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RESUMO

O tumor odontogénico ceratocistico (TOC) ¢ uma neoplasia
odontogénica benigna de origem epitelial, de evolucdo lenta, o qual
apresenta crescimento infiltrativo e elevado indice de recidiva apoés
tratamento conservador, podendo ainda estar associado & sindrome do
carcinoma nevoide de células basais (SCNCB). O objetivo deste estudo
foi contribuir para um melhor entendimento sobre o crescimento
infiltrativo do TOC, por meio da avaliagdo de proteinas envolvidas no
processo de proliferacdo das células neoplasicas e na interagdo
parénquima/estroma. A atividade proliferativa foi avaliada utilizando-se
o antigeno de proliferagdo celular Ki-67. A interacdo entre
parénquima/estroma foi avaliada: 1) pela produgdo de metaloproteinases
de matriz (MMP-1, MMP-2 ¢ MMP-9) no parénquima e estroma ¢ 2)
pela presenga de miofibroblastos (MF), através da expressdo de a-actina
de musculo liso no estroma. Os casos submetidos a técnica de imuno-
histoquimica pelo método streptavidina-biotina-peroxidase foram
classificados em: G1, 11 casos de TOC isolados; G2, 12 casos de TOC
associados & SCNCB e G3, 6 casos de foliculos pericoronarios livres de
inflamagdo (grupo controle). A andlise e quantificagdo das reacdes
foram obtidas com auxilio do programa NIH ImageJ. Foi realizada
avaliagdo estatistica para comparagdo da expressdo proteica entre os
grupos em estudo. Também foi realizada a correlagdo de Spearman, nos
casos de TOC, para avaliar a existéncia de correlagdo entre os
marcadores. Diferenga estatistica foi observada entre o grupo controle
(G3) e os casos de TOC (Gl e G2) para o antigeno Ki-67, e para a
MMP-1 e MMP-9 no tecido conjuntivo. Foi observada uma correlagdo
positiva entre a MMP-1 no epitélio e no conjuntivo, MMP-2 no epitélio
e MMP-1 no conjuntivo, MMP-2 no epitélio e MMP-1 no conjuntivo,
MMP-9 no epitélio e MMP-1 no conjuntivo, MMP-9 ¢ MMP-2 no
epitélio, Ki-67 ¢ MMP-1 no epitélio, MF ¢ MMP-1 no epitélio.
Concluiu-se que o aumento da atividade proliferativa no TOC esta
associado a um aumento da producdo da MMP-1 no epitélio, o que pode
influenciar no crescimento da lesdo, associado ao aumento de
miofibroblastos no tecido conjuntivo. A associa¢do entre as MMPs
indica a interacdo existente entre essas MMPs, pois a MMP-1 realiza a
ativacdo da MMP-2 que por sua vez realiza a ativagdo da MMP-9.



Palavras-chave: Metaloproteinase de Matriz-1, Metaloproteinase de
Matriz-2, Metaloproteinase de Matriz-9, Miofibroblastos, Proliferagido
celular, Tumores odontogénicos.



ABSTRACT

The Keratocystic odontogenic tumor (KCOT) is a benign
neoplasia of odontogenic epithelial origin. Despite its slow evolution, it
shows infiltrative growth and a high recurrence index after conservative
treatment. It can be associated with the naevoid basal cell carcinoma
syndrome (NBCCS). The aim of this study was to provide a better
understanding of the infiltrative growth of KCOTs. This was attempted
by evaluating the proliferative activity of neoplastic cells and by
evaluating the interaction between parenchyma and stroma. The
proliferative activity was assessed by analyzing the nuclear antigen Ki-
67. The interaction between parenchyma and stroma was assessed by
analyzing the following: 1) the production of matrix metalloproteinase
(MMP-1, MMP-2, MMP-9) in the parenchyma and stroma and 2) the
presence of myofibroblasts (MF) in the stroma, via the expression of o-
smooth-muscle actin. All samples were processed using the streptavidin-
biotin-peroxidase immunohistochemical technique and were classified
as: G1, 11 cases of isolated KCOT; G2, 12 cases of KCOT associated
with NBCCS, and G3, 6 cases of pericoronal follicles without
inflammation (control group). Reaction analysis and quantification was
performed with the software NIH Imagel. Protein markers from the
study groups were compared using statistical techniques. The correlation
between the protein markers in KCOT cases were evaluated using the
Spearman correlation test. The control group (G3) and the KCOT cases
(G1 and G2) presented statistical differences in relation to the Ki-67
antigen and to the MMP-1 and MMP-9 in the stroma. A positive
correlation was observed between the following markers: MMP-1 (in
the) stroma and parenchyma; MMP-2 parenchyma and MMP-1 stroma;
MMP-2 parenchyma and MMP-1 stroma; MMP-9 parenchyma and
MMP-1 stroma; MMP-9 and MMP-2 parenchyma; Ki-67 antigen and
MMP-1 parenchyma; and MF and MMP-1 parenchyma. The results
obtained lead us to conclude that increased proliferative activity in the
KCOT is associated with the increase of MMP-1 production in the
parenchyma, which, linked with an increase of MF, may influence the
growth of the lesion. The association observed between MMPs indicates
real interaction between them, due to chain activation from MMP-1 to
MMP-9.



Keywords: Matrix Metalloproteinase-1, Matrix Metalloproteinase-2,
Matrix  Metalloproteinase-9, Myofibroblasts, Cell proliferation,
odontogenic tumors.
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INTRODUCAO

TUMORES ODONTOGENICOS

Os tumores odontogénicos (TOs) se desenvolvem exclusivamente
nos 0ssos gnaticos, a partir dos tecidos odontogénicos, por proliferagdo
epitelial, mesenquimal ou ambas. Compreendem um grupo complexo de
lesdes com comportamento clinico e tipos histologicos diversos,
variando desde lesdes hamartomatosas ou proliferagdes teciduais ndo
neoplasicas, até neoplasias benignas ou malignas com potencial
metastatico (BARNES et al., 2005).

Os TOs sao lesdes raras. No Brasil, os estudos relatam que a
incidéncia dessas lesdes varia entre 2,4% (SANTOS et al., 2001) e 6,8%
(SOUSA et al., 2002) de todas as lesdes bucais diagnosticadas. Na
América Latina os resultados encontrados sdo semelhantes, como no
estudo multicéntrico realizado por Ledesma-Montes (LEDESMA-
MONTES et al., 2007) onde a incidéncia de TOs foi de 2,16% dos
casos, e um estudo realizado no Chile onde os autores encontraram uma
incidéncia de 1,29% (OCHSENIUS et al., 2002). Outros estudos pelo
mundo mostraram variagdes na incidéncia dessas lesdes, como no Reino
Unido, onde observou-se incidéncia de 0,8% (JONES; FRANKLIN,
2006) e na Nigéria, que apresentou incidéncia superior as relatadas em
outras partes do mundo, variando entre 9,6% (LADEINDE et al., 2005)
e 19% (ODUKOYA, 1995).

Diferentes classificagdes foram publicadas na tentativa de definir
os critérios diagnosticos para os TOs. Em 1869, Broca utilizou o termo
odontoma para nomear qualquer lesdo oriunda dos tecidos que
participavam da formagdo dental (BROCA, 1869). Posteriormente,
diversos autores passaram a utilizar e modificar essa terminologia, e
somente em 1971 a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) publicou a
primeira edi¢do do "Histological typing of odontogenic tumours, jaw
cysts, and allied lesions”, no qual os cistos odontogénicos também
foram incluidos (PINDBORG; KRAMER; TORLONI, 1971). Em 1992
foi publicada a segunda edig¢do da classificagdo da OMS, onde outras
lesdes, como por exemplo as lesdes fibro-6sseas, foram adicionadas
(REICHART; PHILLIPSEN, 2004). Finalmente, em 2005, foi publicada
a mais recente classificacdo da OMS, “WHO Classification of Tumours
— Head and Neck Tumours”, com a inclusio do ceratocisto
odontogénico entre os TOs, tendo sido renomeado para tumor
odontogénico ceratocistico (TOC) (BARNES et al., 2005).
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TUMOR ODONTOGENICO CERATOCISTICO

O TOC ¢é uma lesdo que passou por diversas modificagdes em sua
classificacdo, sendo inicialmente chamado de cisto dentigero, cisto
primordial e cisto folicular. A partir de 1950 pesquisadores perceberam
que alguns cistos tinham recorréncia apds a remogdo cirurgica,
principalmente o chamado cisto primordial. Em 1956, Philipsen
publicou um artigo onde utilizou pela primeira vez a nomenclatura
“ceratocisto odontogénico” para definir qualquer cisto odontogénico que
apresentasse ceratinizagdo (ortoceratina ou paraceratina) no epitélio.
Posteriormente, novos estudos foram realizados, ¢ somente lesdes que
apresentavam paraceratinizagdo passaram a ser denominadas ceratocisto
odontogénico, classificado entdo como um cisto odontogénico de
desenvolvimento pela OMS. Em 2005, lesdes com esse padrdo
histologico foram reclassificadas pela OMS como uma neoplasia cistica
benigna (BARRETO et al., 2000; POGREL, 2003b; SHEAR, 2003b;
MADRAS; LAPOINTE, 2008).

O comportamento  bioldégico agressivo do  ceratocisto
odontogénico, diferente de outros cistos odontogénicos, foi uma das
principais argumentagdes para sua recente reclassificacdo como
neoplasia. Tal comportamento reflete-se na natureza infiltrativa que
apresenta, associada ao alto grau de recidiva apo6s tratamento
conservador (SHEAR, 2003b; PHILIPSEN, 2005). Apesar de ja
estabelecida sua inclusdo na nova classificagdo, ainda é raro encontrar
na literatura mundial estudos de séries de casos de TOs incluindo o
TOC.

Em estudo realizado apos essa classificagdo, o TOC foi o mais
frequente dos TOs (AVELAR et al., 2008), posi¢do esta anteriormente
ocupada pelos odontomas e ameloblastomas (TAYLOR, 2008).

A origem histolégica do TOC ainda ndo foi estabelecida
definitivamente. Embora a maioria dos pesquisadores aceite como
origem a lamina dentdria, também tem sido sugerida como origem a
camada basal do epitélio bucal. O estimulo para a proliferagcdo celular
permanece desconhecido (STOELINGA, 2003).

Lesdes multiplas de TOC frequentemente estdo associadas a
sindrome do carcinoma nevoide de células basais ou Sindrome de Gorlin
(SCNCB)(PHILIPSEN, 2005). Esta ¢ uma sindrome rara, autossémica
dominante, com histéria familiar bem definida, que afeta igualmente
homens e mulheres. Foi descrita em 1960 por Gorlin e Goltz (GORLIN;
GOLTZ, 1960), sendo caracterizada pela presenca de multiplos
carcinomas basocelulares, TOCs nos maxilares, cistos epidermoides em
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pele, costela bifida, manchas na planta dos pés e palma das maos, entre
outras altera¢cdes (BARRETO et al., 2000, BARRETO et al., 2002;
GORLIN et al., 2008; LO MUZIO, 2008; GOMES; DINIZ; GOMEZ,
2009; PAN; LI, 2009; VISIOLI et al., 2010). O TOC pode ser uma das
primeiras manifestagdes da SCNCB, ocorrendo, geralmente, nas
primeiras décadas de vida (YAMAMOTO et al., 2011).

Quando o TOC esta associado a SCNCB, geralmente ha lesdes
multiplas e elevada taxa de recorréncia, (cerca de 60% dos casos).
Quando ndo associado, geralmente ocorre como lesdo Unica, e com
menor indice de recorréncia (BAKAEEN et al., 2004; YAMAMOTO et
al.,2011).

A alteragdo genética mais importante relatada no TOC ¢é no gene
PTCHI1 (Drosophila Patched gene). O PTCHI1 € um gene que codifica
uma proteina transmembrana da via de sinaliza¢do hedgehog, e tem um
papel importante no desenvolvimento embriondrio e no cancer. O gene
PTCHI1 tem sido descrito ¢ mapeado no cromossomo 9q22.3-g-31, na
mesma regido onde foi mapeado para a SCNCB. Virios estudos
demonstraram que muta¢des no gene PTCHI1 podem estar presentes em
pacientes com a SCNCB (BARRETO et al., 2000; BARRETO et al.,
2002; VISIOLI et al., 2010; YAMAMOTO et al, 2011). Alguns
autores tém demonstrado que mutagdes no gene PTCHI1 estdo
associadas a um subgrupo de TOCs com maior atividade proliferativa,
podendo estar relacionada a um fen6tipo de maior tendéncia a recidiva
(PAN; L1, 2009).

Com relag@o a incidéncia, as lesdes ocorrem da primeira a nona
décadas de vida (maior prevaléncia em segunda e terceira décadas),
havendo predilegdo pelo sexo masculino. A mandibula é mais envolvida
que a maxila, e cerca de metade das lesdes ocorrem em regiao de angulo
mandibular, estendendo-se para ramo ascendente. O TOC tende a
crescer no sentido antero-posterior, pelos espacos medulares do osso,
sem causar expansdo de cortical 6ssea evidente; assim, podem se tornar
lesoes extensas antes do diagndstico (PHILIPSEN, 2005). Geralmente
assintomaticas, as lesdes sdo descobertas por radiografia de rotina,
embora lesdes maiores ¢ secundariamente infectadas possam estar
associadas a dor, tumefagdo, rompimento de cortical oOssea e
envolvimento de estruturas adjacentes (MACDONALD-JANKOWSKI,
2011; KOENIG et al., 2012).

Radiograficamente, o TOC pode apresentar aspectos variados,
podendo ser encontrado como imagem radiolicida unilocular ou
multilocular, de tamanho variado, geralmente com margens lobuladas e
demarcadas por delicado halo radiopaco (corticalizadas). Essa lesdo
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pode causar deslocamento dentério, porém a reabsor¢do radicular ndo ¢
comum. LesGes maxilares tendem a ser menores e uniloculares, e
quando grandes, podem expandir e envolver o seio maxilar. Pode haver
dente incluso envolvido na lesdo, conduzindo a hipdtese diagndstica
para cisto dentigero (LANGLAIS; LANGLAND; NORTJE, 1995;
RENSBURG; PAQUETTE; NORTIJE, 2003; SHEAR, 2003a;
MACDONALD-JANKOWSKI, 2011). Avaliagdo por Tomografia
Computadorizada (TC) e Ressonancia Magnética (RM) podem ser
importantes para delimitagdo mais precisa e determinacdo da relagdo da
lesdo com estruturas nobres (WHITE; PHAROAH, 2004). Avaliagdo
por Tomografia Computadorizada de Feixe Conico (TCFC — “cone
beam”) ndo esta indicada, pois quando a avaliacdo de tecidos moles é
necessaria, como no caso de lesdes cisticas e tumorais, deve-se optar
pela Tomografia Computadorizada de Feixe em Leque (equipamentos
médicos) ou pela Ressondncia Magnética (SEDENTEXCT, 2011).

Histologicamente, o TOC apresenta capsula fina e friavel
revestida por epitélio pavimentoso estratificado, fino e uniforme, com
camada de paraceratina corrugada e camada basal de células colunares
dispostas em palicada. A juncdo epitélio-conjuntivo ¢ plana, com
frequentes areas de desgarramento epitelial. Ilhas, corddes epiteliais e
pequenos cistos satélites podem ser encontrados na capsula fibrosa. Fitas
de ceratina descamada sio observadas no lumen (PHILIPSEN, 2005). E
comum a perda das caracteristicas tipicas epiteliais em lesdes
intensamente inflamadas (JORDAN, 2003). Tém sido relatada maior
frequéncia de cistos satélites, ilhas de epitélio odontogénico na capsula
fibrosa e maior nimero de figuras de mitose no epitélio nos casos
relacionados a SCNCB (GORLIN et al., 2008).

O TOC apresenta elevado indice de recidiva apds remogdo
cirurgica conservadora (2,5% a 62,5%(BORGONOVO et al., 2011).
Esta recidiva pode ocorrer até 10 anos apods o tratamento, sendo mais
comum nos 5 primeiros anos (KOLOKYTHAS et al, 2007;
BORGONOVO et al., 2011), Por esse motivo, o paciente deve ser
cuidadosamente acompanhado apds o tratamento, considerando a
eventual presenca de cistos satélites e a tendéncia a multiplicidade
(BELL; DIERKS, 2003; GHALIL; CONNOR, 2003).

As propostas de tratamento para o TOC sdo diversificadas e
inimeras abordagens cirurgicas — conservadoras e agressivas — tém sido
sugeridas. Além da erradicagdo da lesdo, as abordagens terapéuticas
buscam diminuir a recidiva e a morbidade, considerando-se ainda a
idade do paciente, tamanho e localizagdo da lesdo, envolvimento de



33

tecidos moles e historico de tratamento anterior (KOLOKYTHAS et al.,
2007; BORGONOVO et al., 2011).

O tratamento conservador inclui: 1) enucleacdo (seguida ou ndo
de tratamento adjuvante), 2) marsupializacdo e, 3) descompressdo
(ZECHA et al., 2010; BORGONOVO et al, 2011). Tratamentos
adjuvantes visam diminuir o indice de recidiva apo6s tratamentos
conservadores, ¢ a aplicagdo da solugdo de Carnoy e de nitrogénio
liquido sdo opgdes amplamente utilizadas (SCHMIDT; POGREL, 2001,
POGREL, 2005; KOLOKYTHAS et al., 2007; ZECHA et al., 2010;
BORGONOVO et al., 2011; RIBEIRO JUNIOR et al., 2012), além de
novas opgdes que estdo sendo descritas, como a aplicagdo de solugdo de
iodoférmio (ZHOU et al., 2012). A marsupializagdo prévia a enucleacio
propicia a redu¢do do tamanho da lesdo, e visa preservar estruturas
anatdmicas importantes, como 0sso, tecidos moles e dentes envolvidos
na lesdo (POGREL, 2003a; POGREL; JORDAN, 2004; POGREL,
2005; BORGONOVO et al,, 2011). A enucleagdo pode ser seguida de
curetagem ou ostectomia periférica, que visam a remog¢do do 0sso
adjacente, eliminando epitélio remanescente e/ou cistos satélites (BELL;
DIERKS, 2003; RIBEIRO JUNIOR et al., 2012). Modalidades mais
agressivas como a ressec¢cdo marginal podem ser utilizadas em lesdes
multinucleadas com perfuracdo de cortical dssea e envolvimento de
tecidos moles ou ainda em lesdes que recidivaram apds tratamento
conservador (KOLOKYTHAS et al., 2007, ZECHA et al, 2010;
TONIETTO et al., 2011). Apesar de todas as opgdes de tratamento
descritas, ainda ndo existe um consenso sobre a melhor op¢do de
tratamento (SHARIF FYEZA et al., 2010).

ANTIGENO DE PROLIFERACAO CELULAR Ki-67

O antigeno de proliferagdo Ki-67 ¢ uma proteina ndo-histona
produzida no nucleo das células durante as fases G1, S, G2 ¢ M do ciclo
celular, sendo ausente na fase GO. Sua expressdo aumenta com a
progressao do ciclo celular e alcanga altos niveis durante as fases G2 e
M (BROWN; GATTER, 1990; ARISAWA et al., 1999; KIMI et al.,
2000; URRUTICOECHEA; SMITH; DOWSETT, 2005). Por essas
razdes, ¢ considerado um dos marcadores mais confiaveis de
proliferagdo celular (BROWN; GATTER, 1990; URRUTICOECHEA;
SMITH; DOWSETT, 2005).

A determinagdo do indice de proliferacdo celular utilizando a
expressdo de Ki-67 tem se mostrado util para avaliar o comportamento
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biologico do TOC (LI; BROWNE; MATTHEWS, 1995; DE VICENTE
et al.,2010).

Alguns estudos tém demonstrado expressao aumentada de Ki-67
em TOCs relacionados a SCNCB, quando comparados aos casos
isolados, demonstrando que essas lesdes possuem um comportamento
mais agressivo, o que corrobora com o maior indice de recorréncia dos
casos relacionados a sindrome (LO MUZIO et al., 1999; KIMI et al.,
2000). Quando a expressdo de Ki-67 no TOC ¢ comparada com os cistos
de desenvolvimento e inflamatdrios, o TOC apresenta uma expressiao
superior (GURGEL et al., 2008; MENDES; CARVALHO; VAN DER
WAAL, 2011), comparavel & dos ameloblastomas (LI; BROWNE;
MATTHEWS, 1995; THOSAPORN et al, 2004, MENDES;
CARVALHO; VAN DER WAAL, 2010; MENDES; CARVALHO;
VAN DER WAAL, 2011).

No epitélio dos TOCs, a expressdo de Ki-67 ocorre nas camadas
basal e suprabasal (LO MUZIO et al., 1999; KIMI et al, 2000;
GURGEL et al., 2008; MENDES; CARVALHO; VAN DER WAAL,
2011). No entanto, as células que constituem a camada suprabasal sdo as
que possuem maior atividade proliferativa (GURGEL et al., 2008;
MENDES; CARVALHO; VAN DER WAAL, 2011).

MIOFIBROBLASTOS

Os miofibroblastos (MFs) sdo fibroblastos que possuem
caracteristicas semelhantes a musculo liso, com capacidade contratil
devido a elevada expressdo de o-actina de musculo liso (a-SMA).
Acredita-se que os MFs derivem de células dendriticas positivas para
CD34, células musculares lisas e pericitos dos vasos sanguineos,
fibroblastos, fibrocitos e até mesmo células epiteliais (NADALIN,
2008). A transdiferenciacdo de fibroblastos em MFs ¢é realizada
principalmente pelo fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-
B1), e o responsavel pela sua maturacdo ¢ o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) (VERED et al., 2005; NADALIN, 2008;
FREGNANI et al., 2009; HINZ, 2010).

Os MFs foram inicialmente encontrados no tecido de granulacio
de feridas abertas, e posteriormente identificados em tecidos normais
que necessitam de resisténcia mecanica, como gengiva marginal,
mucosa do palato, glandulas sudoriparas, bulbo dos foliculos capilares,
ganglios linfaticos, vasos sanguineos, mucosa uterina, estroma
testicular, vilosidades intestinais ¢ septos pulmonares (TOMASEK et
al., 2002). Também estdo presentes nas cicatrizes hipertroficas, cirrose,
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fibrose renal, lesdes reativas, fibromatoses e lesdes fibrocontrateis,
tumores benignos localmente agressivos, sarcomas, assim como no
estroma reacional de tumores epiteliais (FLETCHER, 1998;
DESMOULIERE;  GUYOT; GABBIANI, 2004; DAYAN;
NASRALLAH; VERED, 2005; NADALIN, 2008). Os MFs podem estar
presentes em muitas condigdes patologicas da mucosa bucal como
fiboroma de células gigantes (WEATHERS; CAMPBELL, 1974;
DAYAN; BUCHNER; DAVID, 1989), lesdo periférica de células
gigantes (DAYAN; BUCHNER; DAVID, 1989) e fibrose submucosa
bucal (ANGADI; KALE; HALLIKERIMATH, 2011).

Os MFs tém sido evidenciados no estroma de varios tumores
malignos invasivos e metastaticos caracterizados pela consisténcia dura
e retragdo, como por exemplo no carcinoma ductal de mama associado a
depressdo em pele ou retragdo do mamilo (SCHURCH; SEEMAYER;
LAGACE, 1981; SEEMAYER; SCHURCH ; LAGACE, 1982).
Inicialmente acreditava-se que os MFs eram responsaveis pelo
mecanismo defensivo de isolar a lesdo e impedir a invasdo de células
malignas; porém, nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que a
presenca de MFs no fronte de invasdo estd relacionada a progressao
tumoral, participando na modulacdo da angiogénese, facilitagio da
invasdo das células tumorais ¢ promog¢do da metastatizagdo, uma vez
que, além de produzir colageno, eles também s3o responsaveis pela
sintese de enzimas capazes de degradar a matriz extracelular, como as
metaloproteinases de matriz (MMP), favorecendo assim o crescimento
invasivo da lesdo (VERED et al., 2005; NADALIN, 2008).

A cooperagdo entre as células epiteliais e o estroma ¢ de
fundamental importancia na progressio tumoral. E bem conhecido que
uma das caracteristicas de muitas neoplasias epiteliais ¢ a reagdo
estromal, caracterizada pelo acimulo local de células e de componentes
do tecido conjuntivo, na qual é fundamental a participacdo dos MFs
(DESMOULIERE; GUYOT; GABBIANI, 2004).

A ativagdo de MFs no estroma parece ser uma etapa importante
no crescimento e progressdo tumorais. Alguns estudos demonstraram
que o aumento da expressdao de MFs no estroma de diversas neoplasias
estd relacionado a um pior progndstico para o paciente (NADALIN,
2008; THODE et al., 2011). Em carcinomas epidermoéides de boca, o
aumento de MFs foi relacionado a metastases para linfonodos, invasio
vascular e perineural, além de menor tempo de sobrevida dos pacientes
(KELLERMANN et al., 2007).

Poucos estudos tém sido realizados visando investigar a
participacdo dos MFs na progressdo e desenvolvimento de lesdes
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cisticas dos maxilares (VERED et al., 2005), embora se saiba que os
mesmos sdo constituintes importantes da capsula fibrosa de cistos
odontogénicos e TOCs (LOMBARDI; MORGAN, 1995).

A expressao aumentada de TGF-f1 foi encontrada nos epitélios
das lesdes odontogénicas, especialmente no ameloblastoma e no TOC,
com resultados semelhantes ao descrito no estroma de carcinomas; iSso
pode explicar o aumento da frequéncia de MFs nessas lesdes (VERED
et al., 2005). Quando a presenca de MF no estroma ¢ abundante,
podemos esperar um comportamento mais agressivo de cistos e TOs
(VERED et al., 2005).

Considerando que a expressdo de a-SMA ¢ mais abundante no
TOC que em cistos dentigeros e radiculares, tem sido levantada a
hipotese de que a presenca de MFs na capsula fibrosa possa
desempenhar papel importante na progressio do TOC (NADALIN,
2008).

Segundo Fregnani et al. (2009), a presenca abundante de MFs e a
expressdo de MMP-2 em ameloblastomas sélidos contribui para um
comportamento mais agressivo, como por exemplo a ruptura de corticais
Osseas. Também foi demonstrado nesse estudo que os MFs sdo a
principal fonte de MMP-2 no estroma dos ameloblastomas (FREGNANI
et al., 2009).

De acordo com Nonaka et al. (2011), os MFs constituem um
componente importante da capsula fibrosa dos TOCs e, embora nio seja
possivel correlacionar diretamente o comportamento biologico dessas
lesoes com a quantidade de MFs, a presenca dessas células
possivelmente contribui para a progressao da lesdo através da secregdo
de fatores de crescimento e proteases.

METALOPROTEINASES DE MATRIZ

A matriz extracelular (MEC) é formada por um complexo de
proteinas e glicoproteinas que sdo secretados e formam uma rede
organizada que envolve as células; pode ser encontrada na cartilagem,
no tecido conjuntivo e nos tecidos mineralizados (como osso e dentina).
E constituida por colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e elastina
(HALL; EMBERY, 1997; HILLMANN; GEURTSEN, 1997). Além de
propiciar a sustentagdo dos tecidos, a MEC desempenha um papel
essencial no desenvolvimento de processos bioldgicos de reparo tecidual
e metastase através da regulagdo da proliferagdo, diferenciacdo, adesio,
migragdo e expressao génica celular (HILLMANN; GEURTSEN, 1997;
BANERIJEE et al., 2003).
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As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas
proteoliticas que estdo envolvidas na degradagdo da MEC. Em
condi¢des fisiologicas, desempenham fun¢des importantes na regulagido
da MEC durante a embriogénese ou remodelagdo de tecidos. Em
condig¢des patologicas, as MMPs participam da destruigdo da MEC em
processos inflamatorios como a doenga periodontal, e durante o
crescimento de tumores e cistos (WESTERMARCK; KAHARI, 1999;
CARVALHO, 2006; NADALIN, 2008; MORRISON ef al., 2009;
RODRIGUEZ; MORRISON; OVERALL, 2009; AMALINEI et al.,
2010). As MMPs sdo secretadas por células como fibroblastos,
osteoblastos e/ou osteoclastos, macrofagos, neutrofilos, linfocitos,
células sinoviais, ceratinocitos e células tumorais (NADALIN, 2008;
MORRISON et al., 2009; RIBEIRO et al., 2009; ZITKA et al., 2010).

Muitos tumores produzem as MMPs como parte do mecanismo
de invasdo; no entanto, o processo ainda ndo ¢ muito conhecido (YU;
STAMENKOVIC, 2000). A degradacdo dos componentes da MEC
pelas MMPs favorece a migragdo, diferenciagdo e proliferacao celular
que ocorrem nos processos de reparo, angiogénese, invasdo de células
neoplasicas e metastase. A acdo das MMPs disponibiliza fatores de
crescimento no meio, modificando a MEC e expondo sitios ocultos que
alteram o ambiente tecidual, favorecendo assim o desenvolvimento e
crescimento de tumores primarios e metastaticos (KUMAMOTO et al.,
2003; PINHEIRO et al., 2004; CARVALHO, 2006; MORRISON et al.,
2009; RIBEIRO et al., 2009; RODRIGUEZ; MORRISON; OVERALL,
2009; ZITKA et al., 2010).

Cerca de vinte e quatro tipos de MMPs ja foram identificadas em
humanos, classificadas de acordo com sua estrutura molecular e o
substrato que degradam. Elas se dividlem em MMPs associadas a
membrana e em MMPs soluveis. As MMPs associadas & membrana sao
representadas por seis tipos, divididas de acordo com o mecanismo de
ancoragem a membrana. As MMPs soluveis sdo divididas
principalmente em colagenases (degradam o colageno intersticial tipo I,
IL, IIT e V), gelatinases (degradam colagenos previamente desnaturados)
e estromelisinas (degradam especificamente fibronectina, elastina,
laminina e a proteina central das proteoglicanas) (VISSE; NAGASE,
2003; SORSA; TJADERHANE; SALO, 2004; CARVALHO, 2006;
NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006; NADALIN, 2008; MORRISON et
al., 2009; RIBEIRO et al., 2009; AMALINEI et al., 2010; ZITKA et
al.).

A metaloproteinase de matriz—1 (MMP-1), ou colagenase A, faz
parte do grupo das colagenases e participa da clivagem de colageno tipo
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I, II, III, VII, VIII e X, além de outras moléculas como a tenacina C. Ela
participa de processos como migragdo de ceratindcitos e reepitelizagio,
aumento da proliferacdo celular e agdo pré e anti—inflamatoéria (VISSE;
NAGASE, 2003; AMALINEI et al., 2010). E sintetizada por células
tumorais, fibroblastos, macrofagos, plasmocitos, linfocitos e neutrofilos.
Durante o processo de invasdo, sua produgdo ocorre em resposta a
fatores produzidos pelas células neoplasicas, e sua expressio ¢
observada no estroma junto ao local de invasdo (ALA-AHO; KAHARI,
2005; RIBEIRO et al., 2009; AMALINEI et al., 2010).

A metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2), ou gelatinase A, tem
como principal fun¢do degradar colageno tipo IV e outros componentes
da MEC como colageno tipo V, VII, X, gelatina tipo I, fibronectina e
elastina (VISSE; NAGASE, 2003; NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006;
AMALINEI et al., 2010). Sua expressdo esta associada a odontogénese,
patogénese e progressdo de lesdes periapicais, cistos odontogénicos
(KUBOTA et al., 2002), ameloblastomas (KUMAMOTO et al., 2003) e
na invasao do carcinoma epiderméide (BAKER et al., 2006; O'GRADY
et al., 2007). Segundo Zhang et al. (2009), a MMP-2 ¢ uma das mais
importantes enzimas proteoliticas que degradam a membrana basal e a
MEC, estando relacionada a invasdo tumoral e metastase.

A metaloproteinase de matriz—9 (MMP-9), ou gelatinase B, assim
como a MMP-2, possui a capacidade de degradar coladgeno do tipo IV e
V, além das gelatinas I e V. E secretada por células tumorais e células
inflamatorias, sendo responsavel pelo aumento da afinidade ao
colageno, agdo pro e anti—inflamatoria e resisténcia das células tumorais
aos mecanismos de defesa do hospedeiro (VISSE; NAGASE, 2003;
NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006; AMALINEI et al., 2010).

Nos cistos odontogénicos, estudos indicam que as MMPs estio
relacionadas ao crescimento e expansdo cistica, devido a capacidade
dessas proteinas em degradar os componentes da MEC (RIBEIRO et al.,
2009). A MMP-1 foi observada no revestimento epitelial, fibroblastos,
macrofagos, células endoteliais e osteoblastos dos cistos odontogénicos
(LIN et al., 1997), e juntamente com as MMP-2 e a MMP-9, participa
do mecanismo de expansao dos cistos odontogénicos (TENERON et al.,
1995; LIN et al, 1997). No TOC, essas MMPs sdo observadas no
revestimento epitelial e no tecido conjuntivo da céapsula
(CAVALCANTE et al, 2008; HENRIQUES et al., 2011), estando
associadas ao comportamento mais agressivo, quando comparadas aos
cistos odontogénicos, especialmente as MMP-1, MMP-2, MM-8, MMP-
9 ¢ MMP-13 (WAHLGREN et al., 2003; CAVALCANTE et al., 2008;
DE ANDRADE SANTOS et al., 2011; HENRIQUES et al., 2011). No
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TOC, a MMP-2 ¢ MMP-13 modulam outras proteinas, como a laminina-
5, contribuindo na proliferacdo e migracdo das células epiteliais, assim
como no desprendimento do revestimento epitelial da capsula de tecido
conjuntivo (WAHLGREN et al., 2003). A MMP-1 tem sido ainda
associada a maior agressividade dos casos relacionados a SCNCB
(CAVALCANTE et al., 2008). A expressao elevada de MMP-9 no TOC
sugere uma possivel participacdo dessa proteina na proliferacdo e
diferenciacdo celular, causando maior reabsor¢do dssea e conferindo ao
tumor um potencial de invasdo maior — e consequentemente pior
prognostico — quando comparados aos cistos odontogénicos
(HENRIQUES et al., 2011). A imunorreatividade da MMP-9 nos
componentes epitelial ¢ mesenquimal dos cistos odontogénicos ¢ TOCs
indica que a interagdo entre o epitélio e mesénquima sdo determinantes
para a regulacdo do crescimento e progressdo das lesdes odontogénicas,
servindo como indicador do grau de agressividade local desses cistos ¢
TOs (HENRIQUES et al., 2011).

Nos TOs as MMPs estdo relacionadas ao mecanismo de
crescimento e progressdo tumorais (RIBEIRO ef al., 2009). Elas ja
foram observadas no epitélio e estroma de ameloblastomas
(KUMAMOTO et al., 2003; PINHEIRO et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2009; ZHANG et al, 2009; SIQUEIRA et al.,, 2010) tendo sido
associada a progressdo tumoral (KUMAMOTO et al., 2003) e ao indice
proliferativo (RIBEIRO et al, 2009; SIQUEIRA et al, 2010;
HENRIQUES et al., 2011), principalmente a MMP-1 (RIBEIRO et al.,
2009) e a MMP-9 (HENRIQUES et al., 2011). A MMP-2 também tem
sido associada ao comportamento mais agressivo e infiltrativo do
ameloblastoma (ZHANG et al., 2009; SIQUEIRA et al., 2010). MMP-2
e MMP-9 estdo associadas a interagdo existente entre as células
epiteliais e mesenquimais, além da regulacdo da progressdo tumoral
(KUMAMOTO et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2010; HENRIQUES et
al.,2011).

De acordo com Pinheiro et al. (2005), as MMPs participam do
processo de reabsor¢do Ossea no ameloblastoma, ja que com a
solubilizagdo da matriz ocorre a liberacdo de fatores de crescimento e
citocinas que ficam disponiveis para as células do tumor localizadas
préximo ao osso. Além de estimular a secre¢cdo de mais MMPs pelas
células do ameloblastoma, agem também como mitégenos, promovendo
aumento na proliferacdo das células neoplasicas, contribuindo para a
invasividade local do ameloblastoma (PINHEIRO et al, 2004). As
MMPs contribuem também para o crescimento de outros TOs como o
tumor odontogénico cistico calcificante, influenciado principalmente
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pela presengca de MMP-1, MMP-7 ¢ MMP-9 no epitélio e estroma.
(SIQUEIRA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011).
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JUSTIFICATIVA

Considerando que o TOC ¢ uma lesdo benigna com alto indice de
recidiva, associada ao comportamento infiltrativo, isso estimula o
desenvolvimento de estudos com a finalidade de elucidar o
comportamento biologico do mesmo. Nesse contexto, o estudo da
atividade proliferativa do parénquima do TOC, associado interagdo
deste com o estroma, sdo fatores que podem contribuir para um melhor
entendimento do comportamento biologico dessa doenga.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Avaliacdo imuno-histoquimica das metaloproteinases da matriz -
1, -2 e -9 , miofibroblastos e proliferacdo celular em TOCs e foliculos
pericoronarios (FPs)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Calcular a frequéncia da expressdo das proteinas MMP-
1, MMP-2, MMP-9 nos TOCs e FPs;

e Analisar o local da expressdo das proteinas MMP-1,
MMP-2, MMP-9 e do antigeno de proliferagao Ki-67 nos
TOCs e FPs;

e Avaliar a presenga de miofibroblastos, por meio da
expressdo da proteina a-actina de misculo liso em TOCs
e FPs;

e Verificar a taxa de proliferacdo das células epiteliais, por
meio da marcacdo do antigeno de proliferacdo celular,
Ki-67, em TOCs ¢ FPs;

e Comparar a expressdo de cada proteina nos casos de
TOC ¢ FP;

e Comparar a expressdo de cada proteina nos casos de
TOC isolados e associados a SCNCB;

e Comparar a expressdo das proteinas entre si nos casos de
TOC;

e Correlacionar os achados deste estudo com os ja
existentes na literatura.
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ARTIGO

Artigo formatado conforme normas da revista Histopathology
(acessadas em: 06/06/2012), exceto em rela¢do ao idioma.

TITULO
Avaliagdo de MMPs, miofibroblastos e Ki-67 no TOC e no FP
RESUMO

Objetivo: Avaliar a expressdo de metaloproteinases de matriz
(MMPs), taxa de proliferagdo celular e a presenca de miofibroblastos
(MFs), no tumor odontogénico ceratocistico (TOC) e no foliculo
pericoronario (FP).

Metodologia e resultados: Foi realizado o levantamento dos
casos de TOC diagnosticados na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Destes, foram selecionados 11 casos de TOC isolados (G1) e
12 casos de TOC associados a SCNCB (G2) para investigagdo imuno-
histoquimica das proteinas MMP-1, MMP-2, MMP-9, Ki-67 ¢ a-SMA
(MFs). Também foi incluido um grupo controle constituido de 6 casos
de FP (G3). Na comparacao entre os grupos, foi observada diferenga
estatistica para a MMP-1 ¢ MMP-9 (apenas no tecido conjuntivo), assim
como para o Ki-67 entre o G3 e os grupos G1/G2. Na correlagdo de
Spearman foi observado que a expressdo da MMP-1 no epitélio teve
uma correla¢do positiva com a expressdo de Ki-67, assim como os MFs
com a MMP-1 no conjuntivo. Outras correlagdes positivas ocorreram
entre a expressdo de MMP-1 no conjuntivo com a MMP-2 ¢ a MMP-9
no epitélio, e a expressdo da MMP-2 com a MMP-9 no epitélio.

Conclusdo: A MMP-1 ¢ MMP-9, assim como a atividade
proliferativa, t€m importante papel na patogénese do TOC, sendo que a
maior expressdo de MMP-1 esta relacionada com aumento da atividade
proliferativa nessa lesdo.

Palavras-chave: Metaloproteinase de Matriz-1, Metaloproteinase de
Matriz-2, Metaloproteinase de Matriz-9, Miofibroblastos, Proliferagido
celular, Tumores odontogénicos, Sindrome de Gorlin.
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INTRODUCAO

O Tumor Odontogénico Ceratocistico (TOC) ¢ classificado pela
Organizagdo Mundial da Saide (OMS) como uma neoplasia
odontogénica cistica, de comportamento agressivo, associado a alto grau
de recidiva apos tratamento conservador, podendo estar associada a
sindrome do carcinoma nevoide de células basais - SCNCB '. A
atividade proliferativa do parénquima e a interacdo entre este € o
estroma sdo fatores envolvidos no padrdo de crescimento e proliferagdo
desse tumor >°.

A expressdo aumentada de Ki-67 tem se mostrado util no
entendimento da biologia neoplasica, sendo usada como um importante
marcador para determinar o indice de proliferagio celular”™ *. A
cooperagdo entre estroma e parénquima também ¢é de fundamental
importancia na progressdo tumoral. A reagdo estromal, caracterizada
pelo acimulo local de células e de componentes do tecido conjuntivo - e
na qual é fundamental a participagdo dos miofibroblastos (MFs) - é uma
caracteristica bem conhecida de muitas neoplasias epiteliais ’,

Os MFs sdo fibroblastos que expressam a-actina de musculo liso
(0-SMA)* ¢, estando presentes tanto em tecidos normais que necessitam
de resisténcia mecénica’ como em diversas doencas™ 8

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo enzimas
proteoliticas envolvidas na degradacdo da matriz extracelular (MEC) em
condigdes fisiologicas e patologicas” '*. A MMP-1 (colagenase A)
participa de processos como a migragdo de ceratinocitos e
reepitelizacdo, aumento da proliferacdo celular e acdo pr6é e anti-
inflamatoria'’. A MMP-2 (gelatinase A) participa da degradagdo do
colageno tipo IV e outros componentes da MEC como o colageno tipo
V, VII, X, gelatina tipo I, fibronectina e elastina'” '>. A MMP-9
(gelatinase B) participa da degradacdo do colageno tipo IV e V, além
das gelatinases I e V. E responsavel pelo aumento da afinidade pelo
colageno, tem acdo pr6 e anti-inflamatéria e aumenta a resisténcia das
células tumorais aos mecanismos de defesa do hospedeiro'"* 2.

Considerando que a atividade proliferativa, além da interagdo
entre estroma e parénquima, sdo fatores fundamentais para o processo
de invasdo neoplasica e compreensdo do comportamento bioldgico do
TOC, objetivamos neste estudo a avaliagdo da expressdo das proteinas
MMP-1, 2, 9, Ki-67 e presenca dos MFs em casos de TOC associados
ou ndo a SCNCB e em FPs.
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MATERIAIS E METODOS
Sele¢do da amostra

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) da UFSC. As amostras foram selecionadas
nos arquivos do Laboratério de Patologia Bucal (LPB) e Servico de
Anatomia Patologica do Hospital Universitario (SAP-HU) da UFSC,
com laudos histopatologicos de TOC. Foram selecionados ainda, 6
foliculos pericoronarios (FP) removidos de terceiros molares
completamente inclusos e livres de processo inflamatoério, para controle
da expressdo imuno-histoquimica nos tecidos odontogénicos normais.
Para a realizacdo da técnica imuno-histoquimica foram selecionados 23
casos de TOC onde era possivel observar a presenca de revestimento
epitelial e capsula fibrosa. As amostras foram divididas em trés grupos
G1: 11 casos de TOC isolados; G2, 12 casos de TOC associados a
SCNCB; e G3, 6 casos controle (FP).

Técnica imuno-histoquimica

As amostras foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica
pelo método streptavidina-biotina-peroxidase. Foram incluidos controles
positivos para todos os anticorpos (Quadro 1). O controle negativo de
todas as reagdes foi realizado pela omissdo do anticorpo primario.

Das amostras fixadas em formol e emblocadas em parafina foram
obtidos cortes de 3um de espessura, estendidos em ldminas de vidro
preparadas com a solugdo de 3-aminopropyltriethoxylene (Sigma®, St.
Louis, MO, EUA). Para as reagdes imuno-histoquimicas, foi realizada a
desparafinizagdo e reidratacdo dos cortes, seguidas de imersio em
solu¢do de peroxido de hidrogénio a 2% com metanol para o bloqueio
da peroxidase endogena. A recuperacdo antigénica foi realizada com
solugdo tampdo de citrato em banho-maria. Os anticorpos primarios
(Quadro 1) foram incubados por 18 horas em temperatura ambiente
(TA). O anticorpo secundario (anti-IgG biotinado — Dako, Dinamarca)
foi incubado em TA por 30 minutos. Posteriormente, foi realizada a
incubagdo do complexo streptavidina-biotina-peroxidase durante 40
minutos. As laminas foram coradas com solu¢do cromogena DAB
(Biocare CA, USA) e contracoradas com Hematoxilina de Harris. Apos
desidratag¢do e diafanizagdo, as laminas foram montadas com Entellan
(Merck, Alemanha).
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Anticorpo |Clone Fabricante | Dilui¢iio | Controle Positivo
MMP-1 Policlonal DBS 1:400 Placenta

MMP-2 Policlonal Sigma 1:100 Carcinoma de mama
MMP-9 Policlonal Sigma 1:250 Medula

a-SMA Policlonal Sigma 1:1000 |HFI; Vasos sanguineos
Ki- 67 Monoclonal — SP6 | Biocare 1:100 Carcinoma epidermdide

Quadro 1: Anticorpos utilizados.
HFI — hiperplasia fibrosa inflamatoria

Analise imuno-histoquimica

A analise das rea¢des imuno-histoquimicas foi realizada
utilizando o software NIH ImageJ 1.45q (National Institutes of Health,
Maryland, EUA) a partir de imagens capturadas com camera fotografica
(Cannon, A620) acoplada a microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha), com magnitude de 400X.

A imunopositividade para Ki-67, caracterizada pela coloracio
castanha do nucleo nas células epiteliais, foi obtida pela média da
porcentagem de células coradas por campo analisado. Para cada caso
foram contadas pelo menos 1000 células epiteliais (positivas e
negativas) em até 10 campos consecutivos. Posteriormente, foi realizada
a média de células positivas para cada caso.

A avaliacdo para MMP-1, -2 e -9, caracterizada pela coloracdo
castanha no citoplasma, foi obtida individualmente no estroma e
epitélio, através da média da porcentagem da area marcada (pixels
positivos) em relagdo a area total do epitélio ou estroma em cada campo
(pixels totais), em 10 campos consecutivos para cada caso, quando
avaliamos o revestimento epitelial removemos da imagem a porg¢do
referente ao tecido conjuntivo e quando avaliamos o tecido conjuntivo
removemos da imagem a porgdo referente ao tecido epitelial. No
estroma também foram excluidas as células inflamatdrias e endoteliais.
Essas exclusdes foram realizadas com auxilio do programa ImagelJ, onde
era possivel selecionar essas por¢des e remove-las das imagens.

Para verificar a presenga de MFs foi observada a expressdo de a-
SMA nos fibroblastos presentes na capsula de tecido conjuntivo fibroso,
logo abaixo do revestimento epitelial. A avaliagdo do antigeno a-SMA
foi realizada através da contagem do total de células positivas por
campo, em 10 campos consecutivos para cada caso. Posteriormente, foi
calculada a média de células positivas para cada caso, somando-se o
total de células positivas em todos os campos e dividindo-se pelo total
de campos. Foram consideradas positivas as células que tiveram
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marcacao castanha no citoplasma, excluindo-se as células inflamatorias,
células endoteliais e células nas proximidades dos vasos sanguineos,
pois essas células podem interferir nos resultados devido a expressao de
a-SMA.

Analise estatistica

Para a comparagdo entre os trés grupos (G1, G2 e G3), a partir
dos resultados da analise quantitativa dos anticorpos estudados, foi
aplicado o teste estatistico de Kruskal-Wallis. Para comparar resultados
dos casos de TOC associados ou ndo a SCNCB foi realizado teste
estatistico de Mann Whitney. Também foi avaliada a correlagdo entre a
marcacdo das proteinas em estudo por meio da comparagdo de
Spearman, através das médias obtidas.

Os resultados foram expressos como média da porcentagem de
células coradas/ area corada + os desvios-padrio da média (DPM).
Considerou-se valor de P < 0,05 para dados com significancia
estatistica.

RESULTADOS

No TOC (Figura 1A), as células positivas para Ki-67 estavam
localizadas principalmente na camada suprabasal do revestimento
epitelial (Figura 1B). No FP (Figura 2A), a marcag@o para esse antigeno
foi escassa (Figura 2B).

A expressio de MMP-1 e MMP-2 (Figura 1 C e D), no TOC
mostrou marca¢do intensa em toda a extensdo do epitélio, bem como nos
fibroblastos localizados no tecido conjuntivo logo abaixo do
revestimento epitelial. No FP, a marcagdo para MMP-1 foi semelhante
ao TOC, porém no tecido conjuntivo foi escasso (Figura 2C). A MMP-2
foi abundante no epitélio e no tecido conjuntivo dos casos de FP (Figura
2D).

A expressio de MMP-9 nos casos de TOC (Figura 2E) foi
observada em toda a extensao do revestimento epitelial com intensidade
fraca, porém com intensidade maior nas camadas basais ¢ suprabasais.
No tecido conjuntivo, os fibroblastos positivos foram observados logo
abaixo do revestimento epitelial. Nos FP a marca¢do no epitélio foi
semelhante ao TOC, ja no tecido conjuntivo foi escassa (Figura 2E).

A marcagdo para a-SMA foi observada de maneira difusa pelo
tecido conjuntivo, em todos os casos de TOC estudados (Figura 1F),
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bem como nos casos de FPs (Figura 2F). Nos FP a marcagdo foi
levemente superior quando comparados aos casos de TOC.

O teste de Kruskal-Wallis (Tabela 1) demonstrou diferenca
estatisticamente significante para a marcacao de Ki-67, MMP-1 e MMP-
9, os dois ultimos apenas no tecido conjuntivo, entre os casos de TOC e
de FP.

O teste de Mann Whitney (Tabela 2) ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significante entre os TOCs isolados e associados a
SCNCB.

Na correlagdo de Spearman (Tabela 3) verificou-se forte
correlagdo positiva entre MMP-1 ¢ MMP-2 no revestimento epitelial,
indicando que quando uma estiver aumentada no revestimento epitelial a
outra também estara. Outras correlagdes positivas encontradas foram
entre MMP-1 em epitélio e conjuntivo, MMP-2 em epitélio e MMP-1
em conjuntivo, MMP-9 em epitélio e MMP-1 em conjuntivo, MMP-2 ¢
MMP-9 no epitélio, Ki-67 ¢ MMP-1 no epitélio, MFs ¢ MMP-1 no
epitélio.

DISCUSSAO

A reclassificagdo do TOC ocorreu considerando-se o seu
comportamento mais agressivo, o alto indice de recidiva apds tratamento
conservador ¢ associagdo com a SCNCB'. Entre os TOs diagnosticados
em dois Laboratérios de Histopatologia da UFSC, o TOC representou
51% dos casos (dados ainda ndo publicados). Outros estudos também
tém demonstrado a maior frequéncia de TOC entre os TOs' > '*.

Embora o TOC seja uma lesdo com caracteristicas morfologicas
de cisto, o seu comportamento biologico é condizente com lesdo
tumoral, o que estimula o desenvolvimento de pesquisas para avaliagdo
desse comportamento. No presente estudo, na avaliagdo da taxa
proliferativa do TOC observamos que o Ki-67 foi expresso
principalmente nas camadas basal e suprabasal, como ja relatado por
outros autores” * 7. Em nosso estudo o indice de proliferagdo celular
foi mais elevado nos casos de TOC isolados, porém sem diferenca
estatisticamente significante, achado também descrito por Li et al
(1995)*, Kolar et al. (2006)'® ¢ Gurgel et al. (2008)". Outros autores'™
20-21 realizaram estudos com antigeno de prolifera¢do nuclear (PCNA), e
verificaram que a proliferacdo celular foi maior nos casos associados a
SCNCB, indicando que esse é um provavel fator para o comportamento
mais agressivo desses casos. No presente estudo na comparagdo do
indice proliferativo nos casos de TOC com os casos controle,
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observamos uma diferenga estatisticamente significante, o que ja era
esperado visto que a atividade proliferativa ¢ um dos fatores que
contribuem para o desenvolvimento e crescimento do TOC** >,

Uma vez que a presenca de inflamacdo além de alterar o
revestimento epitelial do TOC #23 interfere na produgdo das MMPs 2.
%7 tivemos o cuidado de ndo incluir na avaliacdo das MMPs as areas
inflamadas do estroma.

Com relagdo 8 MMP-1, sua expressdo em TOCs foi observada no
revestimento epitelial e no tecido conjuntivo em 100% dos casos. Em
estudo semelhante ao nosso™® , foi observada a expressdo dessa MMP no
revestimento epitelial em 95% dos casos de TOCs e no tecido
conjuntivo em 80% dos casos. Esses mesmos autores observaram uma
maior marca¢do da MMP-1 nos casos associados a SCNCB?*. Em nosso
estudo, embora tenha ocorrido uma marcagao superior de MMP-1 no
conjuntivo dos casos relacionados a SCNCB, essa diferenga ndo foi
estatisticamente  significante. = Encontrou-se, ainda, diferenca
estatisticamente significante na expressio de MMP-1 no tecido
conjuntivo dos TOCs, em relagdo aos FPs, demonstrando uma possivel
associacdo dessa MMP com a progressao da lesao.

A expressio da MMP-2 tem sido relacionada, em
ameloblastomas, ao crescimento ¢ Igrogresséo tumoral®, a0
comportamento infiltrativo mais agressivo’”°', bem como ao processo
de reabsor¢do e ruptura de corticais Osseas’ . Considerando a maior
expressdo de MMP-2 nos casos de TOC, quando comparados aos cistos
odontogénicos®, essa MMP tem sido associada a0 comportamento mais
agressivo do TOC, influenciando o crescimento tumoral e a migragdo
celular. Em nosso estudo, a MMP-2 foi observada em 100% dos casos,
conforme ja relatado por outros autores32'34; no entanto, ndo observou-se
diferenca estatistica entre os grupos.

A expressao de MMP-9 foi observada no revestimento epitelial
em 100% dos casos, assim como nos estudos de Henriques et al.
(2011)”° e de Andrade Santos et al. (2011)*, e no tecido conjuntivo em
91% dos casos, semelhante ao encontrado por outros autores que
afirmam que a expressio da MMP-9 varia entre 85%° ¢ 100%”. Na
comparagdo entre os grupos, os casos de TOC apresentaram uma
expressdo significativamente superior de MMP-9 no tecido conjuntivo
quando comparados aos casos de FPs, indicando que essa MMP pode
estar associada a progressdo da lesdo, como ja demonstrado por De
Andrade Santos e al. (2011)*°. De acordo com esses autores, a alta
expressdo de MMP-9 no conjuntivo contribui para o comportamento
mais agressivo, promovendo a destruicdo da MEC?®. Esses mesmos
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autores encontraram maior expressio da MMP-9 no revestimento
epitelial do TOC, quando comparadas aos cistos radiculares e
dentigeros, associando-a com a degradagio da membrana basal’®. De
acordo com Henriques e al. (2011)*° a producdo elevada de MMP-9,
em ameloblastomas e TOCs pode servir como um indicador do grau de
agressividade local desses TOs.

Muitos estudos tém demonstrado a importincia dos MFs na
biologia dos TOs. Smith*’, em 1986, foi o primeiro a inferir que a
presenca de MFs no estroma poderia estar associada ao comportamento
mais agressivo dos ameloblastomas. De acordo com Vered et al.
(2005)°, a maior incidéncia de MFs no estroma de TOCs e
ameloblastomas, quando comparada a incidéncia dessas células no
conjuntivo de cistos radiculares e dentigeros, estaria relacionada a maior
agressividade dessas lesdes; esse grupo também afirmou que a atuacdo
dessas células pode ser modulada pelo epitélio em TOCs e
ameloblastomas, de forma semelhante ao que ocorre no carcinoma
epidermoide.

Em nosso estudo, os MFs estiveram presentes em 100% dos
casos, porém sem diferenga estatisticamente significante entre os
grupos, semelhante ao observado por Nonaka et al., 2011°®. Os MFs sdo
um componente importante no tecido conjuntivo dos TOCs, porém a
presenca dos mesmos nao parece relacionada ao comportamento mais
agressivo dos casos associados a SCNCB. Apesar de niao apresentar
diferenga estatistica cabe ressaltar que a presenca dos MFs foi mais
intensa nos casos de FP (controle), sendo que esse achado ndo foi
relatado anteriormente. Essa maior expressio de a-SMA nos FP,
provavelmente estd associada a remodelagdo 6ssea que ocorre durante o
processo de formagao e erupgdo dental 9,

A associagdo entre a MMP-1 e MMP-2 no epitélio e entre a
MMP-2 ¢ MMP-9 no revestimento epitelial, observada na correlacdo de
Spearman, indica a interagdo existente entre elas, pois a MMP-1 realiza
a ativagdo da MMP-2 que por sua vez realiza a ativagio da MMP-9*"*!,
além da ativacdo de outras MMPs que ndo foram alvo do presente
estudo’” . A correlagdo entre MMP-2 ¢ MMP-9 observada em nosso
estudo foi divergente do relatado por Moraes (2010)**, segundo o qual
essas MMPs estariam inversamente associadas, possuindo fungdes
diferentes no processo patologico.

Outra importante interagdo observada entre parénquima e estroma
foi a associa¢do entre MMP-1 no conjuntivo e a MMP-2 ¢ MMP-9 no
revestimento epitelial, indicando que a presenca de uma MMP ativa a
produgdo das demais.
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A associagdo entre a MMP-1 no epitélio e o Ki-67 evidencia que
a MMP-1 estd associada ao grau de proliferacdo dessas lesdes,
corroborando estudos de outros autores'">***»**,

Os MFs estdo relacionados a MMP-1 no revestimento epitelial
indicando uma interagdo entre o parénquima e o estroma dessas lesoes,
sendo possivel afirmar que os MFs, presentes no estroma, induzem a
producdo de MMP-1 no epitélio, visto que a MMP-1 pode ser produzida
por fibroblastos™ **. A relacio dos MFs com a MMP-2 ndo foi
observada, assim como no estudo de Nadalin (2008)*, permitindo
concluir que a presenca de MFs no tecido conjuntivo ndo estd associada
a maior expressio de MMP-2, diferente do que foi relatado para
ameloblastomas™’.

CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, concluiu-se que a expressao
elevada de MMP-1, MMP-9 e Ki-67 pode estar associada ao
comportamento bioldgico dos TOCs.

A MMP-1 pode estar associada ao grau de proliferacao celular
dos TOC:s, participando do processo de crescimento tumoral.

A presenca de MFs no tecido conjuntivo pode induzir a produgio
de MMP-1 no revestimento epitelial, demonstrando assim uma interagdo
entre estroma e parénquima.

Outra forma de interagdo entre estroma e parénquima pode ser
demonstrada pela associagdo entre a MMP-1 no tecido conjuntivo e
MMP-2 ¢ MMP-9 no revestimento epitelial, indicando uma interagdo
entre essas MMPs.

A associacdo entre a MMP-1 e MMP-2, bem como entre a MMP-
2 ¢ MMP-9 no revestimento epitelial, pode sugerir a interacdo que
ocorre entre essas MMPs, visto que a MMP-1 realiza a ativagdo da
MMP-2 que por sua vez realiza a ativagdo da MMP-9.
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e 1) e
Figura 1: Analise histopatolégica e imuno-histoquimica do tumor odontogénico ceratocistico .
Analise histopatologica (HE, 400X): A) Revestimento epitelial pavimentoso estratificado, fino e uniforme, com paraceratina corrugada
na superficie e camada basal em palicada. Analise imuno-histoquimica (streptavidina-biotina-peroxidase, 400X): B) Expressao nuclear

de Ki-67 na camada suprabasal; C) Expressdo citoplasmatica de MMP-1; D) Expresséo citoplasmatica de MMP-2; E) Expressao
citoplasmatica de MMP-9; F) Expressdo citoplasmatica de a-SMA evidenciando a presenca de miofibroblastos no tecido conjuntivo.
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T AN N > R e 2 \
Figura 2: Analise histopatolégica e imuno-histoquimica do foliculo pericoronario.
Analise histopatologica (HE, 400X): A) Corddes de epitélio odontogénico suportados por tecido conjuntivo fibroso denso e auséncia de
processo inflamatorio. Analise imuno-histoquimica (streptavidina-biotina-peroxidase, 400X): B) Expressdo nuclear de Ki-67 com raras
células marcadas; C) Expressao citoplasmatica de MMP-1, com fraca marcagdo no tecido conjuntivo; D) Expressdo citoplasmatica de
MMP-2; E) Expressdo citoplasmatica de MMP-9, com fraca marcag@o no tecido conjuntivo; F) Expressdo citoplasmatica de a-SMA,
evidenciando a presenga intensa de miofibroblastos no tecido conjuntivo.
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Tabela 1: Média e desvio-padrao dos 3 grupos

MMP-1 MMP-2 MMP-9 Ki-67 MFs

Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
G1 |58.7420.59 5;552; 613;2? 14.22+735|31.94 + 11.84 4flloi 2527+ 11.13|55.91 = 16.05
G2 [52.73£20.76 7:2 f > ff?gi 13.38 + 5.24 |34.85 + 14.78 6;’;‘ 6* 196'?;* 60.67 + 35.56
G3 [47.67+25.57 2i6.92 " 426; joi 9;77; 27.49 + 13.29 16(.)5 s 9? o 69831373
P | 05886 0.0338* 0.3886 0.2691 0.7405 0.0184* | 0.0115* 0.2263

Teste de Kruskal-Wallis

Significancia estatistica: *p <0.05

Valores expressos como média + desvio-padrio (%)

€9



64



Tabela 2: Média e desvio-padrio dos 2 grupos

MMP-1 MMP-2 MMP-9 Ki-67 MFs
Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
Gl 58.74 £ 582+ 63.17 + 14.22 + 31.94 + 491 =+ 2527+ 5591+
20.59 3.57 17.21 7.35 11.84 4.10 11.13 16.05
G2 5273 7.43 + 54.80 £ 13.38 = 3485+ 6.04 £ 19.58 = 60.67 £
20.76 4.44 15.18 5.24 14.78 5.36 6.35 35.56
P 0.538 0.424 0.460 0.854 0.951 0.758 0.166 0.951

Teste de Mann-Whitney
Significancia estatistica: *p < 0.05
Valores expressos como média + desvio-padrio (%)
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Tabela 3: Correlagao entre a marcacio dos anticorpos

MMP-1 MMP-2 MMP-9 Ki-67 MF

Epitélio  Conjuntivo Epitélio  Conjuntivo | Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo

Evitélio |r— 10000 T=04328 | r=07391 r=-00751|r=02875 r=-0.1324 | r=05080 | r=04947

mve. | P : p=0.0391* | p=0.0001* p=0.7334 | p=0.1834 p=0.5470 |p=0.0133* | p=0.0164*

1 Contuntiv 10000 | T=0:5257 r=03014 | r=0.5277 r=0.1038 | r=0.1984 | r=0.1384

J ' p=0.0100% p=0.1623 |p=0.0097* p=0.6376 | p=0.3642 | p=0.5289

B r=0.0237 | r=04713 1=-0.1166 | r=0.2196 | r=0.0613

M. | EPitetio r=1.0000 9145 |p=00232* p=05962 | p=03139 | p=0.7812
2 _ _ _ _

. B r=0.1265 r=0.3281 | r=-0.3943 | r=-0.0667

Conjuntivo r=1.0000 | 05652 p=0.1264 | p=00627 | p=0.7623

o _ r=0.0385 | r=0.1647 | r=0.0652

Mmp. | EPitetio r=1.0000 8614 | p=0.4526 | p=0.7674

9 . _ r=-0.3804 | r=-0.0899

Conjuntivo r=1.0000 p=00733 | p=0.6832

. . B r=0.3144

Ki-67 | Epitélio r=1.0000 1 5 _ 5 1439

MF | Conjuntivo r=1.0000

Teste de Correlagdo de Spearman
Valor de correlagdo; r
Significancia estatistica: *p < 0.05

L9
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APENDICE A - Metodologia Expandida
Aspectos legais e éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFSC (CEPSH), sob o niimero 1055/10 (Anexo A),
bem como pelo Hospital Universitario e pelo Departamento de Patologia
da UFSC.

Selegdo da amostra

As amostras estudadas foram selecionadas nos arquivos do
Laboratorio de Patologia Bucal da UFSC (LPB-UFSC) e do Servigo de
Anatomia Patologica do Hospital Universitario da UFSC (SAP-HU-
UFSC), através dos diagnodsticos de TOC realizados nesses servicos.
Foram selecionadas as laminas coradas em HE e os blocos de parafina
contendo fragmentos de tecido obtido através de biopsia incisional ou
excisional. Para a realizacdo da técnica imuno-histoquimica, foram
selecionados 23 casos onde era possivel observar a presenga do
revestimento epitelial e da cépsula de tecido conjuntivo. Foram
excluidos da amostra os casos que possuiam abundante presenga de
infiltrado inflamatorio. Foram selecionados 6 foliculos pericoronarios de
terceiros molares completamente inclusos, comprovados
radiograficamente, e livres de processo inflamatorio, para controle da
expressdo imuno-histoquimica nos tecidos odontogénicos normais. Os
casos de TOCs foram divididos em dois grupos, o grupo 1 composto por
11 casos de TOC isolados (G1) e o grupo 2 por 12 casos de TOC
associados @ SCNCB (G2). O grupo controle (G3) foi composto por 6
foliculos pericoronarios.

Analise microscopica

As laminas coradas em HE foram analisadas em microscopia de
luz para confirmacdo do diagnostico prévio de TOC. Para essa avaliagao
foram confeccionadas novas laminas dos casos selecionados e elas
foram coradas em HE.
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Procedimentos laboratoriais

As amostras foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica
pelo método streptavidina-biotina-peroxidase. Foram incluidos controles
positivos para todos os anticorpos, sendo estes: placenta (MMP1),
carcinoma de mama (MMP 2), medula (MMP 9), hiperplasia fibrosa
inflamatodria e vasos sanguineos como controle interno (miofibroblastos
- a-SMA) e carcinoma epidermoéide (Ki-67). O controle negativo de
todas as reagdes foi realizado pela omissdo do anticorpo primario.

A desparafinizagdo dos cortes foi realizada mantendo as laminas
em estufa a 60°C durante 2 minutos. Posteriormente as laminas foram
submetidas a dez banhos em xilol (primeiro) aquecido (60°C) e deixadas
imersas durante 5 minutos em xilol aquecido (segundo). Apds realizar
10 banhos em 3 frascos de xilol em temperatura ambiente (TA) mais 10
banhos em alcool etilico absoluto ¢ 5 minutos no uUltimo alcool, as
laminas foram submetidas a dois banhos de 5 minutos cada em agua
destilada. Para realizar o bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas
foram imersas na solug@o de peroxido de hidrogénio (100 ml de PBS +
100ml de alcool metilico + 2ml de H,0,) durante 20 minutos, e
posteriormente submetidas a solucdo de peréxido de hidrogénio (360ml
de alcool metilico + 40 ml de H,O,) durante 10 minutos. A reativagio
antigénica foi realizada mantendo-se as laminas em solugdo de tampao
citrato 0,01M, pH 6,0 pré aquecido em banho-maria e mantidos durante
40 minutos em temperatura constante de 95 — 98°C. Posteriormente, os
anticorpos primarios (Quadro 1) foram incubados em cdmara \imida,
durante 18 horas em TA. As laminas foram submetidas a incubag¢do com
o anticorpo secundario anti-IgG biotinado (Dako, Dinamarca), durante
30 minutos, ¢ posteriormente incubadas com streptavidina-biotina-
peroxidase durante 30 minutos. As laminas foram submetidas a
coloragdo com a solugdo cromégena DAB (Biocare, CA, EUA), com
exposic¢do dos cortes por no maximo 5 minutos. Posteriormente foram
submetidas a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris € montagem
com Entellan (Merck, Alemanha). Entre as etapas, as laminas foram
lavadas em solu¢do de Tampao Fosfato Salina (PBS), durante 5 minutos.

Analise imuno-histoquimica
A analise das rea¢des imuno-histoquimicas foi realizada

utilizando o software NIH ImageJ 1.45q (National Institutes of Health,
Maryland, EUA) a partir de imagens capturadas com camera fotografica
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(Cannon, A620) acoplada a microscopio de luz (Axiostar Plus, Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha), com magnitude de 400X.

Para cada anticorpo, em cada caso, foi avaliada a frequéncia e
local de marcacdo, bem como a analise quantitativa da expressao.

A imunopositividade para Ki-67, caracterizada pela coloragdo
castanha do nucleo nas células epiteliais, foi obtida pela média da
porcentagem de células coradas por campo analisado. Para cada caso
foram contadas pelo menos 1000 células epiteliais (positivas e
negativas) em até 10 campos consecutivos, sendo posteriormente
realizada a média de células positivas para cada caso, multiplicando-se o
total de células positivas por 100 e dividindo-se esse valor pelo total de
células epiteliais.

A avaliacdo para MMP-1, -2 e -9, caracterizada pela coloracio
castanha no citoplasma, foi obtida individualmente no estroma e no
epitélio, através da média da porcentagem da area marcada (pixels
positivos) em relagdo a area total do epitélio ou estroma em cada campo
(pixels totais), em 10 campos consecutivos para cada caso, quando
avaliamos o revestimento epitelial removemos da imagem a porc¢do
referente ao tecido conjuntivo e quando avaliamos o tecido conjuntivo
removemos da imagem a porgdo referente ao tecido epitelial. No
estroma também foram excluidas as células inflamatdrias e endoteliais.
Essas exclusdes foram realizadas com auxilio da programa ImagelJ, onde
era possivel selecionar essas por¢des e remove-las das imagens. Para
verificar a presenga de MFs foi observada a expressdo de o-actina de
musculo liso (a-SMA) nos fibroblastos presentes na capsula de tecido
conjuntivo fibroso, logo abaixo do revestimento epitelial. A avaliagdo
do antigeno a-SMA foi realizada através da contagem do total de células
positivas para cada campo, no total de 10 campos consecutivos para
cada caso, sendo posteriormente realizada a média de células positivas
para cada caso, somando-se o total de células positivas em todos os
campos ¢ dividindo-se pelo total de campos. Foram consideradas
positivas as células que tiveram marcacdo castanha no citoplasma,
excluindo-se as células inflamatorias, células endoteliais e células nas
proximidades dos vasos sanguineos, pois essas células podem interferir
nos resultados devido a expressdo de a-SMA.

O resultado de cada caso para cada anticorpo foi armazenado em
fichas previamente elaboradas e arquivadas em uma planilha do
software Microsoft Excell® (Microsoft Office Corporation).
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Analise estatistica

Para realizar a comparagdo entre os trés grupos, a partir dos
resultados da analise quantitativa, para cada anticorpo estudado, foi
realizado o teste estatistico de Kruskal-Wallis, teste ndo paramétrico
para comparar 3 ou mais amostras independentes.

Para a comparar os casos de TOCs associados ou ndo a SCNCB,
foi aplicado o teste estatistico de Mann Whitney, teste ndo paramétrico
para comparar 2 amostras independentes.

Também foi avaliada a correlag@o entre a marcagdo das proteinas
em estudo por meio da correlagdo de Spearman, a partir das médias
obtidas.

Os resultados foram expressos como média da porcentagem de
células coradas/ area corada + os desvios-padrio da média (DPM).
Considerou-se valor de P < 0,05 para dados com significancia
estatistica.
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Tabela 4: Valores da média e desvio-npadrao nara cada caso estudado

G MMP-1 MMP-2 MMP-9 Ki-67 MF
Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
Média| DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP | Média| DP | Média| DP
1 |56.66 |5.53 |3.22 [1.06]60.58 |3.08|19.07 |4.34|33.96 [2.59 [7.59 [3.6 |19 2 |54 14.5
1 |67.85 [2.24 |2.33 [1.07]67.21 |3.53(9.45 [2.63|33.45 [3-00|3.14 [0.7 |28 5 145 14.3
1 |84.59 [3.39 [7.23 [1.61]99.83 |3.10[5.19 |1.89|14.93 [3.98 [1.46 |03 |32 8 |61 12.3
1 [84.93 [6.30 [4.92 |1.11]65.45 |2.91|12.57 |1.25|34.33 [2.88 |4.38 |[2.1 |46 4 |77 17.0
1 [33.43 (7.81 |2.69 [1.00[44.29 |3.44|11.82 |3.07(22.17 [1.98 |1.43 [0.8 |33 4 |54 11.1
1 [85.26 |1.26 |5.50 |2.20[78.93 |2.80|14.45 |2.51|51.63 |4.41 |1.00 [0.8 |20 2 1105 [173
1 |48.00 |5.18 |9.79 [4.65(59.82 |3.88|15.44 |4.19|40.41 |4.24 |7.80 [5.0 |27 12 139 18.6
1 [27.26 |2.85 |1.90 [0.65|50.74 |4.28(25.94 |4.76|11.03 [1.73 |10.94 [2.7 |5 2 43 21.3
1 |56.89 |6.30 |13.17 [3.41|61.41 |5.72(26.59 |5.91|31.01 [3.63 |12.16 |42 |18 6 |62 18.6
1 160.88 |3.42 |8.76 |4.48(70.89 |4.13|12.06 |4.50|39.55 [3.38 |3.64 [1.2 |16 4 a0 24.1
1 [40.36 |5.08 |4.47 |3.55[35.67 |4.66|3.84 |1.63(38.91 [3.30 049 [0.2 |34 7 |62 19.2
7 169.18 |4.11 [14.96 |6.40|66.14 |5.93|19.84 |4.48(28.03 |6.34|3.27 |1.4 |24 7 |66 18.3
2 180.67 |5.39 |9.56 [3.42]66.79 |3.92[11.10 |2.10|43.85 |4.54 |16.34 [3.3 |28 2 |94 44.2
2 167.72 |2.60 | 14.46 [3.49]69.14 |3.26[13.30 |6.13|42.49 [2.81 [1.13 [0.5 |25 6 119 (383
2 166.57 |7.03 |5.96 [2.63]67.59 |4.03|8.48 [2.35(32.83 [1.65/0.80 [0.4 |26 4 |25 7.92
2 |51.65 |6.04 |11.31 [3.89]61.09 |5.37|19.80 |3.33|48.66 [3.90 |1.33 [0.3 |24 3150 19
2 4245 |7.53 (832 [3.42]67.31 |8.49|17.82 |4.56|66.88 [9.87 | 14.56 3.8 |12 5137 8.52
2 167.60 |7.82 |6.53 |5.69]41.48 |5.51|16.83 |5.39]30.35 [3.77 | 16.47 |2.6 |21 3 |54 18.8
2 15565 |8.59 |5.41 |[1.78]64.04 |5.74|11.76 |2.77|38.04 [2.73 |0.61 |4.6 |16 5 55 16.1
2 16246 425 |424 [1.90]53.77 |8.82(8.88 [2.6824.62 [2.46 |3.81 [1.0 |21 4 |61 18.5
2 12588 1629 15.17 11.27131.51 14.0416.51 11.56130.58 1330 18.76 12.8 118 3035 14.1
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MMP-1 MMP-2 MMP-9 Ki-67 MF

G Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo

Média | DP | Média | DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP |Média| DP
2 | 1238 |1.40| 1.87 | 1.00 | 36.73 |3.74| 19.77 |4.14| 23.94 | 2.36 | 2.68 | 1.00 9 5 40 |10.53
2 |30.52|3.01| 1.37 | 1.74]29.03 |2.30| 6.48 |1.71| 7.97 |3.01| 2.72 | 1.15 11 2 61 |24.53
3 |3544(3.10| 1.09 | 0461|3092 [3.76| 4.82 [1.22]20.16 | 1.58 | 0.37 | 0.21 4 2 57 12042
3 |22.58|0.16| 1.88 | 0.87|26.87 [0.33| 7.38 |1.69]| 12.90 | 0.38 | 0.70 | 0.46 2 3 71 |12.14
3 |21.72030| 1.76 | 0.38 | 22.85[0.47| 7.53 |2.37| 1546 | 0.31| 0.56 | 0.20 3 5 81 2043
3 |71.48 |542| 1.82 | 0397042 |538]|13.75(3.29|31.19|1.74| 0.50 | 024 | 27 18 66 |19.22
3 | 8275|341 643 |2.81|77.75[3.35|18.424.92|41.61 |4.50| 1.65 | 0.37 6 82 |34.92
3 |52.04(067| 275 | 1.51|48.06 |0.65| 3.14 [0.85|43.59 {097 | 2.50 | 0.72 5 3 74 | 11.29

Grupo: G1 —TOCs isolados; G2 — TOCs associados a sindrome do carcinoma nevoéide de células basais;
G3 —Foliculos pericoronarios (controle).

Desvio-padrao: DP
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos da UFSC
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