada e um brago ao qual se prende o bloco. Os cortes histoldgicos tiveram 3 ym de
espessura e foram estendidos sobre as laminas.

Inicialmente as laminas foram previamente limpas utilizando detergente e
alcool 70%, a fim de facilitar a adeséo na peca, e sofreram um processo chamado de
silanizacdo. O silano € uma substancia que faz com que os cortes fiquem aderidos a
lamina, suportando o processamento. Apds, passaram pelo processo de
desparafinizacdo e hidratacdo, que ocorreu nas maquinas ptLink (Dako® - S&o
Paulo, SP, Brasil) com agua deionizada e solu¢des prontas (Target retrieval solution)
de ph baixo e ph alto. Foram atingidas temperaturas de aproximadamente 180°C
num periodo de 72 minutos. Esta maquina funciona como uma panela de pressao.
As solucbes de ph baixo e alto sdo extremamente concentradas (50x) e foram
diluidas em em 5L de agua deionizada. Todo este processo também serve para

expor as proteinas e recuperacao antigénica.

4.4  Técnica imuno-histoquimica

A metodologia para a preparacdo de amostras foi realizada de acordo com o
manual de instrucfes do fabricante (Dako Dinamarca A/S, 2011). A continuidade do
processo se deu com uso de todo o kit Envision Flex (Dako®- Sao Paulo, SP, Brasil)
para a realizacdo da reacdo imuno-histoquimica, juntamente com uso de anticorpos
concentrados a serem diluidos. Ap6s os 72 minutos em alta temperatura, as tampas
do PT LINK foram abertas e esperado o tempo de 30 minutos para o resfriamento
das laminas, para ndo ocorrer choque térmico e causar desnaturalizacdo das
celulas. Apos o resfriamento, os carrinhos com as laminas foram retirados da PT
LINK e mergulhados 10 vezes em solucédo tampéo Wash Buffer (Dako®- S&o Paulo,
SP, Brasil- TBS com tween) e deixados a descansar por 5 minutos. Em sequéncia,
foi trocada a solucdo tampéo, e foi repetido o procedimento, mergulhando os
carrinhos com as laminas 10 vezes e colocando-0s para descansar por 5 minutos. A
troca do tampao foi realizada para melhor lavagem das laminas.

Em seguida, os carrinhos com as laminas foram retirados da solucdo. As
laminas foram retiradas dos carrinhos uma a uma, secadas nos arredores do
fragmento com campo cirdrgico, e, foi feito um circulo com a caneta hidrofébica

(DAKO PEN®) ao redor do fragmento para delimita-lo. Apds, as laminas foram
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distribuidas nas caixas acrilicas lado a lado. Em seguida, foi pipetado 100ul de
Peroxidase Blocking Solution (Dako®- Sao Paulo, SP, Brasil) e deixado por 5
minutos em descanso. Este processo serve para o0 bloqueio da peroxidase
enddgena. A peroxidase enddgena causa desintoxicacdo celular e impede as
ligacbes a serem realizadas, portanto devem ser bloqueadas. Na sequéncia, as
laminas foram lavadas com aproximadamente 500ml de solucédo tampéo (WASH) e
deixadas em descanso também por 5 minutos. Depois dos 5 minutos em descanso,
foi retirado o excesso da solugéo tampao.

A proxima etapa consistiu na aplicacdo do anticorpo primario. Este foi diluido
com diluente da Dako®(invision flex antibody diluente- azida soédica). Apds, foi
retirada da lamina a solucdo tampéo. Esta foi enxugada com papel toalha, tomando
o cuidado de ndo estragar fragmento. Em seguida foi delimitada a &rea do corte com
caneta Dako Pen®. Na sequéncia o anticorpo primario ja diluido foi pingado (100pl)
em cima do corte. Entdo, as laminas foram colocadas novamente na caixa de
acrilico e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente.

Em sequéncia a reacdo com 0s anticorpos primarios, as laminas foram
lavadas novamente com solugcéo tampédo (WASH) e deixadas em solucdo tampéao
por 5 minutos. Em seguida, foi retirada a solu¢do tampéo e foi pipetado o polimero
HRP (funciona como um anticoporto secundario, ligando o anticorpo as células)
lamina por lamina. O polimero agiu por 20 minuto. Apés, as laminas foram colocadas
novamente nas caixas e foi realizado novo processo de lavagem com a solugéao

tampéo por 2 vezes e descanso de 5 minutos em cada etapa.

4.5 Aplicagdo do cromogeno e contra-coloragdo com hematoxilina

A préxima etapa consistiu no processo de revelagdo com o cromdégeno-
Chromogen Substrate Working Solution (Dako®- Sé&o Paulo, SP, Brasil), onde foi
pipetada a solugdo e colocada 2 vezes em reagcdo com 5 minutos de intervalo em
cada lamina. O cromoégeno serve para verificar se houve a reacao, ele da a cor nas
reacdes. Posteriormente, foi aplicado com pipeta 500ml de solugédo de lavagem
(tampédo wash) e, as laminas foram levadas nos carrinhos para as cubas de
Hematoxilina de Mayer (PANREAC - Barcelona, Espanha) por 10 minutos em

descanso. A Hematoxilina de Mayer realiza a contra-coloracéo, ela da cor as outras
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partes do tecido. Apds, lavadas em agua corrente. Em seguida, cada carrinho foi
mergulhado na bateria de 4 cubas de alcool absoluto e 8 cubas de xilol, e levados a
maquina de montagem das laminas. Para finalizar, uma gota de resina liquida foi

depositada sobre o corte e foi coberto com uma laminula.

4.6 Avaliacao histoldgica

Foi verificada a imunomarcacédo através de um estudo cego (para as MMPS)
por dois examinadores patologistas em momentos distintos. As imunomarcacfes
divergentes foram revisadas e analisadas novamente, a fim de estabelecer um
diagnostico final. Como controle, foram utilizadas laminas de placenta (tecido
normal) e laminas de carcinoma de mama (neoplasia), ambas também marcadas
pela imuno-histoquimica.

Em relacdo a distribuicdo, a presenca ou auséncia de marcacdo foi
classificada de acordo com os escores: - (auséncia de marcacdo), + (marcacao
focal, menos de 10% de células marcadas) e ++ (marcacéao difusa, mais de 10% das
células marcadas). Também houve classificagdo em relacdo a intensidade, como
fraca (F), moderada (M) ou intensa (I). Quanto maior e mais forte a presenca da
marcacao, maior a agressividade do cisto ou do tumor (SILVEIRA et al., 2007).

A verificagcdo da expressédo das MMPs foi analisada separadamente em tecido
epitelial e em conjuntivo (verificacdo de fibroblastos, células endoteliais e células
inflamatorias). Também foram relacionados com as lesdes a idade e género dos

pacientes.

4.7 Andlise estatistica

Foram atribuidos valores numeéricos aos escores referentes a presenca ou
auséncia de marcacao em relacéo a distribuicdo e a intensidade:

o “0” (zero) para auséncia de marcagao (-);

. “1” (um) para marcacao focal com menos de 10% de células marcadas
(+) e intensidade fraca (F);
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o “2” (dois) para marcacdo difusa com mais de 10% das células
marcadas (++) e intensidade fraca (F);

o “3” (trés) para marcacao focal com menos de 10% de células marcadas
(+) e intensidade moderada (M);

. “4” (quatro) para marcacao difusa com mais de 10% das células
marcadas (++) e intensidade moderada (M);

o “6” (cinco) para marcacdo focal com menos de 10% de células
marcadas (+) e intensidade intensa (1);

o “6” (seis) para marcagédo difusa com mais de 10% das células

marcadas (++) e intensidade intensa (I);

Quanto maior o valor numérico, maior a agressividade do cisto ou do tumor.
Para comparar os valores da expressdo MMPs -2 e MMPs -9 em relacdo as
variaveis de estudo: tipo de tumor e cisto e tipo de tecido afetado (epitelial e
conjuntivo) foi utilizado o teste de Kruskal Wallis para amostras independentes (3
grupos). Para comparacéo entre as expressées MMPs -2 e MMPs -9, foi utilizado o
teste de Wilcoxon (amostra pareada). O nivel de significancia adotado foi de 5%. Foi
utilizado o programa estatistico SPSS Versao 23.0 (IBM, 2015).
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5 RESULTADOS

Foram analisadas 116 laminas, 50% provenientes de pacientes do género
feminino (n=58) e 50% do masculino (n=58). Por faixa etaria houve a seguinte
distribuicdo: 27,6% com idade até 20 anos (n=32), 48,3% de 21 a 40 anos (n=56) e
20,7% acima de 40 anos (n=24).

Do total de laminas (n=116), 50% eram de ameloblastoma (n=58), 32,7% de
ceratocisto (n= 38) e 17,2% de cisto dentigero (n=20). Em relagéo a localizacdo nos
tecidos, 50% era no epitélio (n=58) e 50% no tecido conjuntivo (=58).

De forma geral, a regido estromal das lesdes obteve expressfes para os dois
tipos de MMPs. Elas foram marcadas principalmente em células endoteliais,
plasmacitos, fibroblastos, linfécitos e macréfagos (Figuras 1 e 2). As expressdes
também foram presentes em epitélio de ameloblastoma, que em sua grande maioria,
demonstraram tecido epitelial espesso, com projecdes epiteliais, acantose e
presenca de pouco infiltrado inflamatoério (Figura 3). A expressdo também foi
evidente nas células semelhantes ao reticulo estrelado (Figura 4). Para as amostras
de ceratocisto odontogénico, foi notada a expressdo em epitélio, e na maioria dos
espécimes apresentou-se estratificado pavimentoso com espessura de seis a oito
camadas de células, com presenca de queratina. A camada basal com células
cubicas ou colunares em palicada, com nucleo se localizando distante da membrana
basal (Figura 5). Nas laminas de cisto dentigero, o epitélio variou entre delgado e
espesso, normalmente sem projecbes e com presenca constante de infiltrado

inflamatorio (Figura 6).

Figuras 1 e 2 — Fotomicrografias da regido estromal das lesfes.
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Figura 3 — Fotomicrografia de tecido epitelial do ameloblastoma.

Figura 4 — Fotomicrografia das células semelhantes ao reticulo estrelado do
ameloblastoma.
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Figura 5 - Fotomicrografia de tecido epitelial do ceratocisto.

Figura 6 - Fotomicrografia de tecido epitelial do cisto dentigero.

De acordo com o Grafico 1, quando comparados apenas a mesma leséo entre
as faixas etarias, nota-se que o ameloblastoma e o ceratocisto odontogénico foram
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mais prevalentes na faixa etéria de 21 a 40 anos e o cisto dentigero obteve os

maiores valores para a faixa até 20 anos e de 21 a 40 anos.

Grafico 1 — Numero e porcentagem de laminas segundo o a faixa etaria e o tipo de
tumor ou cisto, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/UFMS, 2000 a 2014 (n=116). Em 4 (quatro) laminas nao
havia informac&o em relacéo a idade do paciente.
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Segundo o Gréfico 2, no ameloblastoma e ceratoscisto odontogénico houve
maior porcentagem de lesées em mulheres com 58,6% e 52,6% respectivamente.

Para o cisto dentigero, houve maior porcentagem em homens (80%).

Gréafico 2 — NUumero e porcentagem de laminas segundo o género e o tipo de
tumor ou cisto, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade
de Odontologia/UFMS, 2000 a 2014 (n=116).
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A quantidade de laminas com o epitélio afetado foi exatamente a mesma com
o tecido conjuntivo afetado (p= 1,000 — teste Qui-quadrado), nos ameloblastomas,

ceratocistos e cistos dentigeros, conforme o Gréfico 3.

Gréfico 3 — Numero e porcentagem de laminas segundo o tipo de tumor ou cisto
e o tecido afetado, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da
Faculdade de Odontologia/UFMS, 2000 a 2014 (n=116).
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Em relacdo a expressdo MMPs -9 (n=116), houve maior percentual (55,2%)
de imunomarcacéo do tipo intensa (50,9% I++ somado a 4,3% I+), em comparacao a
marcacdo MMPs -2 (18,1% de I++), na qual houve maior porcentagem de laminas
classificadas nas categorias de menor agressividade: 40,5% de M++, 10,3% de M+,
12,1% de F++, 12,1% de F+ e 6,9% de marcacédo negativa (Grafico 4).

Gréfico 4 — Porcentagem de laminas segundo a imunomarcagédo da expressdo MMPs -2 e
MMPs -9, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/lUFMS, 2000 a 2014 (n=116).
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De acordo com a Tabela 1, quando foi comparada a imunomarcacédo da
expressdo da MMPs -2 segundo o tecido afetado, o valor foi maior no epitélio em
comparacao ao tecido conjuntivo para o ameloblatoma (p<0,001), o que nao ocorreu
para o ceratocisto (p=0,237) e nem para o cisto dentigero (p=0,199). Para a
expressdo MMPs -9 ndo houve diferenca em relacdo ao tecido afetado (epitélio
versus tecido conjuntivo) para nenhum tipo de tumor ou cisto: ameloblastoma
(p=0,371), Ceratocisto (p=0,620) e Cisto Dentigero (p=0,734).

Ao considerar apenas o epitélio, ndo houve diferenca na imunomarcacgéo da
expressao da MMPs -2 (p=0,374) e da MMPs -9 (p=0,311) entre os tipos de tumor
ou cisto (ameloblastoma, ceratocisto e cisto dentigero), 0 mesmo ocorreu em relacéo
ao tecido conjuntivo, MMPs -2 (p=0,411) e da MMPs -9 (p=0,960) (Tabela 1).

Os valores da expressdo MMPs -9 foram maiores em comparag¢ao a MMPs -2
no tecido conjuntivo, em todos os tipos de tumor e cisto (ameloblastoma, p<0,001;
ceratocisto, p<0,001 e cisto dentigero, p=0,005). Em relacdo ao epitélio, os valores
da expressdo MMPs -9 foram maiores em comparacdo aos valores da MMPs -2
apenas no ceratocisto (p=0,046).

De maneira geral, ndo houve diferenca na agressividade da lesdo mediante a
imunomarcacdo da expressdo da MMPs -2 e MMPs -9 entre o epitélio e o tecido
conjuntivo, com excecdo do ameloblastoma que apresentou maior agressividade no
epitélio (moderada difusa) em comparacdo ao tecido conjuntivo (moderada focal)
pela MMPs -2. A imunomarcacédo da expressdo da MMPs -9 foi maior (intensa) no
tecido conjuntivo em comparacdo ao MMPs -2 (fraca a moderada) para todas as
lesBes. No epitélio isso aconteceu apenas no ceratocisto, a mediana da MMPs -9 foi

maior (intensa) em comparacdo ao MMPs -2 (moderada).
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Tabela 1 — Média, desvio padréo (DP) e Mediana dos valores da expressdo MMPs -2 e MMPs -9 em
laminas, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de Odontologia/UFMS,
2000 a 2014 (n=116).

Variaveis n MMPs -2 MMPs -9 )
Média DP Mediana Média DP Mediana P

Ameloblastoma

Epitélio 29 43 1,6 4,0 50 16 6,0 0,067
Tecido conjuntivo 29 3,1 1,1 3,0 47 14 5,0 <0,001
p® <0,001 0,371

Ceratocisto
Epitélio 19 36 21 4,0 42 2.2 50 0,046
Tecido conjuntivo 19 2,8 1,8 2,0 4,7 1,7 6,0 <0,001
p® 0,237 0,620

Cisto dentigero
Epitélio 10 35 22 4,0 44 1,5 4,0 0,142
Tecido conjuntivo 10 2,2 1,7 2,0 46 1,7 5,0 0,005
p® 0,199 0,734

Epitélio
Ameloblastoma 29 43 16 4,0 50 1,6 6,0 0,067
Ceratocisto 19 36 21 4,0 42 2.2 50 0,046
Cisto dentigero 10 35 22 4,0 44 15 4,0 0,142
p® 0,374 0,311

Tecido conjuntivo
Ameloblastoma 29 31 11 3,0 47 14 5,0 <0,001
Ceratocisto 19 28 1,8 2,0 47 1,7 6,0 <0,001
Cisto dentigero 10 22 1,7 2,0 46 1,7 5,0 0,005
p ® 0,411 0,960

Nota: se p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa.
@ Teste de Wilcoxon.

@ Teste de Mann Whitney.

© Teste de Kruskal Wallis.

Segundo a Tabela 2, ndo houve diferenca naexpressédoentre o tumor e cistos
odontogénicos nas duas imunomarcacdes: MMPs -2 (p=0,239) e MMPs -9
(p=0,624).

Tabela 2 — Média, desvio padrao (DP) e Mediana dos valores da expressdo MMPs -2 e
MMPs -9 em laminas, Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Faculdade de
Odontologia/lUFMS, 2000 a 2014 (n=116).

Tipo de tumor ou N MMPs -2 MMPs -9

cisto Média DP Mediana Média DP Mediana
Ameloblastoma 58 37 15 4,0 48 15 6,0
Ceratocisto 38 32 20 4.0 45 2,0 5,5
Cisto dentigero 20 29 2,0 3,5 45 1,6 4,0
P 0,239 0,624

Nota: se p<0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste de Kruskal Wallis.
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6 DISCUSSAO

Conhecer o comportamento biolégico das patologias que afetam a boca é
fundamental para a abordagem, terapéutica e prognéstico adequados. Assim,
estudar a biologia molecular das popula¢gBes de células patolégicas € a forma de
tentar esclarecer questdes ainda obscuras. As MMPs possuem papel importante na
composicao, integridade e degradacdo da matriz extracelular e membrana basal, e
tém sido relacionadas a tumorigénese. Diversos estudos imuno-histoquimicos tém
demonstrado expressdo de MMPs e inibidores teciduais de metaloproteinases em
patologias odontogénicas (MATOS et al., 2012).

As MMPs sdo expressas através de estimulos especificos por células
existentes no tecido conjuntivo, em especial as células inflamatorias. Assim elas tém
a capacidade de remodelacdo do tecido conjuntivo, fato ja evidenciados in vivo.
Além das remodelacbes teciduais patolégicas, as MMPs promovem também
processos naturais de remodelacédo, como: ovulacdo, desenvolvimento embrionario,
a involucdo pos-parto do utero, remodelacdes Osseas fisioldgicas, reparacdo de
feridas etc. Sendo assim, é sabido que as MMPs sao ativadas ndo apenas por
alteracdes patoldgicas, mas que fazem parte também da manutencéo fisiolégica de
diversos processos (SOUZA & LINE, 2002; NAVARRO et al., 2006).

Nesta pesquisa, foram escolhidas as MMPs-2 e -9. Ambas séo pertencentes
ao grupo das gelatinases e estdo diretamente associadas a casos de lesbes
altamente agressivas e metastases cancerosas. Optou-se por estes dois tipos de
MMPs pois, de acordo com a literatura, sdo enzimas presentes nos processos mais
agressivos de tumores e cistos.

A MMP-2 é do grupo das gelatinases e possui como caracteristica principal a
degradacé&o do colageno tipo IV, mas também é capaz de degradar colageno V, VII,
X, gelatinases tipo I, elastina e fibronectina. A MMP-9, também uma enzima do
grupo das gelatinases, degrada principalmente coldgeno do tipo IV e V e gelatinases
do tipo | e V, esta envolvida na resisténcia das células tumorais dificultando os
mecanismos de defesa do hospedeiro e estimula as ac¢fes anti-inflamatorias/pro-
inflamatorias (RAMOS et al., 2014).

Cistos e tumores odontogénicos sédo patologias consideradas benignas e que

derivam do epitélio odontogénico. Dentre as lesdes odontogénicas existentes, este
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trabalho abordou o estudo das expressbes das MMPs em 3 tipos de lesdes:
ameloblastomas, ceratocistos e cistos dentigeros.

Neste trabalho, todas as lesdes foram benignas. Para os ameloblastomas, a
faixa etaria prevalente foi de 21 e 40 anos, coincidindo com as médias relatadas nos
trabalhos de Anyanechi et al., (2014), Baghaei et al., (2014) e Florescu et al. (2012).
Na pesquisa de Chae et al., (2015) a média foi de 41 anos de idade, com intervalo
de 10-62 anos, numeros maiores dos que encontrados nesta pesquisa, € o intervalo
de idades foi de 11-55.

Ao analisar a faixa etaria entre os ceratocistos odontogénicos deste trabalho,
prevaleceram os pacientes com idade entre 21 e 40 anos, em acordo com Peixoto et
al., (2009). O achado destes autores foi em média 30 anos. Eles sugerem que
guanto mais tarde o surgimento da leséo, maiores as chances de recidiva.

Hasan et al., (2014) relataram que o maior aparecimento de cistos dentigeros
esta entre pessoas de 10 a 30 anos de idade, sendo que nesta pesquisa a faixa de
até 20 anos e 21 a 40 anos obtiveram valores iguais.

Quando ao género, foi observado nesta pesquisa nimeros equivalentes com
29 lesbes ocorrendo no género feminino (50%) e 29 no género masculino (50%).
Apesar de na literatura revisada em geral ndo citar prelide¢cdo por nenhum género,
alguns autores colocaram em suas pesquisas em qual género pertenciam a maioria
dos pacientes acometidos pelas lesdes.

Anyanechi et al., (2014) e Florescu et al., (2012) encontraram maiores casos
de ameloblastomas no género masculino, discordando desta pesquisa (58,6% para
mulheres). J&4 Chae et al., (2015) e Baghei et al., (2014) concordaram com este
estudo, demonstrando incidéncias de 2,67:1 (mulheres para homens) e 63,4%,
respectivamente.

Para cistos odontogénicos (ceratocisto e cisto dentigero) Baghei et al. (2014);
Amm et al., (2014); e Hasan et al., (2014) mostraram maior incidéncia em homens
(55,9%); (1,2:1); (1,6:1) respectivamente. Esta pesquisa esta de acordo com a
prevaléncia masculina em apenas cistos dentigeros (80%). Para o ceratocisto
(52,6%) ocorreu em mulheres.

Células da interface tumor/estroma podem sintetizar substancias que
participam do crescimento ameloblastico, como as metaloproteinases. Através da

sua acao podem atuar sobre a superficie celular, sobre reguladores de crescimento
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ligados a matriz, favorecer a proliferacdo e a invasdo de células neoplasicas.
(SIQUEIRA et al., 2010; FLORESCU et al., 2012).

Kumamoto et al., (2003) relataram em sua pesquisa a expressado das MMPs -
1, -2 e -9 em ameloblastomas. Eles verificaram a expressao destas enzimas em
germes dentarios e em componentes celulares de tumores neoplasicos. A
marcacao para a MMP-9 foi significantemente mais intensa em células estromais do
ameloblastoma do que quando comparados com células epiteliais e no foliculo
dentario. Em geral, as células tumorais mostraram marcacgéo fraca para a MMP-2.
Yoon et al., (2011), Ribeiro et al., (2012) e Florescu et al., (2012) encontraram
resultados semelhantes, com predominancia da MMP-9 em células estromais do
ameloblastoma e fraca marcacéo para a MMP-2.No presente estudo a marcacgao da
MMP-9 se mostrou mais intensa em regidao estromal do que a MMP-2 no tumor
ameloblastico (p<0,001), concordando com os achados dos referidos autores.

Para Jiang et al., (2008) as glicoproteinas transmembranar sdo capazes de
induzir a partir de células tumorais, fibroblastos e células endoteliais a expressao
das MMPs, aumentando significativamente a quantidade desta enzima na regido
patologica. Estas glicoproteinas foram expressas principalmente por células
endoteliais proximas as membranas basais com proliferacéo de células ativas, o que
pode justificar a presenca das MMPs em estroma. Estas glicoproteinas estavam
presentes em 85,37% dos ameloblastomas estudados e 62,50% dos cistos
estudados na pesquisa.

Matos et al., (2012) constataram a presenca das MMPs-2 e -9 em todos 0s
processos teciduais de tumores odontogénicos (ameloblastoma, ceratocisto
odontogénico, tumor odontogénico adenomatdide, mixoma odontogénico, tumor
odontogénico cistico calcificante, etc), que esta de acordo com esta pesquisa.

Florescu et al., (2012) relataram em sua pesquisa que em epitélio, as MMPs-9
foram localizadas nas células cilindricas e nas células semelhantes ao reticulo
estrelado do 6rgdo do esmalte. Na regido do estroma, a imunorreatividade destas
enzimas foram localizadas em fibroblastos, células inflamatérias e células
endoteliais, em torno de ninhos de células tumorais.Em epitélio, a marcacao obteve
significAncia apenas para a MMP-2 (quando comparada ao estroma), e evidente nas
células semelhantes ao reticulo estrelado. Na presente pesquisa, obteve-se
resultados semelhantes ao comparar o tecido epitelial ao estroma da lesdoapenas

para a MMP-2, o ameloblastoma apresentou maior expressdoem epitélio (p<0,001).
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N&o houve diferenca estatistica quando comparado epitélio e regido estromal para a
MMP-9.

Pinheiro et al., (2004) relataram que a capacidade das células tumorais do
ameloblastoma em produzir MMP-1, -2 e -9 foi constatada por zimografia e pela
técnina imuno-histoquimica. Ao produzirem fatores mitogénicos e degradar a matriz
0ssea, contribuem para a proliferagcdo tumoral. Além da acdo das MMPs na matriz
extracelular, elas também agem nos substratos ndo-matriz, induzindo reguladores
de crescimento ligados a matriz, liberando-os em “lojas” e agindo sobre a superficie
celular. Através das acGes das MMPs na superficie celular ocorre sinalizagédo
mediada, resultando na liberacdo de receptores de fator de crescimento de
fibroblastos. Ambas as células (tumorais e estromais) sdo capazes de expressar
MMPs, que apés degradar a matriz 6ssea libera fatores mitogénicos de forma
aleatéria. Estes, aumentam a taxa de proliferacdo das células do ameloblastoma e
estimulam o crescimento com projecOes para fora da por¢cao central do tumor.
Através destas ramificacbes, a neoplasia tem capacidade de penetrar
profundamente no 0sso, provando assim a sua capacidade de invaséao local.

Wang et al., (2008) sugerem que a inibicdo das MMPs pode ser uma forma de
terapeutica contra o ameloblastoma.

Ao se tratar de cistos odontogénicos, Ribeiro et al., (2012) sugeriram que a
explicacdo para o crescimento dos ceratocistos € relacionada com o0 aumento
hidrostatico dentro da lesdo, ocorrendo o pressionamento das estruturas adjacentes
e causando a reabsorcdo Ossea. Contudo, esta patologia possui também o
crescimento através do osso medular, que sugere a acdo de outros mecanismos na
progressao da lesdo, como as MMPs (degradacao principalmente do colageno). Ao
redor dos cistos e tumores, existe um estroma bastante complexo, a matriz
extracelular. A destruicdo desta inclui trés etapas: migracdo das células para a
degradacdo da MEC, adesdo das células tumorais a MEC, e a degradacdo por
protedlise da MEC.

Para Matos et al., (2012) o aumento de MMP-2 pode estar relacionado com o
comportamento mais agressivo e infiltrativo, causando reabsor¢cdo Ossea. A
Metaloproteinase 9 também parece cooperar com a progressao da lesdo, mas talvez
nao seja a principal protease envolvida no processo. Segundo Ramos et al. (2014), o
revestimento epitelial do tecido conjuntivo do ceratocisto odontogénico apresentou

em 100% de suas amostras a presenca da MMP-2. A marcacao foi considerada
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intensa em todos os fibroblastos presentes, e ao longo de todo contorno nas células
epiteliais em contado com o tecido conjuntivo. Para a MMP-9, o tecido epitelial
demonstrou 100% de marcacao, porém de baixa intensidade; enquanto o tecido
conjuntivo marcou 91% das amostras também com baixa intensidade. Amm et al.,
(2014) também declararam que em todas as células dos ceratocistos foram
expressas intensas atividades da MMP-2, determinadas por zimografia em gelatina.
Foram encontradas de forma difusa por todo o tumor e também da camada de
paraqueratina do epitélio.

Os resultados desta pesquisa ndo coincidem com os autores acima citados.
Demonstrou-se que a MMP-9 esteve presente de forma mais intensa que a MMP-2
em tecido conjuntivo (p<0,001) de todas as lesdes cisticase em epitélio para os
ceratocistos (p<0,046). Pelo fato do ceratocisto odontogénico ser uma lesao
altamente agressiva, e nesta pesquisa ter sido encontrada expressdes consideraveis
de MMP-9, sugere-se a participagdo destas enzimas na degradacdo o0s
componentes extracelulares e no crescimento e agressividade desta leséo.

De acordo com Dineshkumar et al., (2015) pouca atencdo tem se dado a
regido de estroma dos tumores e cistos odontogénicos. O trabalho atual se
preocupou em avaliar a expressao dos marcadores em estroma, e verificou-se que
0os componentes deste tecido (células inflamatérias, células endoteliais, fibroblastos)
demonstraram expressoées significativas.

Ribeiro et al. (2012), relataram a expressdo de MMP-9 em ceratocistos, e
detectaram que a marcacdo expressiva em regiao de estroma com indices de 60%,
e em sequéncia em epitélio (10%). Foi detectada a presenca da marcacdo suave
para MMP-2. Maior significancia foi obtida pelo estroma, assim como esta pesquisa.

Na camada suprabasal, é notada grande atividade mitética epitelial. Alguns
estudos relataram que as MMPs sintetizadas pelas células estromais podem
potencializar as MMPs produzidas pelas células epiteliais. Assim, é sabido que o
estroma desempenha papel importante na regulagdo do microambiente tumoral, pela
acao de fibroblastos estromais em cooperacdo com células epiteliais na sintetizacao
das MMPs e favorecimento do crescimento da lesdo (MATOS et al., 2012).

Nesta pesquisa as expressdes por MMP-2 e MMP-9 foram evidenciadas em
diversas células na regido do estroma da lesdo. Principalmente a MMP-9. A grande

quantidade de marcacdo em macrofagos, fibroblastos, células endoteliais foram
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detectadas em varias amostras de ceratocistos e menos frequentes nos cistos
dentigeros

Khot et al.(2015) demonstraram que em regido de estroma, ceratocisto
expressou MMP-9 em 84% dos casos e o cisto dentigeros 38%. Em epitélio, a MMP-
9 foi expressa apenas pelos ceratocistos. Os resultados encontrados no presente
estudo, também mostraram expressao significativa em regidao estromal para a MMP-
9 em ceratocistos e cistos dentigeros quando comparados a MMP-2 (p<0,001). Em
relacdo ao epitélio ndo houve valores expressivos para os cistos dentigeros. Em
relagdo a infiltrado inflamatorio, este se demonstrou leve em ceratocistos quando
comparado ao cisto dentigero. Nas ultimas pesquisas tém se associado a expansao
do epitélio cistico a presenca de resposta inflamatoria. Este fato de torna
interessante levando em consideracdo que as células inflamatérias sdo capazes de
produzir MMPs.

Suojanen et al., (2014) provaram que células epitelias individuais dos cistos
dentigeros apresentaram positividade suave para a expressao das MMP-9. Na
regido de conjuntivo, as MMP-9 foram expressas em células endoteliais préximas as
regides epiteliais, fatos também presentes nesta pesquisa.

Santos et al., (2011) constataram a presenca de forma ativa das MMPs-9 em
75% dos ceratocistos e 30% dos cistos dentigeros. Foi apontado maior expressao
desta MMP em células epiteliais do que nas células no tecido conjuntivo da capsula
fibrosa. Os resultados acima estdo em desacordo com esta pesquisa (estroma para
MMP-9 com p>0,005). Estes autores sugeriram que essa maior presenca em ceélulas
epiteliais pode ser a principal causa da degradacdo da membrana basal.

Ao comparar a marcacdo entre as lesdes, ha uma concordancia entre
diversos autores sobre a ligacdo das MMPs com a progressao das lesbes
odontogénicas. Zhang et al. (2009), evidenciaram maior a expressao em
ameloblastoma (84,06%); Ghada et al. (2010) concluiram que a MMPs pode estar
relacionada com a progresséo, crescimento, invasao e recorrencia das patologias
intra-6sseas odontogénicas

Para Santos et al., (2011) e Ribeiro et al. (2012) o ceratocisto odontogénico
possui maior expressao quando comparado aos outros cistos odontogénicos, entres
eles o cisto dentigero. A quantidade da expressdo da MMP apresentou semelhanca

a expressao no ameloblastoma.
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Contudo, nesta pesquisa ndo houve numeros estatisticos significantemente
maiores para nenhuma das patologias, discordando com alguns autores da
literatura. As discordancias dos resultados podem ser explicadas pelas diferencas de
processamento de tecidos em laboratorios ou pelos diferentes anticorpos utilizados.
De fato, o ameloblastoma possui nUmeros maiores de expressodes para a MMP-2 e -
9 quando comparados a ceratocistos e cistos dentigeros. Assim ocorre também com
0S ceratocistos, que possuem expressdes maiores que 0s cistos dentigeros. Neste

estudonéo se evidenciou maior agressividade por parte de nenhuma leséo.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a expresséo das MMP-2 e -9 em tumores
ameloblasticos, ceratocistos odontogénicos e cistos dentigeros. Comparacdes entre
tipos de tecidos e expressdao das MMPs foram realizadas. Todas estas lesdes
apresentaram a presenca destas proteinas de forma aumentada tanto em epitélio
como em estroma/tecido conjuntivo. Ao comparar a MMP-9 com a MMP-2, a regido
estromal das trés lesdes e o tecido epitelial do ceratocisto odontogénico
apresentaram resultados significativos apenas para a MMP-9. A MMP-2 demonstrou
expressao bastante significativa ao ser comparada entre os dois tipos de tecido, com
maior significancia para o tecido epitelial, apenas no ameloblastoma.

De forma geral, apesar do ameloblastoma ter demonstrado numeros de
expressdes maiores para 0s dois tipos de metaloproteinases, esses nao foram
estatisticamente significantes. O mesmo ocorre na comparacao entre 0 ceratocisto
odontogénicos e o cisto dentigero, onde o primeiro obteve maiores expressoes.
Sendo assim, ndo houve diferenca significativa entre as expressdes de MMPs nas
trés lesbes, ndo ocorrendo maior agressividade por parte de nenhuma delas.
Conclui-se que a agressividade maior por parte do ameloblastoma e ceratocisto
estudado na literatura, pode ser devido a outros fatores influentes oriundos do

estroma ou mesmo do proprio epitélio.
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