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PORTO, Lia Pontes Arruda. Expressao proteica diferencial de reguladores de e-
caderina em tumor odontogénico queratocistico. 99f. 2014. Dissertacao (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

RESUMO

A transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) representa o processo em que as células
epiteliais perdem suas caracteristicas e adquirem propriedades de células
mesenquimais tipicas. A dissociacdo das células tumorais devido a alteracdo na
adesao célula-célula representa um dos principios chave da invasdo tumoral e da
TEM. O tumor odontogénico queratocistico (TOQ) tem como caracteristicas
principais o seu comportamento clinico agressivo e altas taxas de recorréncia. O
conhecimento das caracteristicas moleculares da TEM no TOQ pode fornecer
marcadores Uteis que auxiliem no prognostico e na conducdo terapéutica
individualizada desse tumor odontogénico. O presente estudo analisou a
imunoexpressao das proteinas E-caderina, N-caderina, Snail, Slug e Vimentina, por
estarem envolvidas no processo da TEM, em casos de TOQ em comparagdo com
cistos radiculares (CRs) e foliculo dentais (FDs) a fim de fornecer melhores
perspectivas na compreensédo do comportamento agressivo desses tumores. Foram
utilizados 32 casos de TOQ, 15 CRs e 08 FDs para a técnica imunoistoquimica. A
andlise do perfil de imunoexpressdo nos TOQs demonstrou expressao preservada
de E-caderina na maioria dos casos, sendo que a N-caderina demonstrou um ganho
de expressdo em epitélio tumoral em relacdo ao estroma, o que esteve
correlacionado com a expressao positiva de Slug em epitélio, e este por sua vez
com a expressdo positiva de Snail. No estroma dos TOQs, a N-caderina
correlacionou-se positivamente com Slug, e a Vimentina com o Snail no epitélio. Ao
comparar os trés grupos estudados, a imunoexpresséao das proteinas foi influenciada
de forma marcante pela inflamacéo. As expressfes aumentadas de N-caderina no
epitélio e no estroma, do Slug no epitélio e da Vimentina no estroma estiveram
associadas com a localizacdo em mandibula. A grande maioria dos casos que
apresentaram localizacdo posterior (quer isoladamente ou em conjunto com a
anterior) apresentou expressdo preservada de E-caderina. Estas proteinas
provavelmente desempenham papéis diferenciados na mediacdo da invasividade
local em TOQs. Apesar da expressao da E-caderina estar preservada na maioria
dos TOQs, ha indicios de ocorréncia da TEM nesses tumores. A alta intensidade de
marcacado do Slug nos TOQs sugere que esta proteina € provavelmente o fator de
transcrigao principal envolvido na indugao de TEM nos TOQs.

Palavras-chave: tumores odontogénicos, transicdo epitelial-mesenquimal, adeséo
celular, E-caderina, imunoistoquimica.



PORTO, Lia Pontes Arruda. Differential protein expression of E-cadherin regulators
in odontogenic keratocystic tumor. 99pp. 2014. Master Dissertation — Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.

ABSTRACT

The epithelial-mesenchymal transition (EMT) is the process where cells lose their
epithelial features and acquire properties of typical mesenchymal cells. The
dissociation of tumor cells due to changes in cell-cell adhesion is one of the key
principles of tumor invasion and EMT. The keratocyst odontogenic tumor (KOT) has
as main features its aggressive clinical behavior and high recurrence rates.
Knowledge of the molecular features of EMT in KOT can provide useful markers to
aid in the prognosis and individualized therapeutic management of this odontogenic
tumor. The present study examined the immunoreactivity of proteins E-cadherin, N-
cadherin, Snail, Slug and vimentin, as they are involved in the process of EMT, in
cases of KOT compared with radicular cysts (RCs) and dental follicles (DFs) to
provide better perspectives in understanding the aggressive behavior of these
tumors. Thirty-two cases of KOTs, 15 RCs and 08 DFs were used for
immunohistochemistry. The analysis of immunoreactivity profile in KOTs showed
preserved expression of E-cadherin in most cases, and N-cadherin showed a gain of
expression in tumor epithelium relative to stroma which has been positively
correlated with the expression of Slug in epithelium, and this in turn with positive
expression of Snail. In the stroma of KOTs, N-cadherin correlated positively with Slug
and vimentin, and this with Snail in the epithelium. When comparing the three
groups, the immunoreactivity of the proteins was markedly influenced by
inflammation. Increased expression of N-cadherin in the epithelium and stroma, Slug
in the epithelium and vimentin in the stroma were associated with the location in the
jaw. The majority of patients who had tumors in posterior location (either alone or in
combination with the anterior) showed preserved expression of E-cadherin. These
proteins probably play different roles in mediating local invasiveness in KOTSs.
Despite the expression of E-cadherin being preserved in most KOTSs, there is
evidence of the occurrence of EMT in these tumors. The high intensity staining of
Slug in KOTs suggests that this protein is probably the main transcription factor
involved in induction of MET in KOTSs.

Keywords: odontogenic tumors, epithelial-mesenchymal transition, cell adhesion, E-
cadherin, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

O tumor odontogénico queratocistico (TOQ), anteriormente conhecido como
queratocisto odontogénico, € uma neoplasia cistica benigna originada de
remanescentes epiteliais da odontogénese (GOMES; GOMEZ, 2007; HABIBI et al.,
2007). Sua atual nomenclatura surgiu em 2005, quando a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) reconheceu seu comportamento clinico distinto, em virtude de seu
padrao infiltrativo agressivo e alta taxa de recorréncia local, e o reclassificou como

neoplasia odontogénica benigna (PHILIPSEN, 2005).

O evento denominado de transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) € um
processo complexo pelo qual as células epiteliais perdem sua polaridade e
reorganizam seu citoesqueleto, adquirindo um fendtipo mesenquimal e migracédo
aumentada (HUBER; KRAUT; BEUG, 2005). Fatores relacionados aos componentes
epiteliais e mesenquimais participam na regulacdo do crescimento de les@es cisticas
odontogénicas e tumores (PINHEIRO et al., 2004).

As evidéncias da participacdo da TEM na progressdo de tumores
odontogénicos sao limitadas, existindo poucos estudos que discutam sua
participacdo, portanto, € fundamental investigar nesses tumores a expressao de
proteinas reguladoras da TEM relacionadas a via de adesdo da E-caderina, como
Snail e Slug, bem como a expressdo de marcadores mesenquimais relacionados a
este processo, tais como Vimentina e N-caderina, conforme ja estudado por alguns
autores (FLORESCU et al., 2012; HAKIM et al., 2011; KUSAFUKA et al., 2011,
MELLO et al., 2013; SIAR; NG, 2014).

Sendo assim, sabendo-se que marcadores tumorais sdo produzidos pelo
organismo em resposta a um tumor ou pelo préprio tecido tumoral (VICENTE et al.,
2010), a compreensao da biologia deve ir além do evento de proliferacdo celular, a
fim de revelar os aspectos complexos que influenciam o comportamento tumoral.
Contudo, até o presente momento, nao existem trabalhos que explorem a
progressao tumoral através da TEM com énfase na adeséo celular em TOQs. Esta
promissora abordagem podera auxiliar em respostas mais refinadas do

comportamento bioldgico desses tumores.
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Uma vez que a alteracdo da expressao de algumas proteinas parece estar
relacionada com o0 mecanismo de crescimento, com o potencial de invasdo e
agressividade do TOQ, o presente trabalho visa originalmente correlacionar os
achados de expressdo de E-caderina e N-caderina com outras moléculas
reguladoras (Snail, Slug e Vimentina) que participam do processo de TEM, ora como
reguladores positivos, ora como reguladores negativos, com o intuito de esclarecer
0S reais mecanismos de crescimento do TOQ, podendo, assim, estabelecer
associacbes com dados clinicopatologicos, a fim de auxiliar na determinacéo

precoce de possiveis recorréncias.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.17TUMOR ODONTOGENICO QUERATOCISTICO (TOQ)

2.1.1 Definicéo

Desde sua primeira descricdo (PHILIPSEN, 1956), o TOQ tem sido
profundamente estudado devido ao seu comportamento clinico agressivo com altos
indices de recorréncia (BRANNON; COLONEL, 1976; BLANAS et al.,, 2000),
caracteristicas histopatologicas distintas (BRANNON, 1977), mecanismo de
crescimento singular (BROWNE, 1975) e alteragfes genéticas (BARRETO et al.,
2000).

O TOQ é definido como um tumor de origem odontogénica intra-0sseo,
benigno, de aspecto cistico, uni ou multilocular, com um epitélio estratificado
paraqueratinizado caracteristico (PHILIPSEN, 2005). E um tumor odontogénico de
desenvolvimento relativamente comum que surge de remanescentes da lamina
dentaria ou da extensdo das células basais da interposicdo do epitélio oral. Para
alguns autores, mutacées no DNA podem também ser incluidas como fatores
etiolégicos, o que é suportado por sua manifestacéo eventual associado a sindrome
e em casos de transformacdo maligna das células do TOQ (AGARAM et al., 2004).

2.1.2 Classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude

O comportamento distinto do TOQ, anteriormente denominado de
queratocisto odontogénico, foi estabelecido primeiramente devido ao padréo
infiltrativo agressivo e alta taxa de recorréncia local, o que resultou, em 2005, em
sua reclassificacdo pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em tumor
odontogénico benigno, sendo adotado a sua atual nomenclatura para melhor
transmitir sua natureza neoplasica. A antiga variante ortoqueratinizada do
gueratocisto odontogénico ndo foi reconhecida como parte do espectro do tumor
odontogénico queratocistico, sendo classificada como cisto odontogénico de
desenvolvimento (PHILIPSEN, 2005).
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2.1.3 Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas

Com base na recente reclassificacdo da OMS, alguns estudos retrospectivos
tém relatado que o TOQ é o tumor odontogénico mais comum (AVELAR et al., 2008;
AZEVEDO et al., 2012; GAITAN-CEPEDA et al., 2010; LUO; LI, 2009) ou o segundo
mais comum, precedido por ameloblastomas (JING et al, 2007; TAWFIK; ZYADA,
2010), com prevaléncia variando entre 19,5% e 38,9% (AVELAR et al.,, 2008;
AZEVEDO et al., 2012; GAITAN-CEPEDA et al., 2010; JING et al, 2007; LUO; LI,
2009; TAWFIK; ZYADA, 2010).

A lesdo ocorre em uma ampla faixa etaria, sendo mais prevalente entre a
segunda e terceira décadas de vida e demonstra uma predilecdo pelo sexo
masculino (BOFFANO; RUGA; GALLESIO, 2010; BRANNON; COLONEL, 1976;
MYOUNG et al., 2001; THOMPSON; GOLDBLUM, 2006; TITINCHI; NORTJE, 2012;
ZECHA et al., 2010). A mandibula € mais comumente acometida que a maxila
(AVELAR et al., 2008; AZEVEDO et al., 2012; JING et al, 2007; LUO; LI, 2009;
TITINCHI; NORTJE, 2012), com cerca de metade das lesdes originando-se no
angulo da mandibula (PHILIPSEN, 2005). Geralmente, o TOQ é uma lesé&o solitaria,
exceto quando a lesdo esta associada com a Sindrome do Carcinoma Nevoide
Basocelular (SCNBC), conhecida por Sindrome Gorlin-Goltz, especialmente em
pacientes jovens (TITINCHI; NORTJE, 2012; ZECHA et al., 2010). As lesGes
maiores podem estar associadas a dor, tumefacdo ou drenagem. Ndo é incomum
para o TOQ estar associado com edema e outros sintomas, como dor, perfuracédo da
cortical, secrecdo purulenta e mobilidade dentaria. Entretanto, alguns tumores

extremamente grandes podem ser assintoméaticos (AZEVEDO et al., 2012).

2.1.4 Caracteristicas histopatoldgicas

O TOQ é formado por epitélio estratificado paraqueratinizado e delimitado
externamente pela capsula de tecido conjuntivo. Seu componente epitelial tem cinco
a oito camadas de células e pode apresentar espessamento ou atrofia. A camada
basal € bem definida, com células colunares ou cuboidais frequentemente dispostas
em palicada, com nucleos distantes da membrana basal, evento este denominado
inversdo de polaridade. As camadas paraceratdticas frequentemente tém uma

superficie corrugada. A interface epitélio-tecido conjuntivo € plana, a menos que
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uma metaplasia se desenvolva por processos inflamatorios na capsula. As células
da camada basal podem estar hipercromaticas, sem demonstrar cristas epiteliais.
Uma separacao entre o epitélio e o tecido conjuntivo fibroso subjacente pode ocorrer
com frequéncia, bem como a presenca de queratina na luz cistica (PHILIPSEN,
2005; PRESS, 2008; THOMPSON; GOLDBLUM, 2006).

Figuras mitéticas sdo encontradas frequentemente na camada suprabasal do
TOQ (PHILIPSEN, 2005). Algumas células das camadas epiteliais podem também
apresentar caracteristicas de displasia epitelial, mas transformacdo maligna para
carcinoma de células escamosas € rara (FALAKI et al., 2009; PHILIPSEN, 2005).
Contudo, o TOQ €é uma lesdo potencialmente agressiva. Os pacientes devem ser
cuidadosamente acompanhados apds o tratamento devido a presenca comum de
cistos satélites e a tendéncia de multiplicidade (PHILIPSEN, 2005).

2.1.5 Comportamento biolégico tumoral

O diagnostico de TOQ por meio de bidpsia incisional prévio a remocéao
cirtrgica é necessario para distingui-lo de outros cistos odontogénicos devido ao seu
alto indice de recorréncia, que varia de 13% a 58% (GONZALEZ-ALVA et al., 2008;
MORGAN; BURTON; QIAN, 2005; MYOUNG et al., 2001; TITINCHI; NORTJE, 2012;
ZHAO; WEI; WANG, 2002).

Varias hipéteses tém sido apresentadas para explicar as altas taxas de
recorréncia nos TOQs, tais como remoc¢ao incompleta da parede cistica, crescimento
de uma nova lesdo a partir de cistos satélites deixados apds a cirurgia,
desenvolvimento de uma recorréncia “verdadeira” numa regido adjacente
(WOOLGAR; RIPPIN; BROWNE, 1987), consequéncia do tipo de tratamento
cirargico ou um reflexo da natureza neoplasica do TOQ (GONZALEZ-ALVA et al.,
2008; MENDES; CARVALHO; VAN DER WAAL, 2010).

Apesar de diversos estudos abordarem diferentes aspectos clinicopatologicos
na tentativa de justificar o comportamento bioldgico distinto dos TOQ, estudos
genéticos, epigenéticos e moleculares tém alcancado importantes avang¢os quanto a
fisiopatologia desses tumores (EL MURTADI et al., 1996; KIMI et al., 2001; KOLAR
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et al, 2006; LI, BROWNE; MATTHEWS, 1995, LO MUZIO et al, 1999;
SARACOGLU et al. 2005; SLOOTWEG, 1995).

MutacBes no gene PTCH levando & desregulacéo na via do SHH?, que fica
superexpressa e consequentemente leva a um aumento da proliferacdo celular
(MADRAS; LAPOINTE, 2008), fundamenta o conceito de que o TOQ é uma
neoplasia. Porém, outros mecanismos patogenéticos que também favorecem o seu
crescimento e expansdo incluem o alto indice de proliferacdo e a superexpressao de
proteinas antiapoptdticas (EL MURTADI et al., 1996; KIMI et al., 2001; KOLAR et al.,
2006; LI, BROWNE; MATTHEWS, 1995; LO MUZIO et al., 1999; SARACOGLU et al.
2005; SLOOTWEG, 1995). Nesse sentido, a literatura atual ainda se limita a
investigacdes com marcadores de proliferacdo celular, apoptose e ciclo celular
como, por exemplo, Ki-67, bax, bcl-2, p53 e MDM2 (SHARIFI-SISTANI et al., 2011;
SOLUK TEKKESIN; MUTLU; OLGAC, 2012), e em caracterizacdo do perfil de
citoqueratinas fundamentais para a diferenciacdo e maturacdo dos TOQs (SANTOS
et al., 2009).

De forma ampla, alteracdes genéticas e moleculares parecem promover o
desenvolvimento e progressdo de tumores em multiplos estadgios (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Conforme revisado por Kumamoto (2006), diversos estudos vém
sendo conduzidos na tentativa de elucidar o comportamento bioldgico dos tumores
odontogénicos abrangendo distintas vias de sinalizacdo da progressao tumoral.
Contudo, até o presente momento, ndo existem trabalhos que explorem a
agressividade tumoral através da TEM com énfase na adesédo celular em TOQs.
Esta promissora abordagem podera auxiliar em respostas mais refinadas do

comportamento biolégico desses tumores.

! A sinalizacdo da via SHH controla as interacées célula-célula e a proliferacdo de células na
modelacdo de tecido de varios 6rgaos, incluindo os dentes. Expressao de moléculas de
sinalizagdo SHH foi detectada em varios tumores odontogénicos. Portanto, a via de
sinalizacdo de SHH desempenha um papel em interacdes epiteliais mesenquimais e
proliferagcéo celular durante o crescimento de tumores odontogénicos, bem como durante o
desenvolvimento dos dentes (KUMAMOTO, 2006).
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2.2 TRANSICAO EPITELIAL-MESENQUIMAL

O evento denominado de transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) é um
processo complexo pelo qual as células epiteliais perdem sua polaridade e
reorganizam seu citoesqueleto, adquirindo um fendétipo mesenquimal e mobilidade
aumentada (HUBER; KRAUT; BEUG, 2005).

A TEM pode ser subdividida em trés subtipos gerais com base no contexto
em que ocorrem. TEM tipo 1 envolve células epiteliais primitivas modificando-se
para células mesenquimais com motilidade como parte da gastrulacdo e de células
neuroepiteliais primitivas gerando células migratorias da crista neural. Em ambas as
situacdes, algumas das células geradas pela TEM sao reinduzidas como células
epiteliais secundarias em 6rgdos da mesoderme e endoderme pela transicao
mesenquimal-epitelial (TME). A TEM tipo 2 envolve células epiteliais secundarias ou
células endoteliais em transicdo para fibroblastos de tecido residentes. Em tecidos
maduros, estes fibroblastos sdo induzidos em resposta a inflamacgao persistente. A
TEM tipo 3 envolve células de carcinoma epitelial em nédulos primarios em transicao
para células tumorais metastaticas a fim de migrar através da corrente sanguinea e,
em alguns casos, formar nodulos secundarios em metéstases distantes por TME
(ZEISBERG; NEILSON, 2009). A perda do fenétipo epitelial polarizado e aquisicdo
de caracteristicas mesenquimais fazem com que as células tumorais assumam um
potencial de invasdo e metastase (ZHAO et al.,, 2012). Portanto, além da
remodelacéo do tecido, desenvolvimento de érgéos e cicatrizacdo de feridas, a TEM
exerce um papel essencial na progresséo do céancer (CHRISTIANSEN;
RAJASEKARAN, 2006; FAN et al., 2012; HUBER; KRAUT; BEUG, 2005; NAWSHAD
et al., 2005; NGUYE et al., 2011; WANG et al., 2012).

Durante a TEM, as células epiteliais perdem a aderéncia célula-célula e o
contato com a matriz extracellular, exibem uma morfologia fusiforme (fibroblast-like),
0 que permitem as células migrarem (MOUSTAKAS; HELDIN, 2007; RADISKY;
LABARGE, 2008). Com a progressdo, a TEM pode propiciar infiltracdo de células
neoplasicas para tecidos vizinhos e também para sitios distantes (THIERY, 2002),
tornando-se um interessante campo de investigacdo das pesquisas de cancer,

especialmente nos aspectos patogénicos e terapéuticos (TANIA; KHAN; FU, 2014).
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Diversos ativadores extracelulares sao capazes de desencadear a TEM, com
uma complexa comunicagao entre as vias de sinalizagéo que ativam e reprimem a
TEM (THIERY; SLEEMAN, 2006). Dentro deste cenario, o processo da TEM esta
associado com a regulacédo negativa de marcadores epiteliais como as proteinas E-
caderina, B-catenina, Citoqueratinas 8, 9 e 18, Mucina-1, Claudina-1, dentre outros;
e ainda a regulacéo positiva de marcadores mesenquimais incluindo a N-caderina,
Vimentina, fibronectina, a-actina de musculo liso (a-SMA), proteina 1 especifica de
fibroblasto (FSP1), Colageno tipo | e tipo IV, Zonula Occludens-1 (ZO-1), etc
(FUCHS et al., 2008; TSUKITA; FURUSE; ITOH, 2001; VALCOURT et al., 2005).

As células epiteliais bem diferenciadas possuem extensas redes juncionais
que separam fisicamente a membrana plasmética em dominios apical e basolateral,
promovem a adesado e facilitam a comunicacao intercelular, restringindo assim a
motilidade e preservando a integridade dos tecidos e células individuais para que
estas funcionem como uma unidade coesa (FARQUHAR; PALADE, 1963). Os
complexos juncionais dos tecidos epiteliais sé&o representados por juncdes
aderentes, juncdes de oclusédo e por desmossomos (ADACHI et al., 2006). As
juncdes aderentes estdo presentes em regides especializadas da membrana
plasmatica, conectadas a filamentos de actina do citoesqueleto, onde as caderinas
agem como moléculas de adesdo calcio-dependentes (LECKBAND; PRAKASAM,
2006). As moléculas de adeséo celular, as quais as caderinas pertencem, tém um
papel fundamental tanto na juncdo célula-célula como na juncdo célula-matriz
extracelular (ROSADO et al., 2013). Em adultos, interacdes entre as caderinas em
células adjacentes mantém a integridade estrutural de tecidos e regulam a
renovacgao e a reorganizacdo de estruturas teciduais. Durante o desenvolvimento, as
caderinas direcionam a segregacao celular e a formacdo de diferentes interfaces
teciduais, sendo que a maioria dos defeitos e perdas de estruturas teciduais resulta
da expressao alterada ou ectdpica de caderina (LECKBAND; PRAKASAM, 2006).
Logo, a funcéo das caderinas nédo se limita & adesdo mecanica entre as células, ja
que suas funcdes se estendem a multiplos aspectos da morfogénese tecidual, tais
como reconhecimento e tipificacdo tecidual, manutencdo e formacédo de limites,
movimento celular coordenado, indu¢cdo e manutencdo da estrutura e da funcao
celular e polaridade tecidual (HALBLEIB; NELSON, 2006).
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A E-caderina (gene CDH1, sinbnimos Arc-1, CD324, CDHE, ECAD, LCAM,
UVO) é a principal molécula da familia das caderinas presente nas células epiteliais,
apresenta funcdo dupla nas células de mamiferos como molécula de adesao
dependente de Ca** e como parte da complexa via de sinalizacdo Wnt? interagindo
com B- e a-catenina (KUDO et al., 2004). O dominio intracelular da E-caderina se
liga @ B e y-cateninas, que por sua vez se ligam a a-catenina, que se liga a
filamentos de actina no citoesqueleto celular. Sempre que a B-catenina se desloca
da E-caderina, ela pode se acumular no citoplasma e se deslocar para o nucleo da
célula, onde pode ativar a transcricdo de genes envolvidos no desenvolvimento do
cancer. Quando a E-caderina € expressa normalmente, por conseguinte, ndo sé
conduz a estabilizacdo das juncdes aderentes, mas também evita a acumulagéo
citoplasmica de B-catenina (ROSADO et al., 2013).

A imunoexpressdao da E-caderina varia de tumor para tumor. Mello et al.
(2013) encontraram maior imunoexpressao de E-caderina em TOQs e tumores
odontogénicos cisticos calcificantes quando em comparac¢do com ameloblastomas,
sugerindo seu importante papel na mediacdo da adesdo celular em tumores
odontogénicos e no padrao de invasao local caracteristico dos ameloblastomas. Nos
TOQs parece ter ocorrido a manutencdo na expressao dessa proteina mesmo apés

a transformacao neoplasica.

Considera-se que a diminuicdo na expressdo de proteinas de juncdes
aderentes pode funcionar como indicador de malignidade e possivel fator
prognéstico (BOSCH et al., 2005). Especificamente, a E-caderina desempenha
importante papel na carcinogénese e progressao tumoral na regido de cabeca e
pescoco (DE FREITAS SILVA et al. 2014; KYZAS et al.,, 2006). A reducdo da
expressdo da E-caderina resulta na dissociacdo de células de seus tumores
primarios, sendo pré-requisito para ativar a migracdo e metastase, o que tem sido

evidenciado em carcinoma epidermdide de cabeca e pesco¢co (HOWELL; GRANDIS,

2 A familia de proteinas Wnt € um mediador critico dos principais eventos célula-célula de
sinalizacdo durante a embriogénese. Sinais Wnt sdo extremamente pleiotrépicos em sua
atividade, com consequiéncias que vao desde a estimulacdo mitogénica a diferenciagéo,
mudancas na polaridade e adesdo celular diferencial. Elas sdo necessérias para a
manutencéo do tecido adulto, e perturbacfes na sua sinalizagdo promovem tanto doencas
degenerativas humanas e cancer (NUSSE, 2005).
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2005; ZHAO et al., 2012). Sua diminuicdo de expressao em carcinomas orais ou de
cabeca e pesco¢co também tem sido relacionada com: a ingestdo de 4&lcool
(ROSADO et al., 2013); o habito do fumo (YU; CHANG, 2013); a diferenciacdo do
tumor, onde tumores pouco diferenciados apresentaram expressao reduzida desta
proteina (HUBER et al., 2011; ROSADO et al.,, 2013); presenca e tamanho de
tumores satélites (YANG et al., 2011); metastases linfonodais (HUBER et al., 2011;
ZHANG et al., 2013); altas taxas de recorréncia (LIU et al., 2010; ZHAO et al., 2012);
menores taxas de sobrevivéncia (FAN et al., 2013; LIU et al., 2010; ZHANG et al.,
2013; ZHAO et al., 2012); marcador de risco para o desenvolvimento de multiplos
tumores na cavidade bucal quando sua expressao € < 25% nas células parabasais
de epitélios ndo tumorais distantes do tumor (GONZALEZ-MOLES et al., 2013).
Entretanto, sua participacdo como um fator prognostico independente na analise de
sobrevida especifica da doenca ainda é debatida. Algumas pesquisas evidenciaram
sua participacdo (FAN et al., 2013; LIU et al., 2010; PECTASIDES et al., 2014;
WANG et al.,, 2012; ZHANG et al., 2013; ZHAO et al.,, 2012), outras ja néo
conseguiram esse resultado (ROSADO et al., 2013).

A N-caderina (gene CDH2, sinbnimos CD325, CDHN, CDw325, NCAD) é
também uma glicoproteina de adesdo transmembrana (LEE et al., 2006). Ao
contrario da E-caderina, a N-caderina é normalmente expressa em tecido de origem
neuroectodérmica e mesodérmica e esta envolvida em inUmeros processos, como
adesdao, diferenciacdo, embriogénese, migracdo, invasdo e transducdo de sinal
(DERYCKE; BRACKE, 2004). A N-caderina também estd expressa em células
endoteliais, mas sua funcdo na angiogénese ndo estd totalmente elucidada
(DIAMOND et al., 2008). A expresséo aberrante de N-caderina tem sido associada a
um pior progndéstico e uma grande tendéncia para a invasdo loco-regional e
metastase em alguns tipos de cancer (DI DOMENICO et al., 2011; DING et al., 2014;
NGUYEN et al., 2011; ZHANG et al., 2013). No estudo de Zhang et al (2013), a alta
expressdo de N-caderina foi considerada como um fator clinicopatolégico
independente associado a um periodo menor de sobrevida. Em particular, expressao
aumentada de N-caderina e concomitante baixa expressdo de E-caderina sao
sugeridas como caracteristica crucial da TEM no céancer, sendo este evento
denominado “inversdo de caderinas” (cadherin switching) (YILMAZ; CHRISTOFORI,

2009). Relatos recentes em carcinoma de cabeca e pesco¢co demonstraram essa
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inversdo de caderinas, estando relacionados a metastases e possivelmente a
patogénese dessas lesdes (NGUYEN et al., 2011; ZHANG et al., 2013). Contudo, 0s
mecanismos pelos quais 0 aumento da expressdo de N-caderina promove um
fendtipo agressivo ainda ndo estdo completamente esclarecidos (ZHANG et al.,
2013).

Outros eventos também contribuem para a complexa rede da TEM, sejam
regulando positivamente ou negativamente o processo. A ativagdo dos chamados
fatores de transcricdo-TEM (Snail, Twist, Zeb e outros), pertencentes a diferentes
familias, associada a perda de expressao de E-caderina e a polaridade apico-basal
sdo considerados desencadeadores do processo de TEM (PEINADO; OLMEDA;
CANO, 2007; MORENO-BUENO; PORTILLO; CANO, 2008; NIETO, 2011),
principalmente quando expressos em células epiteliais (NIETO; CANO, 2012). Esta
definicdo foi estabelecida baseada em diferentes contextos tumorigénicos e nao-
tumorigénicos em células epiteliais (PEINADO; PORTILLO; CANO, 2004; PEINADO,;
OLMEDA; CANO, 2007). O guestionamento atual € como e quando esses fatores
interagem numa mesma via de sinalizagdo. Achados na embriogénese revelam a
existéncia de diferentes moléculas indutoras do robusto e equilibrado sistema de
TEM (NIETO; CANO, 2012), a exemplo de Snail (gene SNAI1, sindbnimos SLUGH2,
SNA, SNAH, SNAIL1, dJ710H13.1), desencadeadora da TEM, enquanto outros
indutores, como Twist ou Slug (gene SNAI2, sinbnimos SLUGH1, SNAIL2, WS2D),
sao requisitados para a manutencao de etapas tardias da TEM (CASAS et al., 2011;
OLMEDA et al., 2008; PEINADO et al., 2004; THUAULT et al., 2008; TRAN et al,
2011).

A repressdo da transcricdo € um dos principais mecanismos responsaveis
pela diminuicdo da expressdo da E-caderina. Como um repressor, Snail pode
suprimir a transcricdo da E-caderina através de ligacdo direta com os E-boxes
presentes no promotor da E-caderina ou inducdo indireta da expressdo de outro
repressor transcricional de E-caderina (PEINADO; PORTILLO; CANO, 2004).

Os membros da superfamilia Snail representam reguladores fundamentais do
processo fisiolégico e patolégico da TEM (BARRALLO-GIMENO; NIETO, 2005;
NIETO, 2002; NIETO, 2011; THIERY et al., 2009), em especial os fatores SNAIL e

SNAI2. Estes genes sao fatores de transcricdo altamente conservados necessarios
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para a formacado de mesoderme e gastrulagéo, e estdo envolvidos em uma ampla
gama de fungdes bioldgicas tais como a diferenciacdo celular, motilidade celular, a
regulacdo do ciclo celular e apoptose (BARRALLO-GIMENO; NIETO, 2005). Eles
sao caracterizados como fatores de transcricdo em dedos de zinco (NIETO, 2002) e
emergiram como importantes repressores de E-caderina e indutores de TEM
(BARRALLO-GIMENO; NIETO, 2005; COBALEDA et al., 2007; NIETO, 2002;
PEINADO; OLMEDA; CANO, 2007; PRASAD et al., 2009). Ameloblastomas tém
demonstrado uma alta imunoexpressédo de Snail localizado predominantemente no
ndcleo das células neoplasicas, no endotélio vascular estromal e fibroblastos

proximos as células tumorais com positividade para o Snail (SIAR; NG, 2014).

Estudos recentes vém suportando a existéncia de mecanismos moleculares
distintos em relacéo a represséo de E-caderina mediada por Snail e Slug (MOLINA-
ORTIZ et al.,, 2012; WANG et al., 2012). De uma forma geral, o aumento de
expressdo desses fatores de transcricdo reprime a funcdo da E-caderina, sendo
consideradas moléculas chave da TEM, com grande relevancia na progressdo em
neoplasias de diferentes partes (FRANZ et al., 2009; LEE et al., 2006; MAEDA et al.,
2005; MIURA et al., 2009; THIERY, 2002; SAKAMOTO et al., 2012; WANG et al.,
2013; ZHU et al., 2012). Carcinomas orais pobremente diferenciados e com forte
capacidade invasiva estdo mais propensos a ter expressao intensa de Snail e
expressao deficiente de E-caderina (FRANZ et al., 2009; ZHAO et al., 2012). O
aumento do nivel da proteina Slug foi correlacionado com um maior tamanho do
tumor, metastase, estagio clinico avancado e reduziu a sobrevida global em
carcinoma de lingua (WANG et al., 2012) e de cabeca e pesco¢o (ZHANG et al.,
2013). Recentemente, foi demonstrado que a expressdo positiva de Slug foi
significativamente associada com metastases distantes, recorréncia regional do
tumor e com um pior prognéstico (TANG et al., 2010). Para alguns estudos, a
depender do tipo de cancer, o Slug € considerado um fator prognéstico
independente (TANG et al., 2010), ja outros estudos ndo chegaram a esta mesma
conclusdao (WANG et al., 2012). Entretanto, ndo existem até agora estudos que

avaliem a expresséao de Snail e Slug em TOQs.

Dentro do contexto da TEM, a baixa regulacéo de marcadores epiteliais por si
s6 ndo é suficiente para aquisicdo das funcgdes mesenquimais (KANG; MASSAGUE,

2004; THIERY, 2002). Além da regulacdo negativa de proteinas epiteliais, a
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progressdo para o fendtipo agressivo € acompanhado de aumento da expresséo de
proteinas mesenquimais e da proteina do filamento intermedidrio Vimentina
(DUPREY; PAULIN, 1995; LANG et al., 2002; ZHU et al., 2012). A Vimentina (gene
VIM, sinbnimos RP11-124N14.1, CTRCT30, HEL113) é um filamento intermediario
do tipo Il expresso em células de origem mesenquimal. A sua expressao tem sido
reportada em células epiteliais de capacidade migratéria envolvida nos processos de
embriogénese e organogénese, cicatrizacdo e invasdo tumoral (BINDELS et al.,
2006). Desta forma, tanto a N-caderina e a Vimentina sao consideradas marcadores
mesenquimais da TEM, e o aumento de suas expressodes favorece a aquisicdo de
caracteristicas invasivas pela neoplasia e consequentemente um pior progndéstico
(DING et al., 2014; GRAVDAL et al., 2007; LEE et al., 2006; YANG et al., 2011).

Em contraste com as células epiteliais, as células mesenquimais nao
estabelecem juncdes intercelulares estaveis. Devido a auséncia de juncbes
aderentes, as células mesenquimais ndo possuem uma polaridade apical-basolateral
e sim uma morfologia alongada com extremidades assimétricas que facilita a
mobilidade e locomocg&o (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006; THIERY, 2003).
As extensdes emitidas pelas células mesenquimais sdo enriquecidas com
receptores da familia das integrinas que interagem com a matriz extracelular (LI;
GUAN; CHIEN, 2005; ZHANG et al., 2006) e também contém MMPs que digerem a
membrana basal e a matriz extracelular e promovem a invaséo (SEIKI, 2003). Uma
relacdo inversa entre a expressao de E-caderina e Vimentina em ameloblastomas
sélidos (FLORESCU et al., 2012) e carcinoma epidermodide de boca (CEB) (LIU et
al., 2010) tem sido evidenciada, e a alta expressdo de Vimentina nas células
neoplasicas e no fronte invasivo do tumor neoplasico tem sido associada com

recorréncia local e pior prognaéstico (LIU et al., 2010).

A superexpressao da proteina Snail tem sido demonstrada como indutora de
TEM, durante o qual os marcadores epiteliais (E-caderina e B-catenina) foram
reprimidos e o0s marcadores mesenquimais (Vimentina) foram regulados
positivamente, fazendo com que as células epiteliais perdessem a sua polaridade e
se convertessem a um fenotipo mesenquimal, estando associada a propriedades

altamente invasivas e metastaticas (ZHU et al., 2012).
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2.3 TRANSICAO EPITELIAL-MESENQUIMAL NOS TOQs

As células epiteliais no TOQ parecem ter um potencial proliferativo diferente
de outras lesdes odontogénicas. Varios estudos tém demonstrado uma atividade
proliferativa aumentada nos epitélios de TOQs em comparacdo com outros cistos
odontogénicos (KICHI et al., 2005; KIM et al., 2003; KIMI et al., 2001; LI; BROWNE;
MATTHEWS, 1995; PIATELLI et al.,, 1998; THOSAPORN et al., 2004). Portanto,
fatores relacionados com os componentes epiteliais e mesenquimais participam da

regulacéo do crescimento de tumores odontogénicos (KICHI et al., 2005).

Por um longo periodo, foi considerado que a expansdo dos cistos
odontogénicos estava relacionada somente com a pressdo osmotica exercida pelos
componentes do cisto (SKAUG, 1976). Atualmente, sabe-se que o mecanismo de
crescimento dos cistos odontogénicos, assim como o0 potencial de invasdao e
destruicdo de alguns tumores odontogénicos como o TOQ, podem ser influenciados
pela secrecdo de MMPs, proteinas que podem ser produzidas pelas células
epiteliais e mesenquimais (SILVEIRA et al., 2007). Alaeddini et al. (2009) sugeriu
gue para uma melhor compreensdo do comportamento biolégico dessas lesbes, é
necessario estudar os componentes da matriz extracelular para identificar diferencas
na distribuicdo e expressdo dessas proteinas entre lesdes cisticas indolentes e
tumores mais agressivos. A alteracdo na expressao de proteinas especificas da
matriz extracelular associado com a presenca de MMPs e a auséncia de inibidores
de MMPs (TIMPs) podem influenciar o comportamento dessas les6es. No caso de
tumores, essa situacdo contribui para 0 seu crescimento e alta agressividade
(ROSENTHAL; MATRISIAN, 2006).

Em relacdo a participagdo da TEM nos TOQs, ndo foram encontrados estudos
publicados quanto a expressao das proteinas Snail, Slug e Vimentina, sendo que
alguns trabalhos avaliaram a expressdo da E-caderina (HAKIM et al., 2011,
KUSAFUKA et al., 2011; MELLO et al. 2013) e N-caderina (KUSAFUKA et al., 2011).

Quanto a participacdo das caderinas em neoplasias odontogéncias em
comparacao com lesdes cisticas, Kusafuka et al. (2011) demonstraram a expressao

de E-caderina em 100% dos casos de ameloblastoma, TOQs e cistos dentigeros.
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Porém, para a proteina N-caderina, um alto indice de casos de neoplasia
odontogénica foi positivo para esta proteina (87,5% dos ameloblastomas e 40% dos
TOQs), porém nenhum caso de cisto dentigero exibiu positividade. Dezoito TOQs
esporadicos ou sindrémicos e 8 cistos dentigeros foram analisados por Hakim et al.
(2011) quanto a marcacdo de E-caderina e [-catetina, sendo que os TOQs
apresentaram um moderado a alto grau de perda de expressédo da E-caderina em
todas as amostras, especialmente nas lesdes sindrémicas, que apresentaram uma
expressao mais reduzida. Este achado corrobora que o perfil de expressdo de

biomarcadores de TEM é inerente a neoplasias.

Estudos sobre a participacdo de repressores de E-caderina em tumores
odontogénicos sdo escassos a luz do nosso conhecimento, ndo existindo até o
presente momento a associagdo com a expressao diferencial de fatores
transcricionais-TEM nessas neoplasias. Neste cenério, pode-se citar apenas 0s
resultados revelados por Feng et al. (2009) e Siar e Ng (2014). Feng et al. (2009),
que apesar de nédo realizarem uma associacdo com a E-caderina, encontraram a
expressdo de Twist em quase 50% dos casos de ameloblastomas, estando este
achado possivelmente associado a variantes mais invasivas de ameloblastoma, com
participacdo importante de células do estroma na regulacdo do desenvolvimento
tumoral. Este achado foi realcado pelos casos de ameloblastoma ricos em estroma
apresentarem células tumorais epiteliais Twist positivas, enquanto que nos casos
com escassez de estroma, as células tumorais ndo exibiram expressdo dessa
proteina. Siar e Ng (2014) Analisaram, por imunoistoquimica, 4 fatores de
transcricdo em 64 ameloblastomas, estando eles diferentemente expressos: Snalil
(94%); Slug (33%); SIP1 (28%) e Twist (41%). Este achado sugere a proeminéncia
do Snail sobre Slug, SIP1 e Twist como o principal repressor em ameloblastomas.
Além disso, a baixa expressdao acentuada de Slug, SIP1 e Twist em
ameloblastomas, em comparacdo com cancer de mama, também pode indicar que
estas proteinas reguladoras provavelmente desempenham um papel limitado na

induc&o de TEM nessa neoplasia.

Apesar dos fatores progndsticos baseados nos achados clinicopatolégicos e
imunoistoquimicos para determinar o potencial de recorréncia do TOQ ainda nédo

permanecerem claros, seu uso para determinar o potencial de recorréncia do TOQ
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apos remocao cirlrgica pode se tornar importante para gerenciar com Sucesso 0
comportamento agressivo dessa neoplasia (MENDES; CARVALHO; VAN DER
WAAL, 2010).



30

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo transversal visa avaliar a TEM através da imunoexpressao
diferencial de biomarcadores envolvidos na regulacdo da E-caderina em tumores
odontogénicos queratocisticos (TOQSs), cistos radiculares (CRs) e foliculos dentais
(FD) e verificar as associacdes entre o perfil de imunoexpressao destas proteinas

entre si, nos 3 grupos estudados e com as caracteristicas clinicas do TOQ.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a expressdo das proteinas E-caderina, N-caderina, Snail, Slug e
Vimentina por imunoistoquimica em TOQs, CRs e FDs;

b) Verificar associacdo do perfil de expressdo proteica de E-caderina, N-
caderina, Snail, Slug e Vimentina nas les6es de TOQs, CRs e FD;

c) Verificar associacado do perfil de expressdo proteica epitelial de N-caderina,
Snail, Slug e Vimentina nas lesées de TOQs com o perfil de expressao no
estroma;

d) Verificar associacdo do perfil de expressdo proteica de E-caderina, N-
caderina, Snail, Slug e Vimentina nas lesdes de TOQ com as caracteristicas
clinicas;

e) Verificar correlacdo entre a extensdo da imunoexpressdo de E-caderina, N-

caderina, Snail, Slug e Vimentina nos TOQs.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A pesquisa foi estruturada em trés etapas, sendo a primeira constituida de
selecéo dos casos com laudo histopatologico de TOQ e CR e coleta de FD, seguido
de caracterizacao histopatologica, tratando-se, portanto, de um estudo transversal. A
segunda etapa consistiu na coleta dos dados clinicos dos casos de TOQ a partir dos
prontudrios dos pacientes. A terceira etapa correspondeu ao estudo de moléculas
reguladores do fenébmeno de TEM a partir da imunoexpressdo das proteinas E-
caderina, N-caderina, Snail, Slug e Vimentina pela técnica da imunoistoquimica nas

lesbes de TOQ e em CRs e FDs para fins comparativos.

4.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram utilizados 32 casos de TOQ e 15 casos de CR incluidos em parafina e
selecionados a partir dos laudos anatomo-patologicos dos arquivos do Laboratoério
de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Odontologia da UFBA e de instituicdes
afiliadas, referentes a bidpsias incisionais ou excisionais. Todas as laminas
histoldgicas coradas por hematoxilina-eosina (HE) referentes aos casos de TOQ e
CR foram previamente revistas ao microscépio optico por dois patologistas para
confirmacédo diagnéstica. Fragmentos cirtrgicos descalcificados foram excluidos da
amostra. Os prontuarios dos TOQs foram revisados para coleta de dados clinicos e
desfechos clinicos através das informagdes nos mesmos. As informacdes clinicas
gue foram coletadas sédo: idade, sexo, cor, localizacdo da lesdo (maxila/mandibula),
regido da arcada dentaria acometida (anterior ao 1°. pré-molar/posterior ao 1°. pré-
molar). Os dados de desfechos clinicos que foram resgatados sdo: recorréncia e
novas lesdes. Foram utilizados ainda 8 casos de FD provenientes de cirurgias de
extracdo de dentes inclusos, representando o tecido morfologicamente sadio,
obtidos apds consentimento dos pacientes e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICES A e B). O presente trabalho obteve aprovagédo do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFBA sob nimero
217.452 (ANEXO).
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4.3 DESCRICAO HISTOPATOLOGICA

As laminas coradas em HE dos casos de TOQ, CR e FD foram analisadas
através de microscopio de Iluz para determinacdo das caracteristicas

histopatoldgicas presentes.

As caracteristicas histologicas analisadas nos TOQs foram: tipo epitelial,
espessura epitelial, disposicdo em palicada da camada basal, destacamento do
epitélio do conjuntivo, hipercromatismo das células basais, polarizacdo invertida,
presenca de superficie corrugada, interface epitélio-tecido conjuntivo, atipia celular,
mitose, ocorréncia de infiltrado inflamatério, presenca de remanescentes ou ilhas
epiteliais odontogénicas, queratina na luz cistica, cistos satélites, displasia epitelial e
metaplasia. A espessura epitelial foi analisada de acordo com o estudo de Browne
(1971), verificando a quantidade de células por estratos: atréfico (menor que cinco
células), normal (cinco a oito células) e acantose (maior que oito células). A
inflamacédo foi considerada quando presente na capsula adjacente ao epitélio

tumoral.

As caracteristicas histologicas analisadas nos CRs foram: tipo epitelial,
espessura epitelial, espongiose, degeneracdo hidropica, exocitose, células claras,
calcificacdo no epitélio (corpusculos de Rushton), calcificacdo distrofica,
hemossiderina, corpos hialinos de Russell, corpos hialinos na capsula, célula gigante
multinucleada, hemécias extravasadas, cristais de colesterol e a presenca de

inflamac&o com sua consequente caracterizacdo em aguda, mista ou cronica.

As caracteristicas histolégicas analisadas nos FDs foram: presenca de epitélio
de superficie, epitélio sulcular, epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, ilhas e corddes
de epitélio odontogénico, tipo de tecido conjuntivo (denso/frouxo) e presenca de
fibroblastos.

4.4  ANALISE PROTEICA
4.4.1 Processamento preliminar

Os blocos parafinados foram seccionados (3um) em micrétomo e os cortes

colocados sobre laminas de vidro previamente silanizadas (3-aminopropyiltriethoxy-
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silano a 2%, Sigma-Aldrich, em acetona). A fim de se observar marcacéo especifica
das proteinas E-caderina, N-caderina, Snail, Slug e Vimentina, reacdes
imunoistoquimica foram padronizadas em amostras parafinadas de tecido controle

humano ou animal pelo método da imunoperoxidase, conforme descrito a seguir.

4.4.2 Reac0Oes de imunoistoquimica

Os procedimentos laboratoriais para realizacdo da técnica imunoistoquimica
foram realizados no Laboratorio de Imunoistoquimica da Faculdade de Odontologia
da UFBA, utilizando o método da streptavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako)
para o anticorpo Snail (Policlonal, Abcam, ab53519); o método do polimero marcado
(Envision™, Dako) para os anticorpos E-caderina (Monoclonal, Dako, M3612, Clone
NCH38) e N-caderina (Policlonal, Abcam, ab12221); ou a tecnologia ADVANCE
HRP (Dako) para o anticorpo Slug (Policlonal, Abcam, ab27568) e Vimentina
(monoclonal, Dako, M0725, Clone V9). As padronizagcbes de cada anticorpo

encontram-se no Quadro 1.

Inicialmente, os cortes foram desparafinizados por imersdo em xilol e
hidratados em porcentagens decrescentes de etanol, seguido de incubacdo em
peréxido de hidrogénio 3% diluido em PBS por 40 minutos. ApOs exposicao
antigénica através de imersao em solugcdo tampéao Citrato 10mM pH 6,0 em steamer
a 95°C durante 20 minutos, os cortes foram incubados, conforme padronizacdo, por
10 minutos em Protein Block Serum-Free (K0909, Dako, Carpenteria, CA, USA) para
bloqueio de sitios inespecificos e posterior incubagdo com o anticorpo primario em
camara umida a 4°C. A diluicdo do anticorpo primario, o tempo de incubacéo e o
método de deteccdo utilizados para cada proteina constam no Quadro 1. A
incubacado do sistema de deteccdo EnVision™ Dual Link System HRP (K406189,
Dako) ocorreu por 30 minutos, e do LSAB (Dako) e ADVANCE HRP (Dako) em duas
fases com duracdo de 30 minutos cada. A revelagdo da reacgao foi feita com 3,3’-
diaminobenzidina (K3468, Dako Liquid DAB Plus, Dako) e as laminas foram contra-
coradas com hematoxilina de Mayer. Entre essas passagens, 0s cortes foram

lavados duas vezes com solugéo tampéo PBS pH 7,4 acrescido de Triton 0,1%.
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Os cortes foram entdo desidratados em cadeia de alcool ascendente por 5 min
cada, nas concentracoes (%) de 50, 60, 70, 80, 90, 95, absoluto (1), absoluto (2),
absoluto (3) e diafinizados em dois banhos de xilol. As laminas foram em seguida
montadas em resina Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ) para exame ao

microscépio de luz.

Os procedimentos de controle envolveram a utilizagdo de amostra com
reatividade conhecidamente positiva para cada anticorpo, funcionando como
controle externo positivo da reagao (Quadro 1). Como controle externo negativo, foi
utilizado o mesmo tecido, onde o anticorpo primario foi substituido por soro, devendo

a reacao ser completamente negativa.



Quadro 1. Descri¢do dos anticorpos primarios utilizados nas rea¢des de imunoistoquimica.
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Anticorpo Tipo do Animal Marca  Cddigo Clone Diluicéao Kit de Tecido
Anticorpo Hospedeiro Bloqueio Anticorpo  Visualizacéo Controle
Interacdes Primario Positivo
Inespecificas
EnVision™
E-caderina  Monoclonal Camundongo  Dako M3612 NCH38 Sem blogueio 1:50 Dual Link Pele
System HRP
EnVision™ Embriéo
N-caderina Policlonal Coelho Abcam ab12221 Solucao 1:250 Dual Link de
i blogueadora System HRP  camundongo
Rim
Snail Policlonal Cabra Abcam ab53519 ) Solugéo 1:50 LSAB de
blogueadora camundongo
Rim
Slug Policlonal Coelho Abcam ab27568 Sem bloqueio 1:100 Advance de
i camundongo
Carcinoma
Vimentina Monoclonal Camundongo  Dako M 0725 V9 s 1:1000 polss ep(lj(letrJr:g;de

humano




4.4.3 Andlise daimunomarcacgao
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A imunoexpressdo das proteinas foi analisada semiquantitativamente e

qualitativamente, de forma comparativa quanto a extensdo e intensidade da

imunomarcacdo, padrdo de expressdo, compartimento celular, e influéncia da

presenca de inflamac&o em area com imunomarcacao nos TOQs, CRs e FDs.

A variavel extensdo da imunoexpressao foi categorizada especificamente

para cada anticorpo analisado, tendo como referéncias artigos ja publicados com os

anticorpos analisados, como mostra o Quadro 2. Apenas para os foliculos dentais foi

definida como positiva ou negativa devido a representatividade da amostra.

Quadro 2. Categorizacdo da variavel “Extensao” da imunoexpressao de cada
anticorpo com suas referéncias especificas.

1=>10%

Anticorpo Categorizacao Referéncia
0 = sem expresséao
1=<20%
E-caderina 2 = 20-50% MELLO et al. (2013)
3 =>50%
0 = nenhuma expresséo
1=<10%
N-caderina 2 =10-20% KUSAFUKA et al. (2011)
3 =>20%
4 = >50%
0 = sem expressao
1=<25%
Snail e Slug 2 = 25500 SIAR; NG (2013)
3 =>50%
0 =<10%
Vimentina MIURA et al. (2009)
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As outras variaveis foram analisadas de forma similar em todos os anticorpos,

como descrito a seguir:

¢ Intensidade — refere-se a coloracdo da imunomarcacgdo; categorizada em

ausente, leve, moderada e intensa;

e Padrdo — refere-se ao perfil de distribuicdo das células imunomarcadas na
lamina analisada; categorizada em homogéneo e heterogéneo;

e Compartimento celular — refere-se a parte celular que apresentou
imunoexpressdo para determinado anticorpo, podendo ser no ndcleo,

citoplasma e/ou membrana celular;

e Inflamacdo — refere-se a presenca de inflamacédo estar interferindo na

expressao da proteina; categorizada em ausente, ndo marcante e marcante.

As variaveis extensdo, intensidade e padrdo da imunoexpressdo foram
analisadas no epitélio e/ou estroma a depender do anticorpo, como descrito no
Quadro 3.

Quadro 3. Compartimento tecidual analisado para as variaveis “extensao”,
“‘intensidade” e “padrao” a depender do anticorpo utilizado.
Variavel Compartimento tecidual analisado

E-caderina: epitélio
Extenséo N-caderina, Snail, Slug e Vimentina:
epitélio e estroma

E-caderina: epitélio
Intensidade N-caderina, Snail, Slug e Vimentina:
epitélio e estroma

E-caderina, Snail, Slug: epitélio
Padrdo Vimentina: estroma

N-caderina: epitélio e estroma
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

De acordo com o delineamento da pesquisa, todos os dados obtidos foram
tabulados e submetidos a analise estatistica pelo programa SPSS versao 13.0
(Statistical Package for the Social Sciences), utilizando intervalo de confianca de
95% e valor de p < 0.05. A presenca de associacao da expressao dos anticorpos
entre os grupos (TOQ, CR e FD) e a comparacédo da extensao da imunomarcacao
dos anticorpos N-caderina, Snail e Slug em epitélio e estroma foram avaliadas
utiizando o teste Exato de Fisher. Para a correlacdo entre a extensdo da
imunomarcacdo dos anticorpos entre si nos TOQs foi utilizada a correlagcdo de
Spearman.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Dos 32 casos de TOQs, 21 (65.6%) foram avaliados quanto a morfologia e
eram representados por cavidade cistica revestida por epitélio estratificado
paraqueratinizado com cinco a oito camadas de células. Muitos casos apresentaram
areas de espessamento (n = 18), e seis casos areas de atrofia. A camada basal era
bem definida, composta por células epiteliais colunares e/ou cuboidais dispostas em
palicada, com nucleos hipercromaticos e com inversao de polaridade em todos o0s
casos. Células com caracteristicas de displasia epitelial foram observadas em
quatro casos. Na grande maioria dos casos a camada de paraqueratina
apresentava-se corrugada (n = 20). A interface epitélio-tecido conjuntivo mostrou-se
plana em todos os casos e por vezes o descolamento do tecido epitelial da capsula
cistica foi observado (n = 14). A queratina foi encontrada usualmente na luz cistica.
Com frequéncia foi observado infiltrado inflamatoério no tecido conjuntivo de suporte
(n = 15). Cistos satélites (n = 8), ilhas e corddes epiteliais (n = 8) e metaplasia

epitelial escamosa (n = 8) também foram observados.

Dos 10 casos de CRs avaliados, observou-se presenca de capsula cistica
constituida por tecido conjuntivo denso revestido por epitélio pavimentoso
estratificado. Areas de acantose eram frequentes (n = 8), juntamente como a
presenca de espongiose (n = 8), degeneracao hidrépica (n=10) e exocitose (n = 9).
Na capsula, a presenca de hemossiderina (n = 7), corpos hialinos de Russell (n = 8)
e hemdcias extravasadas (n = 8) foram usuais, bem como a presenca de inflamacéao
(n = 10), sendo a maioria caracterizada como mista, contendo tanto células agudas
quanto crbnicas e em apenas dois casos com inflamagdo predominantemente
cronica. Em alguns casos foram observados células claras e calcificacées no epitélio
(corpusculos de Rushton), além de calcificacdo distréfica, célula gigante

multinucleada e cristais de colesterol na capsula.

Todos os oito FDs eram de tecido conjuntivo frouxo, com fibroblastos
volumosos de aspecto fusiforme, por vezes estrelado, e com ilhas e/ou corddes de
epitélio odontogénico. Apenas dois casos apresentaram epitélio reduzido do 6rgao

do esmalte e um desses continha epitélio de superficie e epitélio sulcular.
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5.2 IMUNOEXPRESSAO PROTEICA DIFERENCIAL
5.2.1 E-caderina

5.2.1.1 Tumores odontogénicos queratocisticos

Dos 32 casos de TOQ selecionados para o estudo da imunoexpressao de E-
caderina, dois (6.3%) ndo apresentaram expressao, quatro (12.5%) com escore 1,
seis (18.8%) escores 2 e 20 casos (62.5%) com escore 3. A imunomarcacgao da E-
caderina nos TOQs ocorreu na membrana plasmatica. A intensidade da
imunomarcacao nos casos positivos para E-caderina mostrou-se leve em seis casos
(18.8%), moderada em 12 casos (37.5%) e intensa também em 12 casos (37.5%). O
padrao de imunomarcacdo foi homogéneo na maioria dos casos (78.1%). A
inflamacéo esteve ausente na maioria dos casos (53.1%), ndo marcante em oito

casos (25%) e marcante em sete casos (21.9%) (Figura 1, Tabela 1).

5.2.1.2 Cistos radiculares

Dos 15 casos de CR selecionados para o estudo da expresséo da proteina E-
caderina, dois (13.3%) n&do apresentaram expressao, quatro casos (26.7%) com
escore 1, quatro casos (26.7%) com escore 2 e cinco casos (33.3%) com escore 3. A
imunomarcacdo da E-caderina nos CRs também se apresentou na membrana
plasmatica. A intensidade da imunomarca¢do nos casos positivos para E-caderina
mostrou-se leve em quatro casos (26.7%), moderada em sete casos (46.7%) e
intensa em dois casos (13.3%). O padrdo de imunomarcacado foi homogéneo na
maioria dos casos (60%). A inflamacdo esteve presente em todos 0s casos,
apresentando-se com uma extensdo ndo marcante em quatro casos (26.7%) e

marcante em 11 casos (73.3%) (Figura 1, Tabela 1).
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Figura 1 - Imunoexpressdo de E-caderina e N-caderina em Tumor Odontogénico Queratocistico (TOQ), Cisto Radicular (CR) e Foliculo dental (FD). A
E-caderina no TOQ exibe imunomarcag¢do moderada (A) e intensa (A e D) em padrao membranoso (G) distribuida principalmente nos estratos supraba-
sais (A e G), ou em todos os estratos (D). No CR, a E-caderina demonstra imunomarcagdo leve (B e E) em um padrao membranoso (E) em todos os es-
tratos (E), ou em suprabasal (H). No FD, a E-caderina demonstra imunomarcagio focal em epitélio de revestimento (C) e em epitélio reduzido do 6rgiao
do esmalte (E). A N-caderina em epitélio de TOQ exibe imunomarcagio intensa (J) e moderada (M) em um padrdo membranoso, citoplasmatico ou nu-
clear (J, detalhe) distribuida em todos os estratos (J), por vezes com aspecto granular (M). Observa-se imunomarcagdo em estroma (J). A N-caderina em
epitélio de CR demonstra imunomarcagdo moderada (K) e intensa (N), com padrao membranoso/citoplasmatico (N), e em células inflamatoria (K). No
FD, observa-se a N-caderina ausente em epitélio de revestimento (L), com leve imunomarca¢do membranosa/citopasmatica em epitélio odontogénico
(0). A escala indica 20 pm (E, F, G, H, I, M, N e O), 50 pm (A, B, C, K e L) ¢ 100 um (D e J). Imunoperoxidase
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5.2.1.3 Foliculos dentais

Dos oito casos de FD selecionados para o estudo da expressdo da proteina
E-caderina, todos apresentaram  imunoexpressdo  positiva,  ocorrendo
imunomarcacdo também na membrana plasmatica. A imunomarcagao ocorreu em
restos epiteliais odontogénicos, revestimento epitelial e em é&rea focal do epitélio
reduzido do 6rgdo do esmalte. A intensidade da imunomarcacdo para E-caderina
mostrou-se moderada em dois casos (25%) e intensa em seis casos (75%). A
inflamacédo esteve ausente em seis casos (75%) e com uma extensdo ndo marcante

em dois casos (25%) (Figura 1, Tabela 1).

5.2.1.4 Associacdo da imunoexpressao proteica entre 0s grupos

Ao compararmos a extensao, intensidade e padrao de imunoexpresséo da E-
caderina nos trés grupos de lesdes estudadas, nao foi observado nenhum resultado
estatisticamente significante (Teste Exato de Fisher, p > 0.05). Entretanto, quando
observada a inflamacéo, verificou-se que a maioria dos TOQs nao apresentou
inflamacdo (53.1%), ao contrario dos CRs que apresentaram em sua maioria
inflamacdo marcante (73.3%), dando um resultado estatisticamente significante
(Teste Exato de Fisher, p = 0.000) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteriza¢do da imunoexpressao do anticorpo E-caderina no grupo de lesées de
TOQ, CRe FD.

. TOQ CR FD 4
E-caderina o % o % o % p
Extenséao 0.291
Ausente 2 6.3 2 13.3 - -
<20% 4 12.5 4 26.7 - -
20-50% 6 18.8 4 26.7 - -
>50% 20 62.5 5 33.3 - -
Intensidade 0.144
Ausente 2 6.3 2 13.3 0 0
Leve 6 18.8 4 26.7 0 0
Moderada 12 375 7 46.7 2 25
Intensa 12 375 2 13.3 6 75
Padréo 0.295
Homogéneo 25 78.1 9 60 - -
Heterogéneo 7 21.9 6 40 - -
Inflamacgé&o 0.000*
Ausente 17 53.1 0 0 6 75
Nao marcante 8 25 4 26.7 2 25
Marcante 7 21.9 11 73.3 0 0

*Teste Exato de Fisher, p <0.05

5.2.2 N-caderina

5.2.2.1 Tumores odontogénicos queratocisticos

Dos 32 casos de TOQ selecionados para o estudo da imunoexpressdo da
proteina N-caderina no epitélio, dois (6.3%) ndo apresentaram nenhuma expressao,
um caso (3.1%) com escore 1, oito casos (25%) com escore 3 e 21 casos (65.6%)
com escore 4. A imunomarcacao ocorreu tanto na membrana plasmatica, como no
citoplasma e/ou ndcleo, variando bastante de caso para caso e apresentando-se
com aspecto bastante granular. Na maioria dos casos (50%) a expressao aconteceu
na membrana e citoplasma. A intensidade da imunomarcacao no epitélio nos casos
positivos para N-caderina mostrou-se leve em cinco casos (15.6%), moderada em 12
casos (37.5%) e intensa em 13 casos (40.6%) (Figura 1, Tabela 2.1).

Analisando o estroma, quatro casos (12.9%) n&o apresentaram expressao, 10

casos (32.3%) com escore 1, trés casos (9.7%) com escore 2, oito casos (25.8%)
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com escore 3 e seis casos (19.4%) com escore 4. A intensidade da imunomarcacao
no estroma nos casos positivos para N-caderina mostrou-se leve em oito casos
(25.8%), moderada em 10 casos (32.3%) e intensa em nove casos (29%). Em todos
0S casos houve imunomarcacdo nas células inflamatérias. A inflamacéo esteve
ausente em oito casos (26.7%), ndo marcante em 16 casos (53.3%) e marcante em
seis casos (20%) (Figura 1, Tabela 2.1).

O padrao de marcacgéo no epitélio foi igualmente distribuido em homogéneo e
heterogéneo. JA& no estroma, a maioria dos casos apresentou-se num padrao
heterogéneo (67.7%) (Tabela 2.1).

5.2.2.2 Cistos radiculares

Dos 15 casos de CR selecionados para o estudo da expresséo da proteina N-
caderina no epitélio, todos demonstraram expressdo positiva, sendo divididos em
dois casos (13.3%) com escore 1 e 13 casos (86.7%) com escore 4. A
imunomarcacdo de N-caderina nos CRs ocorreu no citoplasma isoladamente
(26.7%) ou na membrana e citoplasma simultaneamente (73.3%) e com aspecto
bastante granular. A intensidade da imunomarcacéo no epitélio para N-caderina
mostrou-se leve em dois casos (13.3%), moderada em oito casos (53.3%) e intensa

em cinco casos (33.3%) (Figura 1, Tabela 2.1).

Analisando o estroma, um caso (6.7%) ndo apresentou expressao, seis casos
(40%) com escore 1, dois casos (13.3%) com escore 2, dois casos (13.3%) com
escore 3 e quatro casos (26.7%) com escore 4. A intensidade da imunomarcacao no
estroma nos casos positivos para N-caderina mostrou-se leve em trés casos (20%),
moderada em trés casos (20%) e intensa em oito casos (53.3%). Em todos os casos
houve imunomarcacdo nas células inflamatérias. A inflamacao esteve presente em
todos os casos, mostrando-se ndo marcante em quatro casos (26.7%) e marcante
em 11 casos (73.3%) (Figura 1, Tabela 2.1).

O padréo de imunomarcacao foi heterogéneo tanto no epitélio (53.3%) como
no estroma (60%) (Tabela 2.1).
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5.2.2.3 Foliculos dentais

Dos oito casos de FD selecionados para o estudo da expressdo da proteina
N-caderina no epitélio, todos demonstraram expressao positiva. A imunomarcacao
ocorreu ou no citoplasma isoladamente (75%) ou na membrana e citoplasma
simultaneamente (25%) e apresentando-se com aspecto bastante granular. A
intensidade da imunomarcacgéo no epitélio para N-caderina mostrou-se leve em um
caso (12.5%), moderada em dois casos (25%) e intensa em cinco casos (62.5%)
(Figura 1, Tabela 2.1).

Analisando o0 estroma, apenas dois casos (25%) ndo apresentaram reacao
para a N-caderina. A intensidade da imunomarcagao no estroma mostrou-se leve em
trés casos (50%), moderada em um caso (16.7%) e intensa em dois casos (33.3%).

A inflamacé&o ocorreu em apenas um caso (12.5%) (Figura 1, Tabela 2.1).

5.2.2.4 Associacao da imunoexpressao proteica entre os grupos

Ao comparar tanto no epitélio como no estroma a extensao, intensidade e
padrdo da expressdo na N-caderina nos trés grupos de lesdes estudadas, nao foi
observado nenhum resultado estatisticamente significante. JA& quando analisado o
compartimento celular, a maioria dos TOQs (50%) e CRs (73.3%) apresentaram
marcacdo na membrana plasmatica e citoplasma ao contrario dos FDs que
apresentaram marcacdo predominantemente no citoplasma (75%), resultando em
uma diferenca estatisticamente significante (Teste Exato de Fisher, p = 0.001). A
inflamacdo também apresentou resultados diferentes, onde cada grupo mostrou
maior incidéncia em uma categoria (Teste Exato de Fisher, p = 0.000). Nos TOQs,
53.3% dos casos apresentaram inflamacdo ndo marcante, 73.3% dos CRs
apresentaram inflamacdo marcante e 87.5% dos foliculos ndo apresentaram

inflamacgéo (Tabela 2.1).

A analise da extensdo de marcacdo da N-caderina também foi feita
comparando-se epitélio e estroma. Nesta, houve resultado estatisticamente
significante (Teste Exato de Fisher, p = 0.004) (Tabela 2.2).
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Tabela 2.1 Caracterizagdo da imunoexpressao do anticorpo N-caderina no grupo de lesdes de

TOQ, CRe FD.
. TOQ 4

N-caderina o % o % o % P
Extensdo no epitélio 0.073
Ausente 2 6.3 0 0 -
<10% 1 3.1 2 13.3 -
10-20% 0 0 0 0 -
>20% 8 25 0 0 -
>50% 21 65.6 13 86.7 -
Extenséo no estroma 0.803
Ausente 4 12.9 1 6.7 -
<10% 10 32.3 6 40 -
10-20% 3 9.7 2 13.3 -
>20% 8 25.8 2 13.3 -
>50% 6 194 4 26.7 -
Intensidade no epitélio 0.710
Ausente 2 6.3 0 0 0 0
Leve 5 15.6 2 13.3 1 125
Moderada 12 375 8 53.3 2 25
Intensa 13 40.6 5 33.3 5 62.5
Intensidade no estroma 0.542
Ausente 4 12.9 1 6.7 0 0
Leve 8 25.8 3 20 3 50
Moderada 10 32.3 3 20 1 16.7
Intensa 9 29 8 53.3 2 33.3
Padrdo no epitélio 1.000
Homogéneo 16 50 7 46.7 -
Heterogéneo 16 50 8 53.3 -
Padréo no estroma 0.744
Homogéneo 10 32.3 6 40 -
Heterogéneo 21 67.7 9 60 -
Inflamacé&o 0.000*
Ausente 8 26.7 0 0 7 87.5
N&o marcante 16 53.3 4 26.7 1 125
Marcante 6 20 11 73.3 0 0
Compartimento celular 0.001*
Membrana 3 10 0 0 0 0
Citoplasma 2 6.7 4 26.7 6 75
Membrana + citoplasma 15 50 11 73.3 2 25
Citoplasma + nacleo 5 16.7 0 0 0 0
Membrana + citoplasma + nlcleo 5 16.7 0 0 0 0

*Teste Exato de Fisher, p < 0.05
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Tabela 2.2 Associagédo entre a extenséo da imunomarcacao do anticorpo N-caderina no
epitélio e no estroma do grupo TOQ.

Extensdo N-cad (estroma)
TOQ
Ausente | <10% | 10-20% | >20% | >50%
Ausente 2 0 0 0 0
<10% 0 0 1 0 0
Extensado N-cad (epitélio) 10-20% 0 0 0 0 0
>20% 1 5 0 1 1
>50% 1 5 2 7 5
Total 4 10 3 8 6
p valor” 0.004*

*Teste Exato de Fisher, p <0.05

5.2.3 Snall

5.2.3.1 Tumores odontogénicos queratocisticos

Dos 32 casos de TOQ selecionados para o estudo da expressao da proteina
Snail no epitélio, um (3.1%) ndo apresentou expressado, um caso (3.1%) com escore
1, cinco casos (15.6%) com escore 2 e 25 casos (78.1%) com escore 3. A
imunomarcacdo ocorreu em nucleo e/ou citoplasma. Na maioria dos 31 casos
positivos para Snail, a expressao aconteceu apenas no nucleo (48.4%), seguido de
41.9% em nacleo e citoplasma (predominio de imunomarcacg&o nuclear) e 9.7% em
citoplasma isoladamente. A intensidade da imunomarcacédo no epitélio nos casos
positivos para Snail mostrou-se leve em um caso (3.1%), moderada em oito casos
(25%) e intensa em 22 casos (68.8%). O padrdo de marcacdo no epitélio
apresentou-se num padrdo homogéneo em 24 casos (77.4%) e heterogéneo em
sete casos (22.6%) (Figura 2, Tabela 3.1).

Analisando o estroma, todos 0s casos apresentaram imunomarcacao para
esta proteina, incluindo 10 casos (33.3%) com escore 1, 10 casos (33.3%) com
escore 2 e 10 casos (33.3%) com escore 3. Células endoteliais e fibroblastos
também foram imunomarcados. A intensidade da imunomarcacdo no estroma nos
casos positivos para Snail mostrou-se moderada em trés casos (10%) e intensa em

27 casos (90%). Dois casos nao apresentavam estroma na lamina analisada. A
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inflamacéo esteve ausente em quatro casos (13.3%), ndo marcante em 13 casos
(43.3%) e marcante em 13 casos (43.3%) (Figura 2, Tabela 3.1).

5.2.3.2 Cistos radiculares

Dos 15 casos de CRs selecionados para o estudo da expressao da proteina
Snail no epitélio, todos demonstraram expressdo positiva, sendo divididos em um
caso (6.7%) com escore 1, um caso (6.7%) com escore 2, e 13 casos (86.7%) com
escore 3. A imunomarcacdo ocorreu no nucleo em sete casos (46.7%), no
citoplasma em um caso (6.7%) e no nucleo e citoplasma em sete casos (46.7%). A
intensidade da imunomarcacéo no epitélio para Snail mostrou-se leve em um caso
(6.7%), moderada em seis casos (40%) e intensa em oito casos (53.3%). O padrao
de marcacdo no epitélio apresentou-se num padrdo homogéneo em 13 casos
(86.7%) e heterogéneo em dois casos (13.3%) (Figura 2, Tabela 3.1).

Analisando o estroma, um caso (6.7%) apresentou escore 1, trés casos (20%)
com escore 2 e 11 casos (73.3%) com escore 3. A intensidade da marcacdo no
estroma para Snail mostrou-se moderada em um caso (6.7%) e intensa em 14 casos
(93.3%). A inflamacéo foi marcante em todos os 15 casos (100%) (Figura 2, Tabela
3.1).

5.2.3.3 Foliculos dentais

Dos oito casos de FD selecionados para o estudo da expressado da proteina
Snail no epitélio, todos demonstraram expressdo positiva. Células endoteliais e
fibroblastos também foram imunomarcados. A imunomarcacdo ocorreu no nucleo em
cinco casos (62.5%), no citoplasma em dois casos (25%) e no nucleo e citoplasma
em um caso (12.5%). A intensidade da imunomarcagdo no epitélio mostrou-se
moderada em dois casos (25%) e intensa em seis casos (75%) (Figura 2, Tabela
3.1).
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Figura 2 - Imunoexpressdo de Snail, Slug e Vimentina em Tumor Odontogénico Queratocistico (TOQ), Cisto Radicular (CR) e Foliculo dental (FD).
No TOQ, Snail exibe imunomarcagdo intensa (A e D) em padrdo nuclear e citoplasmatico (D) distribuida em todos os estratos epiteliais (A e D). No es-
troma, visualiza-se fibroblastos e células endoteliais imunomarcados. No CR, Snail também demonstra imunomarcagao intensa (B e E) em padrio nu-
clear e citoplasmatico (E) distribuida em todos os estratos epiteliais (B e E), bem como em células inflamatorias (B e E). No FD, observa-se imunomar-
cagdo de Snail em epitélio de revestimento (C) e em epitélio reduzido do érgao do esmalte (F). No epitélio de TOQ, Slug exibe imunomarcagio mode-
rada (G e J) em um padrdo citoplasmatico heterogéneo distribuido em todos os estratos (J). Observa-se imunomarcagio em fibroblastos e células endo-
teliais (G e J). Em epitélio de CR, Slug demonstra imunomarcagdo moderada (H e K) em um padréo citoplasmatico homogéneo distribuido em todos os
estratos (K). No FD, observa-se leve imunomarcagio citoplasmatica de Slug em epitélio de revestimento (I) e em epitélio odontogénico (L). O etroma
de TOQ demonstra intensa imunomarcagdo de Vimentina em fibroblastos (M). No CR e FD, observa-se imunomarcagdo de Vimentina em células den-
driticas no epitélio (N, detalhe), bem como em fibroblastos e células inflamatérias (N e O). A escala indica 20 pm (D, I, J, K e L), 50 pm (C, E,F, N e
0) e 100 um (A, B, G, H e M). Imunoperoxidase
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No estroma a expressdo do Snail também foi positiva em todos os casos de
FD. A intensidade da marcacdo no estroma mostrou-se intensa em todos 0s oito
casos (100%). A inflamacdo esteve ausente em sete casos (87.5%) e ocorreu de

forma marcante em apenas um caso (12.5%) (Tabela 3.1).

5.2.3.4 Associacdo da imunoexpressao proteica entre 0s grupos

Nenhuma das variaveis analisadas no epitélio (extensao, intensidade, padréo
e compartimento celular) apresentou resultados estatisticamente significantes
gquando comparadas as trés lesdes estudadas (Teste Exato de Fisher, p > 0.05)
(Tabela 3.1).

No estroma, obteve-se diferenca estatisticamente significante somente
guando analisada a extensdo (Teste Exato de Fisher, p = 0.031) e a presenca de
inflamacé&o alterando a imunoexpressao do Snail (Teste Exato de Fisher, p = 0.000)
(Tabela 3.1). Na andlise da extensdo da imunomarcacao de Snail, a grande maioria
dos CRs (73.3%) teve marcacdo em mais que 50% do tecido analisado, ao contrario
dos TOQs que tiveram distribuicéo similar entre as categorias de inflamacéo (33.3%
em cada). Na andlise da inflamacdo, todos os CRs apresentaram inflamacéao
marcante ao contrario dos FDs que apresentaram sua grande maioria (87.5%) com

auséncia de inflamacéo.

A analise da marcacdo do Snail também foi realizada comparando-se a
extensdo da marcacdo no epitélio e no estroma. Entretanto ndo houve resultado

estatisticamente significante (Teste Exato de Fisher, p = 0.543) (Tabela 3.2).
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Tabela 3.1 Caracterizagédo da imunoexpressao do anticorpo Snail no grupo de lesdes de

TOQ, CRe FD.
: TOQ CR FD 4

Snail n % n % n % P
Extensé&o no epitélio 0.681
Ausente 1 3.1 0 0 - -
<25% 1 3.1 1 6.7 - -
25-50% 5 15.6 1 6.7 - -
>50% 25 78.1 13 86.7 - -
Extenséo no estroma 0.031*
Ausente 0 0 0 0 - -
<25% 10 33.3 1 6.7 - -
25-50% 10 33.3 3 20 - -
>50% 10 33.3 11 73.3 - -
Intensidade no epitélio 0.839
Ausente 1 3.1 0 0 0 0
Leve 1 3.1 1 6.7 0 0
Moderada 8 25 6 40 2 25
Intensa 22 68.8 8 53.3 6 75
Intensidade no estroma 0.629
Ausente 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 0 0 0 0
Moderada 3 10 1 6.7 0 0
Intensa 27 90 14 93.3 8 100
Padrao no epitélio 0.696
Homogéneo 24 77.4 13 86.7 - -
Heterogéneo 7 22.6 2 13.3 - -
Inflamacgéo 0.000*
Ausente 4 13.3 0 0 7 87.5
N&ao marcante 13 43.3 0 0 0 0
Marcante 13 43.3 15 100 1 125
Compartimento celular 0.441
Nucleo 15 48.4 7 46.7 5 62.5
Citoplasma 3 9.7 1 6.7 2 25
Nucleo + citoplasma 13 41.9 7 46.7 1 12.5

*Teste Exato de Fisher, p < 0.05
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Tabela 3.2. Associacédo entre a extensao da imunomarcacéo do anticorpo Snail no
epitélio e no estroma do grupo TOQ.

Extensao Snail (estroma)
TOQ
Ausente | <25% | 25-50% | >50%
Ausente 0 1 0 0
~ . e o1 <25% 0 1 0 0
Extensé&o Snail (epitélio) >5.50% 0 > > 1
>50% 0 6 8 9
Total 0 10 10 10
p valor” 0.543

*Teste Exato de Fisher, p < 0.05

5.2.4 Slug

5.2.4.1 Tumores odontogénicos queratocisticos

Dos 32 casos de TOQ selecionados para o estudo da expressao da proteina
Slug no epitélio, um (3.1%) ndo apresentou nenhuma expressao, oito casos (25%)
com escore 1, oito casos (25%) com escore 2 e 15 casos (46.9%) com escore 3. A
imunomarcacao ocorreu em nucleo e/ou citoplasma. Na maioria dos casos positivos
para Snail, a expressao aconteceu no nucleo e citoplasma (65.6%), seguido de
21.9% em citoplasma e 12.5% em ndcleo apenas. Em dois casos houve
imunomarcagcdo na camada de queratina. A intensidade da imunomarcacdo no
epitélio nos casos positivos para Slug mostrou-se leve em quatro casos (12.5%),
moderada em 14 casos (43.8%) e intensa em 13 casos (40.6%). O padrdao de
imunomarcacdo no epitélio apresentou-se num padrdo homogéneo em oito casos
(25.8%) e heterogéneo em 23 casos (74.2%) (Figura 2, Tabela 4.1).

Analisando o estroma, um caso ndo foi analisado devido a auséncia de
estroma na lamina. Todos os 31 casos restantes apresentaram imunomarcacao para
esta proteina, incluindo trés casos (9.7%) com escore 1, 11 casos (35.5%) com
escore 2 e 17 casos (54.8%) com escore 3. A intensidade da marcacdo no estroma
mostrou-se moderada em 13 casos (41.9%) e intensa em 18 casos (58.1%). A
inflamacédo esteve ausente em seis casos (19.4%), ndo marcante em 18 casos

(58.1%) e marcante em sete casos (22.6%) (Figura 2, Tabela 4.1).
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5.2.4.2 Cistos radiculares

Dos 15 casos de CR selecionados para o estudo da imunoexpressao da
proteina Slug no epitélio, todos demonstraram expressao positiva, sendo divididos
em dois casos (13.3%) com escore 1, cinco casos (33.3%) com escore 2, e oito
casos (53.3%) com escore 3. A imunomarcagao ocorreu no citoplasma isoladamente
em nove casos (60%) e no nucleo e citoplasma simultaneamente em seis casos
(40%). Nenhum caso mostrou marcacao exclusiva no nucleo. A intensidade da
imunomarcacdo no epitélio para Slug mostrou-se leve em seis casos (40%),
moderada em trés casos (20%) e intensa em seis casos (40%). O padréo de
marcacao no epitélio apresentou-se num padrdo homogéneo em 10 casos (66.7%) e

heterogéneo em cinco casos (33.3%) (Figura 2, Tabela 4.1).

Analisando o estroma, trés casos (20%) tiveram escore 1, seis casos (40%)
com escore 2 e seis casos (40%) com escore 3. A intensidade da imunomarcacao
no estroma para Slug mostrou-se leve em trés casos (20%), moderada em cinco
casos (33.3%) e intensa em sete casos (46.7%). A inflamacao foi ndo marcante em
dois casos (13.3%) e marcante em 13 casos (86.7%) (Tabela 4.1).

5.2.4.3 Foliculos dentais

Dos oito casos de FD selecionados para o estudo da expressdo da proteina
Slug no epitélio, todos demonstraram imunoexpressao positiva. A intensidade da
imunomarcacao no epitélio mostrou-se leve em um caso (12.5%) e intensa em sete
casos (87.5%). A imunomarcacao ocorreu no citoplasma em todos os oito casos
(100%) (Figura 2, Tabela 4.1).

No estroma, a imunoexpressdo do Slug também foi positiva em todos os
casos. A intensidade da imunomarcacéo no estroma mostrou-se leve em trés casos
(37.5%), moderada em um caso (12.5%) e intensa em quatro casos (50%). A
inflamacéo esteve ausente em cinco casos (62.5%), ndo marcante em dois casos

(25%) e marcante em apenas um caso (12.5%) (Tabela 4.1).
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5.2.4.4 Associacdo da imunoexpressao proteica entre os grupos

Dentre as varidveis analisadas no epitélio, os resultados estatisticamente
significantes foram intensidade (Teste Exato de Fisher, p = 0.046), padrdo (Teste
Exato de Fisher, p = 0.011) e compartimento celular (Teste Exato de Fisher, p =
0.001) quando comparadas as trés lesGes estudadas (Tabela 4.1). A intensidade da
imunomarcacéo dos TOQs foi predominantemente moderada ou intensa. O padrao
da marcacdo do Slug nos TOQs foi mais heterogéneo (74.2%) ao contrario do
padrdo apresentado nos CRs que foi predominantemente homogéneo (66.7%). O
predominio do compartimento celular corado nos TOQs foi 0 ndcleo e citoplasma
simultaneamente, enquanto que nos CRs e FDs, a imunomarcacao foi maior no

citoplasma isoladamente.

No estroma, obteve-se diferenca estatisticamente significante somente
guando analisada a intensidade (Teste Exato de Fisher, p = 0.023) e a presenca de
inflamacé&o alterando a imunomarcacéao do Slug (Teste Exato de Fisher, p = 0.000)
(Tabela 4.1). Na analise da intensidade da imunomarcacédo, os TOQs dividiram-se
nas categorias com intensidade moderada ou intensa, ao contrario dos CRs e FDs
gue tiveram distribuicdo em todas as categorias positivas de intensidade. Na analise
da inflamacdo, cada lesdo mostrou um comportamento distinto. Os TOQs
apresentaram em sua maioria inflamagdo ndo marcante (58.1%), os CRs
apresentaram maior niumero com presenca de inflamacdo marcante (86.7%), ja os

FDs apresentaram sua maioria (62.5%) com auséncia de inflamacéo.
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Tabela 4.1. Caracterizagdo da imunoexpressao do anticorpo Slug no grupo de lesbes de

TOQ, CRe FD.
TOQ #

Slug n % n % n % P
Extenséo no epitélio 0.690
Ausente 1 3.1 0 0 - -
<25% 8 25 2 13.3 - -
25-50% 8 25 5 33.3 - -
>50% 15 46.9 8 53.3 - -
Extensédo no estroma 0.515
Ausente 0 0 0 0 - -
<25% 3 9.7 3 20 - -
25-50% 11 35.5 6 40 - -
>50% 17 54.8 6 40 - -
Intensidade no epitélio 0.046*
Ausente 1 3.1 0 0 0 0
Leve 4 12.5 6 40 1 12.5
Moderada 14 43.8 3 20 0 0
Intensa 13 40.6 6 40 7 87.5
Intensidade no estroma 0.023*
Ausente 0 0 0 0 0 0
Leve 0 0 3 20 3 375
Moderada 13 41.9 5 33.3 1 12.5
Intensa 18 58.1 7 46.7 4 50
Padréo no epitélio 0.011*
Homogéneo 8 25.8 10 66.7 - -
Heterogéneo 23 74.2 5 33.3 - -
Inflamagéo 0.000*
Ausente 6 194 0 0 5 62.5
Nao marcante 18 58.1 2 13.3 2 25
Marcante 7 22.6 13 86.7 1 125
Compartimento celular 0.001*
Nucleo 4 12.5 0 0 0 0
Citoplasma 7 21.9 9 60 8 100
Ndcleo + citoplasma 21 65.6 6 40 0 0

*Teste Exato de Fisher, p <0.05
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Ao cruzar a extensdo da marcacao do Slug no epitélio e no estroma, néo foi
verificado nenhuma diferenca estatisticamente significante (Teste Exato de Fisher,
p = 0.153) (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Associagao entre a extensdo da imunomarcagao do anticorpo Slug no
epitélio e no estroma do grupo TOQ.

Extensédo Slug (estroma)
TOQ
Ausente | <25% | 25-50% | >50%
Ausente 0 0 0 1
~ e 21 <25% 0 1 6 1
Extenséo Slug (epitélio) 25.50% 0 1 1 5
>50% 0 1 4 9
Total 0 3 11 17
p valor” 0.153

*Teste Exato de Fisher, p <0.05

5.2.5 Vimentina

5.2.5.1 Tumores odontogénicos queratocisticos

Dos 32 casos de TOQ selecionados para o estudo da imunoexpressédo da
proteina Vimentina no epitélio, todos (100%) apresentaram imunoexpressao com
escore 0, sendo que em 21 casos (65.62%) ndo houve imunomarcacdo para
Vimentina. A imunomarcagao ocorreu em citoplasma isoladamente. Nos 11 casos
onde ocorreu imunomarcacao para a Vimentina, ela ocorreu sempre nas células
dendriticas da camada basal e intermediaria do epitélio. A intensidade da
imunomarcacado no epitélio mostrou-se leve em um caso (3.1%), moderada em trés

casos (9.4%) e intensa em sete casos (21.9%) (Figura 2, Tabela 5.1).

Analisando o estroma, cinco casos (15.6%) apresentaram imunomarcagao
com escore 0 e 27 casos (84.4%) com escore 1. A intensidade da imunomarcacao
no estroma mostrou-se ausente em um caso (3.1%), moderada em oito casos (25%)
e intensa em 23 casos (71.9%). O padrao de imunomarcagcdo no estroma

apresentou-se num padrdo homogéneo em 19 casos (59.4%) e heterogéneo em 13
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casos (40.6%). A inflamacao esteve ausente em nove casos (29%), ndo marcante
em 14 casos (45.2%) e marcante em oito casos (25.8%) (Figura 2, Tabela 5.1).

5.2.5.2 Cistos radiculares

Dos 15 casos de CR selecionados para o estudo da imunoexpressao da
proteina Vimentina no epitélio, 13 casos (86.7%) apresentaram imunoexpressao
com escore 0 e dois casos (13.3%) com escore 1. A imunomarcagao ocorreu em
citoplasma isoladamente e em 14 casos houve marcacgdo nas células dendriticas da
camada basal do epitélio. A intensidade da marcacdo no epitélio mostrou-se
moderada em quatro casos (26.7%) e intensa em 11 casos (73.3%) (Figura 2,
Tabela 5.1).

Analisando o estroma, um caso (6.7%) apresentou marcagdo com escore 0 e
14 casos (93.3%) com escore 1. A intensidade da imunomarcacdo no estroma se
mostrou moderada em quatro casos (26.7%) e intensa em 11 casos (73.3%). O
padrdo de marcacdo no estroma apresentou-se num padrdo homogéneo em seis
casos (40%) e heterogéneo em nove casos (60%). A inflamacéo esteve presente em
todos os casos, sendo em dois deles (13.3%) ndo marcante e em 13 deles (86.7%)
marcante (Tabela 5.1).

5.2.5.3 Foliculos dentais

Das oito laminas de FD selecionados para o estudo da imunoexpressao da
proteina Vimentina, apenas quatro continham epitélio na lamina e todas
apresentaram positividade para a Vimentina em células dendriticas, sendo essa
imunomarcacdo exclusiva no citoplasma. A intensidade da imunomarcacdo no
epitélio mostrou-se leve em dois casos (50%) e intensa também em dois casos
(50%) (Figura 2, Tabela 5.1).

No estroma, a imunoexpressado da Vimentina foi positiva em todos 0s casos.

A intensidade da imunomarcacdo mostrou-se intensa em todos 0S oito casos
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(100%). A inflamacéo esteve ausente em cinco casos (62.5%) e ndo marcante em
trés casos (37.5%) (Figura 2, Tabela 5.1).

5.2.5.4 Associacdo da imunoexpressao proteica entre 0s grupos

Dentre as variaveis analisadas no epitélio, o Unico resultado estatisticamente
significante foi a intensidade (Teste Exato de Fisher, p = 0.000) quando comparadas
as trés lesbes estudadas. A intensidade da imunomarcacdo dos TOQs foi ausente
na maioria dos casos (65,6%). JA os CRs e FDs foram todos positivos para a
Vimentina, tendo 73.3% dos CRs e metade dos casos dos FDs uma imunomarcagao

intensa (Tabela 5.1).

No estroma, obteve-se diferenca estatisticamente significante somente
guando analisada a presenca de inflamacdo alterando a imunoexpressdo da
Vimentina (Teste Exato de Fisher, p = 0.000), onde cada lesdo mostrou um
comportamento distinto (Tabela 5.1). Os TOQs apresentaram em sua maioria
inflamacdo ndo marcante (45.2%). Os CRs apresentaram maior nudmero com
presenca de inflamacdo marcante (86.7%). Ja os FDs apresentaram sua grande

maioria (62.5%) com auséncia de inflamag&o.
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Tabela 5. Caracterizag&o da imunoexpressao do anticorpo Vimentina no grupo de lesdes
de TOQ, CRe FD.

: : TOQ CR FD #
Vimentina o % o % o % p

Extensédo no epitélio 0.097
<10% 32 100 13 86.7 - -

210% 0 0 2 13.3 - -

Extenséo no estroma 0.648
<10% 5 15.6 1 6.7 - -

210% 27 84.4 14 93.3 - -
Intensidade no epitélio 0.000*
Ausente 21 65.6 0 0 0 0

Leve 1 3.1 0 0 2 50
Moderada 3 9.4 4 26.7 0 0

Intensa 7 21.9 11 73.3 2 50
Intensidade no estroma 0.484
Ausente 1 3.1 0 0 0 0

Leve 0 0 0 0 0] 0
Moderada 8 25 4 26.7 0 0

Intensa 23 71.9 11 73.3 8 100

Padréo no estroma 0.347
Homogéneo 19 59.4 6 40 - -
Heterogéneo 13 40.6 9 60 - -
Inflamacgéo 0.000*
Ausente 9 29 0 0 5 62.5

Nao marcante 14 45.2 2 13.3 3 375
Marcante 8 25.8 13 86.7 0 9

*Teste Exato de Fisher, p <0.05

5.3 DADOS CLINICOS DOS TOQs E IMUNOEXPRESSAO PROTEICA

No grupo de pacientes com TOQ, obtiveram-se informacdes clinicas
referentes a idade de 24 casos (Tabela 6), sendo que a idade variou de 8 a 73 anos
de idade com média de 32,33 anos (Desvio Padrdo (DP)=17,58). Ao categorizar a
variavel idade pela mediana (28 anos) em dois grupos e compara-los quanto a
expressdo de cada proteina, ndo se observou nenhuma associacao estatisticamente
significante (Teste Exato de Fisher, p > 0.05) entre idade e extensdo de

imunomarcacéao das proteinas.

A informag&o quanto ao sexo dos casos de TOQs avaliados foi obtida de 24

pacientes, sendo que a maioria era do sexo masculino (n = 16), correspondendo a
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66.6%. Ao avaliar a distribuicdo da expressdo das proteinas quanto ao sexo nos

TOQs, ndo obteve-se nenhum resultado estatisticamente significante (Teste Exato

de Fisher, p > 0.05).

Tabela 6. Dados clinicos dos casos do grupo TOQ.

Variaveis Categoria TOQ
N %
Idade < 28 anos 13 54.1
> 28 anos 11 45.8
Sexo Feminino 8 33.3
Masculino 16 66.6
Cor Faioderma 4 26.6
Melanoderma 7 46.6
Parda 4 26.6
Localizagcdo Maxila 0 0
Mandibula 22 91.6
Maxila e Mandibula 2 8.3
Regido Anterior 2 12.5
Posterior 11 68.7
Anterior e posterior 3 18.7
Recidiva Nao 12 80
Sim 3 20

A variavel cor foi categorizada em 15 pacientes em faioderma (n = 4),

melanoderma (n =

7) e parda (n = 4), sendo a maioria melanoderma (46.6%).

Quando comparada a expressdo das proteinas analisadas, nenhuma mostrou

predilecdo por nenhuma categoria de cor (Teste Exato de Fisher, p > 0.05).

Dos 15 casos dos quais se obteve informacéo referente a recidiva do tumor,

12 casos (80%) representavam a primeira manifestacdo da doenca, e trés casos

(20%) correspondiam a recidiva, porém n&o houve diferenca estatisticamente

significante quanto a expressao das proteinas de acordo com a presenc¢a ou ndo de

recidiva (Teste Exato de Fisher, p > 0.05).
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Quanto a localizagdo dos tumores de acordo com a arcada, em 22 casos
(91.6%) ele se manifestou apenas na mandibula e em dois casos (8.3%) a
manifestacdo ocorreu tanto na maxila como na mandibula. Em nenhum dos casos o
tumor se apresentou na maxila exclusivamente. Quanto a analise de acordo com a
expressdo de cada proteina, houve diferenca estatisticamente significante com a

extensdo da expressao das seguintes proteinas:

- N-caderina no epitélio (Teste Exato de Fisher, p = 0.000): nenhum caso
localizado em mandibula deixou de expressar a N-caderina e a maioria deles
(63.6%) apresentou uma expressdo escore 4, ao contrario dos casos
localizados em mandibula e maxila que nédo tiveram nenhuma expresséo para
esta proteina (100%) (Tabela 7.1);

- N-caderina no estroma (Teste Exato de Fisher, p = 0.006): os casos
localizados em mandibula apresentaram uma maior distribuicdo entre as
categorias, mas a maioria (38.1%) apresentou uma expressao escore 1, ao
contrario dos casos localizados em mandibula e maxila que nao tiveram

nenhuma expressao para esta proteina (100%) (Tabela 7.1);

- Slug no epitélio (Teste Exato de Fisher, p = 0.005): nenhum caso localizado
em mandibula deixou de expressar o Slug e a maioria deles (45.5%)
apresentou uma expressao escore 3, ao contrario dos casos localizados em
mandibula e maxila que tiveram os dois casos divididos entre o escore 0 e 0
escore 2 (Tabela 7.2);

- Vimentina no estroma (Teste Exato de Fisher, p = 0.036): a maioria dos
casos localizados em mandibula apresentaram extensao escore 1 (86.3%), ao
contrario dos casos localizados em mandibula e maxila que tiveram os dois

casos com extensdo escore 0 (Tabela 7.2).
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Tabela 7.1 Associagao da imunoexpressédo dos anticorpos E-caderina e N-caderina de acordo com a localizagéo da leséo e a
regido da arcada dentaria acometida.

LOCALIZAGAO DALESAO REGIAO DA ARCADA DENTARIA
E-caderina Mandibula Maxilae Mandibula  p* Anterior  Posterior  Anterior e posterior p*
Extensao no epitélio n % n % n % n % n %
Ausente 1 45 1 50 0 0 0 0 1 333
<20% 2 9.1 0 0 0162 1 50 0 0 0 0 0.046*
20-50% 3 136 0 0 0 0 3 273 0 0
>50% 16 72.7 1 50 1 50 8 72.7 2 66.7
N-caderina
Extensdo no epitélio
Ausente 0 0 2 100 0 0 0 0 2 66.7
<10% 1 45 0 0 , 0 0 1 9.1 0 0
10-20% 0 0 0 0 0.000 0 0 0 0 0 0 0059
>20% 7 318 0 0 1 50 2 182 1 333
>50% 14 63.6 0 0 1 50 8 727 0 0
Extensdo no estroma
Ausente 1 4.8 2 100 1 50 0 0 2 66.7
<10% 8 38.1 0 0 L, 1 50 3 273 0 0
10-20% 3 143 0 0 0.006 0 0 3 27.3 0 0 0226
>20% 5 23.8 0 0 0 0 4 364 1 333
>50% 4 19 0 0 0 0 1 9.1 0 0

*Teste Exato de Fisher, p < 0.05

A localizacdo dos tumores em regido anterior ou posterior da arcada dentaria
foi obtida de 16 casos. Destes, dois casos (12.5%) eram anteriores, 11 casos
(68.75%) eram posteriores e trés casos (18.75%) tiveram manifestacdo na regiao
anterior e posterior da arcada. Em relacdo a expressdo das proteinas, houve
diferenca estatisticamente significante com a extensdo da expressao da seguinte

proteina:

- E-caderina (Teste Exato de Fisher, p = 0.046): nenhum caso localizado na
regido anterior ou posterior isoladamente deixou de expressar a E-caderina. A
maioria dos casos localizados na regido posterior (72.7%) e anterior e
posterior (66.7%) apresentaram uma extensdo escore 3. Apenas dois casos
estavam localizados na regido anterior e ficaram distribuidos igualmente nos

escores 1 e 3 (Tabela 7.1).
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Tabela 7.2 Associag&o da imunoexpresséo dos anticorpos Snail, Slug e vimentina de acordo com a localizacéo da les&o e a regido

da arcada dentaria acometida.

LOCALIZACAO DA LESAO

REGIAO DA ARCADA DENTARIA

Snail Mandibula

#

#

Maxila e Mandibula p Anterior  Posterior  Anterior e posterior p
Extensao no epitélio n % n % n % n % n %
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
<25% 0 0 0 0 1000 O 0 0 0 0 0 0.298
25-50% 4 18.2 0 0 0 0 4 364 0 0
>50% 18 81.8 2 100 2 100 7 636 3 100
Extensdo no estroma
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
<25% 4 20 1 50 0377 0 0 1 9.1 1 333 0.218
25-50% 10 50 0 0 2 100 7 636 0 0
>50% 6 30 1 50 0 0 3 273 2 66.7
Slug
Extensdo no epitélio
Ausente 0 0 1 50 0 0 0 0 1 333
<25% 6 27.3 0 0 0.005* 0 0 2 182 1 333 0.221
25-50% 6 27.3 1 50 0 0 2 182 1 333
>50% 10 45,5 0 0 2 100 7 636 0 0
Extensé&o no estroma
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
<25% 1 48 1 50 0076 O 0 0 0 1 333 0.065
25-50% 9 42.9 0 0 2 100 4 364 0 0
>50% 11 52.4 1 50 0 0 7 636 2 66.7
Vimentina
Extensdo no epitélio
<10% 22 100 2 100 2 100 11 100 3 100
210% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extens&o no estroma
<10% 3 136 2 100 0.036* O 0 2 181 2 66.6 0.155
>10% 19 86.3 0 0 2 100 9 818 1 33.3

*Teste Exato de Fisher, p < 0.05

5.4 CORRELACAO ENTRE IMUNOEXPRESSAO DAS PROTEINAS

A Ultima analise consistiu em verificar qualquer correlacdo existente entre as

proteinas estudadas nos TOQs, seja através de sua expressdo no epitélio ou no

estroma. Foram estabelecidas 32 possibilidades de associacbes diferentes e

observadas as seguintes correlagbes estatisticamente significantes:

e N-cad (epitélio) x Slug (epitélio): correlagdo positiva, quanto maior a

expressdo da N-caderina no epitélio maior a do Slug também no epitélio

(p = 0.024, coeficiente de correlacdo de Spearman 0.328);
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N-cad (estroma) X Slug (estroma): correlacdo positiva, quanto maior a
expressdo da N-caderina no estroma maior a do Slug também no estroma
(p = 0.019, coeficiente de correlacdo de Spearman 0.346);

Snalil (epitélio) X Slug (epitélio): correlacdo positiva, quanto maior a expressao
do Snail no epitélio maior a do Slug também no epitélio (p = 0.021, coeficiente
de correlacdo de Spearman 0.335);

Snail (epitélio) X Vimentina (estroma): correlacdo positiva, quanto maior a
expressdo do Snail no epitélio maior a da Vimentina no estroma (p = 0.044,

coeficiente de correlacdo de Spearman 0.295).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho objetivou avaliar a imunoexpressédo diferencial de
biomarcadores envolvidos na regulacdo da E-caderina em TOQs, CRs e FDs,
verificando as associacdes entre o perfil de imunoexpressdo destas proteinas entre
si, nos trés grupos estudados e com as caracteristicas clinicas do TOQ. A analise do
perfil de imunoexpressdo nos TOQs demonstrou expressdo preservada de E-
caderina na maioria dos casos, sendo que a N-caderina demonstrou um ganho de
expressao em epitélio tumoral em relagdo ao estroma, o que esteve correlacionado
com a expressao positiva de Slug em epitélio, e este por sua vez com a expressao
positiva de Snail. No estroma dos TOQs, a N-caderina correlacionou-se
positivamente com Slug e Vimentina, e esta com o Snail no epitélio. Ao comparar 0s
trés grupos estudados, a imunoexpressdo das proteinas foi influenciada de forma
marcante pela inflamacdo, sendo possivel por essa caracteristica diferenciar de

maneira significante o TOQ e FD dos CRs.

A TEM é um evento relacionado a neoplasias malignas. Em cavidade oral, a
neoplasia mais comum € o carcinoma epiderméide que pode demonstrar
precocemente mudancas displasicas severas como resultado de aberracdes
genéticas (BRAAKHUIS et al., 2003), apesar da displasia epitelial nem sempre
culminar no cancer (DOST et al.,, 2014). O carcinoma epiderméide intraésseo
primario derivado do TOQ é raro (PHILIPSEN, 2005). Entretanto, na analise
histopatolégica do estudo de Azevedo et al. (2012), foi observado carcinoma
epiderméide intradsseo se desenvolvendo a partir de dois casos de TOQ (1,1%). No
presente estudo, existiram 4 casos com caracteristicas de displasia epitelial. No
estudo de Gonzales-Moles et al. (2006), a expressdo da proteina p53 foi
significativamente associada com a presenca de displasia epitelial leve em TOQs.
Cox (2012) observou que as lesdes cisticas odontogénicas com caracteristicas de
displasia epitelial apresentam um aumento da expressdo da proteina p53,
independente do tipo de cisto, o que nao reflete uma mutacao do gene p53. Como a
displasia em les@es cisticas odontogénicas raramente € reconhecida ou relatada, e
os casos de CEB intradsseo sdo bastante raros, ainda esta para ser determinado se
as alteracdes epiteliais displasicas em lesbes cisticas odontogénicas podem ser
consideradas como preditores de mutacdo do p53 e/ou risco de transformacgao

maligna (COX, 2012). Assim, justifica-se o estudo de marcadores de TEM em TOQs.
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A adeséo celular mediada por caderina atua como um sistema supressor de
invasdo de células neoplasicas, uma vez que as células ndo invasivas podem ser
transformadas em invasivas quando a funcdo da caderina é blogqueada por
repressores relacionados (HAKIM et al., 2011). Varios estudos em CEB sugerem
que a baixa regulacdo de E-caderina esta envolvida na carcinogénese oral (FAN et
al., 2013; WANG et al., 2012; ZHAO et al., 2012). De Freitas Silva et al. (2014)
observaram diferencas significativas de imunoexpressdo da E-caderina entre a
mucosa oral normal, displasia epitelial oral e CEB, participando portanto da predicéao

de risco de transformac&o maligna do epitélio oral.

Em funcdo da participagdo da E-caderina em CEB, onde uma diminui¢do na
sua expressao tem sido associada com a progressao neoplasica (DE FREITAS
SILVA et al., 2014; FAN et al., 2013; LIU et al., 2010; WANG et al., 2012; ZHAO et
al., 2012), as moléculas de adesao tém sido recentemente estudadas em tumores
odontogénicos na tentativa de entender se essas proteinas desempenham um papel
na diferenciacao celular, desenvolvimento tumoral e capacidade de invasédo, o que
poderia melhorar o diagnostico diferencial, a compreensdo do comportamento
biolégico tumoral e contribuir para uma abordagem terapéutica inovadora destas
lesbes (HAKIM et al., 2011; KUSAFUKA et al, 2011; MELLO et al.,, 2013;
MESQUITA et al., 2009). A diminuicdo da imunoexpressao da E-caderina explicaria
o crescimento invasivo de TOQs (HAKIM et al., 2011), porém essa evidéncia nao foi
confirmada no presente estudo, visto que 62.5% dos casos de TOQ apresentaram
imunoexpresséo preservada de E-caderina. Resultados semelhantes foram achados
no estudo de Kusafuka et al. (2011), onde todos os 10 casos de TOQ apresentaram
imunoexpressao positiva para a E-caderina, e no estudo de Mello et al. (2013), que
encontraram uma alta expressao de E-caderina (>50%) na camada suprabasal do
epitélio de revestimento em todos os 18 TOQs avaliados, sugerindo um elevado

grau de adeséo celular entre as células parenquimatosas deste tumor.

Analisando a intensidade da imunomarcacdo da E-caderina, o presente
estudo constatou que 75% dos TOQs, 60% dos CRs e 100% dos FDs apresentaram
imunomarcacdo moderada ou intensa. Resultados similares foram encontrados na
pesquisa de Alves Pereira et al. (2010), com imunomarcacdo moderada ou intensa
em 75% dos 21 ameloblastomas sélidos e 100% dos cinco espécimes de germe

dentario analisados. Com base nesses resultados, os autores concordaram que a E-
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caderina tem um papel na regulacdo da morfogénese dentéria, mediando a
organizacdo e a manutencdo da arquitetura do érgdo do esmalte. Nao foi possivel
avaliar a extensdo da marcacdo de E-caderina nos FDs, devido a escassez de
epitélio odontogénico neste tipo de tecido, dificultando a comparacdo como
referéncia de expressdo em tecido histologicamente livre de tumor. Porém,
observamos em FOL apenas intensidade de marcacdo moderada e intensa, 0 que
correspondeu também a 75% dos TOQs nesses escores. Somando-se ao fato que
62.5% do TOQs exibiram escore 3 de extensao de imunomarcacao, sugerimos como
ponto de corte para considerar imunomarcacao preservada de E-caderina quando
esse resultado for alcangado.

Com a hipotese de que a TEM esta envolvida na progressdo dos TOQs,
acreditava-se que poderia haver alguma diferenca de imunoexpressao proteica da
E-caderina entre as lesdes estudadas, como visualizado por Hakim et al. (2011), que
observaram uma diminuigao significativa na expressdo membranosa de (-catenina e
E-caderina em todas as 18 amostras de TOQs esporadicos e sindrémicos,
especialmente na camada suprabasal, enquanto o0s oito cistos dentigeros
mostraram, em contrapartida, uma imunomarcac¢ao normal desde a membrana basal
da camada epitelial até a superficie luminal. Entretanto, o presente estudo ndo
demonstrou diferenca estatisticamente significante quando comparou a extensdo da
E-caderina entre o TOQ, CR e FOL, apesar de 37.6% dos TOQs apresentarem
imunoexpressao de E-caderina reduzida (expressao ausente e escores 1 e 2). Alves
Pereira et al. (2010) também n&o observaram diferenca de imunoexpresséo da E-
caderina em ameloblastomas e germes dentarios, visto que todos os casos tiveram
imunoexpressao positiva para esta proteina. JA Mello et al. (2013) observaram que
todos os 18 casos de TOQ e quatro casos de tumor odontogénico cistico calcificante
mostraram imunoexpressao significativamente maior para E-caderina que a
observada nos 20 ameloblastomas, sugerindo seu papel importante na mediacdo de
adesdao celular em tumores odontogénicos e suportando o padrdo de invaséao local

dos ameloblastomas.

A ideia de TEM e o seu papel no desenvolvimento e/ou a progresséo do
tumor, ainda é controversa, mas esta bem conhecido que a B-catenina e a chamada
"inversdao das caderinas” podem ter um efeito profundo sobre o fendtipo e o

comportamento celular (LIANG, 2011). A “inversdo das caderinas” (cadherin
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switching), representada pela expressdo aumentada de N-caderina e concomitante
baixa expressdo de E-caderina, € sugerida como uma caracteristica crucial da TEM
no cancer (YILMAZ; CHRISTOFORI, 2009). Em virtude disso, foi avaliada a proteina
N-caderina no presente estudo, na tentativa de verificar qualquer associacdo com a

E-caderina em TOQs.

Foi demonstrada no presente trabalho alta expressdo de N-caderina no
epitélio dos TOQs, bem como nos CRs. Na analise comparativa da expresséo de N-
caderina no epitélio e estroma dos TOQs, a N-caderina demonstrou maior expressao
em epitélio tumoral em relagdo ao estroma. Apenas um Unico estudo foi encontrado
analisando a expressao de N-caderina em TOQs, em que Kusafuka et al. (2011)
verificaram quatro casos de TOQ (40,0%) positivos para  N-caderina, e
imunoexpressao negativa em todos os sete cistos dentigeros avaliados. Resultados
semelhantes ao de Kusafuka foram encontrados em CEB, onde houve um aumento
da expressdo de N-caderina nos tumores em comparagcdo com as ceélulas normais
(DI DOMENICO et al., 2011). Apesar de serem cistos de origens diferentes,
esperava-se um resultado semelhante ao de Kusafuka. Portanto, de acordo com 0s
resultados do presente estudo, a N-caderina parece participar da progressao do
TOQ na sinalizacdo de TEM através da interacdo com outros reguladores. Ainda, a
presenca da inflamacdo pode ter contribuido no aumento da expressdo de N-

caderina nos CRs.

A imunoexpressdo de N-caderina tem sido encontrada na membrana e/ou
citoplasma por imunoistoquimica em células neoplésicas epiteliais de carcinoma de
células fusiformes de cabeca e pescoco (NGUYEN et al., 2011) e em CEB (ZHAO et
al.,, 2012). Um padrdo de expressdo nuclear da N-caderina foi particularmente
observado em cancer indiferenciado, caracterizado por um pior prognéstico (DI
DOMENICO et al.,, 2011). Nao existem estudos em tumores odontogénicos que
abordem a diferenca de padrédo de expressdao nos compartimentos celulares. No
presente estudo, o padrdo de marcagcdo nos compartimentos celulares para a N-
caderina foi semelhante ao observado em carcinomas de cabeca e pescoco e CEB,
tendo a maioria dos TOQs e CRs com marcacdo em membrana e citoplasma e a
maioria dos FDs com marcacdo somente em citoplasma. Mas € interessante
ressaltar que nenhum CR ou FOL apresentou imunomarcacgdo nuclear, o que foi

encontrado de forma significante em 33.4% dos TOQs. DI Domenico et al. (2011),
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com base em seus resultados em que o padrédo de marcagéo nuclear da N-caderina
foi particularmente observado em CEB indiferenciado (caracterizado por um pior
prognoéstico), levantaram a hipdtese de que o padrdo de  marcacdo nos
compartimentos celulares da N-caderina pode constituir uma ferramenta de
diagnostico e prognéstico util na avaliacdo de tumores e para determinar a
histogénese das células tumorais.

A comparacao da imunoexpressao da N-caderina entre epitélio e o estroma
de TOQs mostrou diferenca estatisticamente significante, em que o epitélio obteve
maior imunoexpressao de N-caderina em relagdo ao estroma. Enquanto observou-
se os escores 3 e 4 no estroma em 14 TOQs, 28 casos mantiveram esses escores
no epitélio. Apesar de nao ter sido observada reducéo da expressdo de E-caderina
correlacionada a esse achado de forma significante para caracterizar a fenémeno de
"cadherin switch”, 37.6% dos TOQs exibiram imunoexpressdo de E-caderina
reduzida. Assim, a analise em maior grupo de tumores com dados de
acompanhamento (recidiva, tamanho tumoral) se faz necessaria para estabelecer se
esse perfil proteico estad relacionado a um grupo tumoral de comportamento
bioldgico distinto. DI Domenico et al. (2011) observaram expressdo membranosa de
E-caderina em fronte invasivo superficial e profundo de CEB, juntamente com a
auséncia de expressao de N-caderina nas células neoplasicas bem diferenciadas
superficiais e forte expressao em areas infiltrativas. Alguns estudos evidenciaram em
CEB uma correlacao significante entre a alta expressdo de N-caderina e pior
prognostico e tendéncia a metastases (DI DOMENICO et al., 2011; DING et al.,
2014). Provavelmente, a N-caderina também apodia a disseminacdo sistémica de
células tumorais, permitindo que as células tumorais circulantes se associem com 0
estroma e endotélio em locais distantes (DI DOMENICO et al., 2011).

Ao contrario de canceres humanos, o papel potencial da TEM na inducédo de
invasdo em TOQs nao foi amplamente investigado. Neste estudo, dois repressores
de transcricdo da E-caderina (Snail e Slug), foram utilizados, com o intuito de
verificar o padrdo de expressdo dessa proteinas, de especular sobre o seu
significado e de verificar qualquer correlacdo com a expressao da E-caderina e de

marcadores mesenquimais (N-caderina e Vimentina).
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Snail € um dos reguladores principais que promovem TEM e levam a invasao,
bem como metastase em tipos diferentes de tumores malignos (FRANZ et al., 2009;
ZHAO et al.,, 2012; ZHOU et al., 2004). Estudos revelaram que o aumento da
expressdo do Snail induziu alteracbes morfologicas tipo TEM e causou uma
diminuicdo na expressao da E-caderina (FRANZ et al., 2009; WANG et al., 2013;
ZHAO et al., 2012).

Snail € uma proteina que ndo esta presente exclusivamente no nucleo
(DOMINGUEZ et al., 2003). Observamos que a proteina Snail foi amplamente
expressa no epitélio do TOQ (96.8% positivos e 78.1% com expressao >50%), com
uma localizacdo predominantemente nuclear ou nuclear e citoplasmatica. O
endotélio vascular e os fibroblastos estromais frequentemente expressaram Snail. A
fosforilacdo do Snail faz com que ele seja exportado a partir do nucleo para o
citoplasma, resultando em sua inativacdo como um fator de transcricdo (ZEISBERG;
NEILSON, 2009). Siar e Ng (2014) encontraram 0os mesmos resultados para o Snail
ao avaliarem sua expressdo em 64 ameloblastomas, estando presente em 94%

desses tumores.

Wang et al. (2012) ndo observaram diferenga significante na expressao do
Snail entre amostras normais e tumorais de carcinoma de lingua. Neste trabalho,
nao foi observada diferenca significante de imunoexpresséo do Snail no epitélio nos
grupos TOQ e CR, mas todos os foliculos apresentaram imunopositividade para o
Snail. Franz et al. (2009) ndo encontraram células com positividade para o Snail na
mucosa oral normal ou hiperplasica adjacente ao CEB, assim como Franci” et al.
(2009) que detectaram expressao de Snail em 128 dos 162 carcinomas de colorretal
analisados (79%) e nao no tecido normal obtido a partir de por¢cBes distais dos
mesmos pacientes, ao contrario do achado deste estudo, onde todos os casos de
FOL mostraram-se positivos para o Snail. Embora as proteinas da familia Snail
parecam ser necessarias para todos os processos de TEM que ja foram estudados,
isso ndo significa necessariamente que a inducdo da TEM é o papel exclusivo de
genes da familia Snail. Eles também tém funcdes celulares adicionais, que podem
ocorrer de forma independente da inducdo da TEM. Eles protegem as células da
morte induzida quer pela perda de fatores de sobrevivéncia ou por estimulos
apoptéticos diretos. Em alguns casos, as propriedades de sobrevivéncia surgem

concomitantes com a inducdo da TEM, ao passo que, em outros, tanto a resisténcia
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a morte celular e a persisténcia do fenoétipo epitelial sdo requeridos (BARRALLO-
GIMENO; NIETO, 2005). Células que expressam Snail se mantém através de
privacdo de fatores de sobrevivéncia, da resisténcia a acdo de estimulos apoptoticos
diretos que sinalizam através do receptor de morte e da resisténcia a danos no DNA
(KAJITA; MCCLINIC; WADE, 2004; MARTINEZ-ALVAREZ et al, 2004; VEGA et al,
2004). O mecanismo pelo qual a indugcdo TEM é evitada nestes casos ndo se
conhece (BARRALLO-GIMENO; NIETO, 2005). Portanto, a positividade para o Snalil
expressa nos foliculos ndo parece estar relacionada com a TEM. A expressao

preservada de E-caderina neste tecido também apoia esta hipotese.

Quando a imunoexpressédo de Snail foi analisada no estroma, foi observada
uma associacdo estatisticamente significante da imunoexpressdo do Snail ao
compararmos TOQs e CRs. Todos os TOQs apresentaram positividade para o Snalil
no estroma, porém igualmente distribuidos nos trés escores de expressao. Ja 73.3%
dos CRs se mostraram com expressdo aumentada (>50%) de Snail. Franz et al.
(2009) e Schwock et al. (2010), ao avaliarem a imunoexpressédo do Snail no CEB,
verificaram a imunomarcacédo nuclear nas células tumorais, no estroma e nas células
endoteliais. Entretanto, a positividade das células tumorais para o Snail se mostrou
um fendmeno raro, sendo um fendbmeno que ocorre principalmente nas células do
estroma, detectavel na frente invasiva, na vizinhanca das ilhas tumorais e da

inflamacao.

Franz et al. (2009) encontraram uma associacdo dessa expressdo com o0
fenétipo de miofibroblastos e perda de expressao de E-caderina. Eles sugeriram que
as células com positividade para Snail e aAML na frente invasiva de CEB séo
resultado da acédo do fator de crescimento especifico dos fibroblastos no CEB e nao
um sinal de TEM. Jouppila-Matt6 et al. (2011) observaram que os carcinomas da
faringe que ndo expressam Twist ou Snail no estroma eram menores, de estagio
menos avancado e foram mais frequentemente situados na orofaringe. Eles
acreditam que algumas das células do estroma podem representar células epiteliais
de cancer que tenham sido submetidas ou estejam em processo de TEM, perdendo
suas caracteristicas epiteliais, podendo haver uma proporcéo de células do estroma
representando ceélulas tumorais transformadas. No presente estudo, entretanto, as
células do estroma imunomarcadas pelo Snail estavam presentes em fibroblastos e

células endoteliais, e ainda a imunomarcagdo de Snail em epitélio correlacionou-se
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positivamente com a imunoexpressao de Vimentina no estroma, corroborando para
a hipotese de que pode existir a participacdo da TEM nos TOQs. Schwock et al.
(2010) encontraram em CEB uma expressao coincidente entre Vimentina e Snail em
varios casos com expressao estromal proeminente. Apesar da expressao do Snail
ndo ter sido significativamente associada a perda de E-caderina, assim como no
presente estudo, esta observacdo parece consistente com natureza focal e/ou
transiente da TEM associada ao tumor, assim como a contribuicio de outros
mediadores de TEM.

Apesar da organizacao estrutural semelhante, os dedos de zinco do Snail e
Slug ndo séo equivalentes, com combinac¢des especificas de dedo de zinco
(ZF1/ZF2 em Snaill, e ZF3/ZF4 em Snail2) sendo necesséarias para uma atividade
de repressdo completa. Portanto, essas proteinas desempenham papéis néo-
equivalentes na repressao génica, no arranjo da ligagdo ao DNA e capacidade de
inducdo de TEM (VILLAREJO et al.,, 2014). O Slug, portanto, tem mostrado um
comportamento diferente do Snail a depender do tecido analisado. Em comparacéao
com o tecido normal, ele exibiu significativamente maior expressdao em carcinoma de
lingua (WANG et al.,, 2012), com uma concomitante reducdo da E-caderina e
aumento da Vimentina, em carcinoma de cabeca e pescogo (ZHANG et al., 2013)
juntamente com o fendmeno “cadherin switch”. E de suma importancia ressaltar que
a analise da expressao nessas pesquisas foi realizada levando-se em consideracao
tanto proporcdo de células marcadas como intensidade de marcacdo. No presente
estudo, nao foi verificada associacdo quando analisamos a extensdo do Slug, mas
ao observar a intensidade da expressdo do Slug no epitélio e no estroma, foi
verificado um resultado estatisticamente significante, onde os foliculos expressaram
intensamente Slug no epitélio, enquanto que no estroma todos os TOQs
apresentaram expressdao moderada ou intensa, ao contrario dos CRs e FDs que
estavam bem distribuidos entre as categorias.

No presente estudo, a imunomarcacao para o Slug no epitélio se mostrou
com padrdo de distribuicdo bastante heterogénea nos TOQs (74.2%) ao contrério da
homogeneidade observada nos CRs (66.7%). Padrédo de expressdao semelhante
para o Slug foi observada em 64 ameloblastomas avaliados por Siar e Ng (2014),

entretanto esses autores ndo realizaram nenhuma analise estatistica para comparar
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0S grupos avaliados. Assim, essa heterogeneidade pode ser peculiar a tecido

tumoral, o que nédo foi observada na leséo cistica inflamatdria no presente estudo.

Em relacdo aos fatores de transcricdo, varias linhas de evidéncia indicam que
as formas nucleares sdo funcionalmente moléculas ativas, ao passo que as suas
expressodes citoplasmaticas sao fosforiladas e funcionalmente inativadas (PRASAD
et al., 2009; ZHOU et al., 2004). De fato, a funcdo do Slug também é regulada por
sua localizacéo celular (BARRALLO-GIMENO; NIETO, 2005). Uma vez que Snail e
Slug sao fatores de transcricdo reguladores negativos da E-caderina, Wushou et al.
(2012), estudando CEB, levantaram a hipétese de que apenas a forma nuclear seria
ativa, e considerou apenas como positivas as células em que o nucleo foi totalmente
corado. Talvez por conta disso, ndo encontraram imunomarcacdo em todas as 10
amostras de mucosa oral normal. Zhang et al. (2013) também s6 consideraram
positividade para o Slug quando observaram marcacao nuclear. No presente estudo,
foi observado que os TOQs apresentaram marcacdo que envolvia 0 nucleo na
maioria deles, ao contrario da maioria citoplasmatica nos CRs e FDs, 0 que sugeriria
uma maior atividade do Slug como fator de transcricdo nos TOQs. Resultados
diferentes foram encontrados por Siar e Ng (2014), onde observaram em
ameloblastomas uma localizagdo mais citoplasmatica do que nuclear para o Slug e
uma marcagao mais nuclear para o Snail, concluindo que os fatores de transcricao
desempenham papéis diferenciados na inducdo de TEM no ameloblastoma e que o
Snail pode ser o repressor-chave envolvido neste processo. No caso dos TOQs do
presente estudo, o processo parece ser inverso. O Slug parece estar tendo maior
participacao, ja o Snail parece sofrer interferéncia da inflamacao visto que expressao

nuclear foi encontrada também em 46,7% dos CRs.

A TEM é caracterizada por regulacdo negativa de marcadores epiteliais e
regulacdo positiva de marcadores mesenquimais (FUCHS et al., 2008; TSUKITA;
FURUSE; ITOH, 2001; VALCOURT et al., 2005). Em funcao disso, varias proteinas
sao avaliadas para caracterizar a TEM em uma lesdo. Wang et al. (2012) verificaram
em carcinomas de lingua expressdao aumentada do Slug no epitélio tumoral
associada com a reducédo da expressao de E-caderina e o aumento da expressao de
Vimentina. Estes resultados indicam que o Slug pode suprimir a expressao da E-
caderina e induzir TEM, o que por sua vez contribui para a invasao e metastase.

Para investigar se o Slug afeta o0s niveis de expressdo de marcadores
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mesenquimais TGF-bl-induzidos N-caderina e Vimentina, Saito et al. (2013)
silenciaram a expressao de Slug por siRNA em linhagem celular de CEB antes da
estimulacdo com TGF-B1 e encontraram que a baixa regulagdo de Slug suprimiu
significativamente a expressao de Vimentina TGF-B1-induzida, mas ndo afetou a
expressdo de N-caderina TGF-B1-induzida. Estes dados sugerem que o Slug
contribui para a expressao génica de marcadores mesenquimais durante a TEM em
CEB. Contrariamente, no presente estudo, ndo observamos uma correlacdo entre
Slug e Vimentina, mas com um outro marcador mesenquimal: a N-caderina. De fato,
Snail e Slug tém efeitos diretos ou indiretos sobre genes adicionais além da E-
caderina (VILLAREJO et al., 2014). Assim, a participagdo do Slug durante a TEM em
TOQs pode regular a N-caderina, uma vez que encontramos correlacdo positiva
estatisticamente significante de Slug e N-caderina em epitélio e estroma. A mesma
relacdo ocorreu no estudo de Zhang et al. (2013), onde amostras de 119 carcinomas
de cabeca e pesco¢co primarios apresentaram niveis individuais de Slug
negativamente correlacionados com a E-caderina e positivamente correlacionados
com a N-caderina, ocorrendo um aumento da expressao de N-caderina em resposta
a ativacdo de Slug. Entretanto, nenhuma evidéncia demonstra que a via de
sinalizagdo Slug esta envolvido na regulagdo direta de N-caderina. Portanto, novas
pesquisas sdo necessarias para esclarecer essa correlacdo, envolvendo ensaios

funcionais em tumores odontogénicos.

De uma forma geral, 0 aumento de expressao dos fatores de transcricdo Snail
e Slug reprime a funcdo da E-caderina, sendo consideradas moléculas chave da
TEM, com grande relevancia na progressao em neoplasias de diferentes partes
(FRANZ et al., 2009; WANG et al., 2013; ZHU et al., 2012). Apesar de néo ter sido
evidenciada uma correlacédo inversa da expressao da E-caderina e Snail/Slug nos
TOQs do presente estudo, foi observada uma correlagéo positiva entre Snail e Slug
no epitélio dos TOQs, ou seja, nos casos em que a imunomarcacdo para o Snail
estava positiva, houve também positividade para o Slug. Isso demonstra o quanto
estes fatores estéo interligados, apesar deles apresentarem papéis nao equivalentes
na repressao do promotor epitelial, de ligagcdo ao DNA e capacidade de indugéo de
TEM (VILLAREJO et al., 2014). Siar e Ng (2014) obtiveram relagbes inversas entre
Snail e Slug no epitélio de ameloblastomas. Aproximadamente dois tergcos da

amostra nado foram reagentes para Slug contra 94% positivos para o Snail. A
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acentuada baixa expressdo de Slug em ameloblastoma pode indicar que esta
proteina reguladora provavelmente desempenha um papel limitado na inducdo de
TEM nesta neoplasia. As razdes para estes padroes de expressao diferenciais entre
Snail e Slug néo sao claras, mas novas evidéncias indicam que esses repressores
de transcricdo podem agir sozinhos ou em conjunto (BOLOS et al., 2003; HAJRA;
CHEN; FEARON, 2002).

Também avaliamos a proteina mesenquimal Vimentina. Todos 0s casos de
TOQ apresentaram imunomarcacao para a Vimentina no epitélio em menos de 10%
das células analisadas, contudo 68,7% deles apresentaram intensidade de
marcacdo ausente ou leve no epitélio, sendo esta ultima andlise estatisticamente
significante quando comparada ao CRs que exibiram marcagdo intensa no epitélio
em 73,3% dos casos. Florescu et al. (2012) evidenciaram uma reatividade para a
Vimentina nos compartimentos citoplasmaticos das células do estroma dos
ameloblastomas investigados, sendo que, de um modo geral, o compartimento
epitelial neoplasico teve fraca reatividade ou nenhuma reatividade para a Vimentina.
A maior imunomarcacdo para a Vimentina foi observada nas células do estroma
adjacentes a frente invasiva do tumor, especialmente naqueles casos com 0sso ou
extensdo da pele. Também observamos que 84,4% dos TOQs exibiram
imunomarcacdo em estroma, sendo 96,9% com intensidade moderada e intensa.
Atualmente, acredita-se que a frente invasiva dos tumores é a regido que contém as
informacBes de progndstico mais Uteis porque, presumivelmente, as células mais
invasivas est#o localizadas nesta regido (BANKFALVI; PIFFKO, 2000).

Vale ressaltar que todas as células imunomarcadas pela Vimentina no epitélio
de TOQs e CRs foram caracterizadas como células de Langerhans. A Vimentina é
um dos anticorpos capazes de detectar células de Langerhans (MESQUITA et al.,
2009), que sdo células dendriticas apresentadoras de antigenos que iniciam uma
resposta imune primaria dependente de linfocitos T (LOMBARDI; HAUSER; BUDTZ-
JORGENSEN, 1993 apud SUZUKI et al., 2001). As evidéncias disponiveis indicam
que elas tém um papel importante em reagfes imunes mediadas por células, bem
como na patogénese das lesBes periapicais (SUZUKI et al.,, 2001). Chen et al.
(2014) encontraram células de langerhans em ninhos epiteliais de tumores
odontogénicos epiteliais calcificantes através de imunoistoquimica com o0s

anticorpos S-100, CD1l1a e langerina. Mesquita et al. (2009) encontraram algumas
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células dendriticas dentro do epitélio odontogénico de um tumor odontogénico
central de células granulares, sendo estas células positivas para a Vimentina. Pelo
fato de que tanto o epitélio oral como o epitélio odontogénico séo originarios da
ectoderme, € possivel que as células de Langerhans também migrem para ninhos
epiteliais de tumores odontogénicos, entretanto o verdadeiro significado patologico
da presenca de células de Langerhans em tumor odontogénico central de células
granulares e outros tumores odontogénicos precisa de mais investigacdes. Konradi
et al. (2014), com base em seus resultados in vitro, propuseram semelhancas entre
a maturacdo de células de langerhans e a TEM, incluindo uma mudanca na
morfologia fixa para uma morfologia movel, bem como a regulacdo negativa de um
conjunto de genes epiteliais, a expressao aumentada do marcador mesenquimal N-
caderina e 0 aumento da expressao e localizacdo nuclear dos fatores de transcrigéo
ZEB1 e ZEB2, enquanto os fatores de transcricdo da familia SNAIL ndo foram
detectados.

Postulou-se que o aumento da frequéncia de células de Langerhans dentro do
tumor pode ser explicado pelo crescimento tumoral que provoca danos no tecido
local e, consequentemente, o recrutamento de células inflamatérias para o local do
tumor (BALEEIRO et al., 2008). Mello et al. (2013) notaram que TOQs primarios com
inflamacdo tenderam a mostrar uma contagem mais expressiva de células de
Langerhans CDla-positivas do que TOQs primarios sem inflamacdo, TOQs
recorrentes sem inflamacao e TOQs ligados a Sindrome sem inflamacédo. Wu et al.
(2013) observaram a presenca de inflamacdo moderada ou severa em todos 0s
casos de fiboromas odontogénicos onde foram detectadas células de langerhans. J&
Santos et al. (2007) ndo observaram diferencas significativas entre a quantidade de
células de langerhans CD1la positivas em CRs e granulomas dentais e o grau de
resposta inflamatéria. Por outro lado, eles detectaram células de Langerhans em
69,2% dos CRs estudados e em 11,1% dos granulomas dentais, mostrando uma
correlagao significativa entre a imunomarcagao e o tipo de lesdo. No presente
estudo, ndo foi confirmada nenhuma diferenca estatisticamente significante de
extensdo da imunomarcacdo da Vimentina de acordo com o tipo de leséo, mas foi
observada uma diferenga ao avaliar a intensidade da expressdo da Vimentina no
epitélio, visto que uma maior intensidade da imunoexpressdo da Vimentina em

células dendriticas do epitélio foi observada nos casos de CRs em compara¢do aos
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TOQs. Provavelmente a inflamagé&o influenciou essa diferenca de intensidade entre
0S grupos, visto que alguns autores tém relatado uma correlacdo direta e
significativa entre a densidade de células de Langerhans marcadas pelo anticorpo
CDla e o potencial proliferativo do epitélio em CRs e granulomas, sendo que o
potencial proliferativo é desencadeado pelo estimulo inflamatério (SUZUKI et al.,
2001).

Apesar dos TOQs nédo se referirem primariamente a lesdo inflamatoria, a
presenca desta foi documentada em 15 casos, podendo modificar o perfil de
expressao dos referidos marcadores na inducdo da TEM. Inflamacao, variando de
discreta para intensa, foi observada pelo menos focalmente em 67,8% dos 177
casos de TOQ avaliados por Azevedo et al. (2012). Segundo Alaeddini et al. (2013),
as células inflamatorias encontradas em TOQs inflamados parecem ter
secundariamente penetrado no tumor em vez de terem sido recrutadas para fins
angiogénicos, visto que eles ndo encontraram um aumento significativo na

densidade de microvasos em TOQs quando comparados com CRs.

Além de uma modificacdo estrutural tecidual, com revestimento epitelial
demonstrando metaplasia para epitélio escamoso ndo queratinizado, camada
epitelial mais fina e projecdes em gota (ALAEDDINI et al., 2013), a inflamacé&o causa
modificacdes funcionais. Singh et al. (2012), ao avaliarem a imunoexpressao do
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) nas células epiteliais de 40 TOQs,
observaram que, quando h& inflamagcdo, ha um aumento estatisticamente
significativo na atividade proliferativa de TOQs multiloculares e multiplos, enquanto
gue ndo had um aumento significativo na proliferacdo das lesGes uniloculares e de
casos sindrémicos, sugerindo que a inflamagdo aumenta o0 comportamento
neoplasico de TOQs multiloculares e multiplos e ndo afeta os uniloculares e
sindrdmicos. Kaplan e Hirshberg (2004) analisaram o potencial proliferativo de 45
TOQs em relacdo a inflamacéo utilisando Ki-67 e PCNA como marcadores de
proliferacdo e chegaram a conclusdo de que houve um aumento na expressao
apenas do Ki-67 no revestimento epitelial metaplasico dos TOQs, adjacente a
inflamac&o moderada e intensa, sem um efeito significativo na atividade proliferativa
geral dessas lesdes. Santos et al. (2009) verificaram um perfil de expresséo alterada
das citoqueratinas 13, 14, 18 e 19 em TOQs inflamados, estando relacionado com o

estado de diferenciacdo e maturacéo do epitélio cistico, e sem ser distinto quando os
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tumores primarios e recorrentes, e aqueles associados com a SCNBC sé&o
comparados. Portanto, parece que o efeito principal das células inflamatérias em
TOQs seria sobre algumas de suas caracteristicas, tais como a atividade
proliferativa epitelial (DE PAULA et al., 2000; KAPLAN; HIRSHBERG, 2004; SINGH
et al., 2012) e expressédo de citoqueratinas (SANTOS et al., 2009), tendo um impacto
menor na vascularizacao do estroma (ALAEDDINI et al., 2013).

A inflamacgao inclusive teve interferéncia estatisticamente significante na
expressdo de todas as proteinas estudadas, apresentando uma influéncia de forma
marcante na expressdo das proteinas na maioria dos CRs, com porcentagens
variando de 73,3% a 100%. A inflamacdo € uma resposta benéfica ativada para
restaurar injlrias teciduais e agentes patogénicos. No entanto, se a inflamacéo é
desregulada, pode se tornar cronica, induzindo transformacdo de células malignas
no tecido circundante (LANDSKRON et al.,, 2014). Yadav et al. (2011), em um
estudo in vitro, demonstraram que o tratamento de células neoplasicas da cabeca e
do pescoco ou células epiteliais bucais imortalizadas com IL-6 induziram
significativamente a expressao de proteinas Vimentina e Snail enquanto reprimiu a
expressdo de E-caderina. St John et al. (2009) demonstraram que mediadores proé-
inflamatorios, como IL-1B e IL-8, aumentaram a expressao de Snail em carcinomas
de cabeca e pescoco, definindo ainda mais o ciclo pelo qual a inflamacéo promove a
progressao do tumor. Lyons et al. (2008), em um estudo in vitro, demonstraram que
Snail e Slug podem também regular positivamente estas citocinas pré-inflamatorias
em queratindcitos orais, incluindo a IL-1a, IL-1B, IL-6 e IL8. Okui et al. (2013), ao
estimularem linhagem celular de CEB com TGF-B ou TNF-a isoladamente,
observaram um aumento dos niveis de expressdo de Snail e Slug, enquanto que
Saito et al. (2014), ao avaliarem o efeito da inducdo de TEM em células Madin-Darby
de rim canino (MDCK) com TGF-B canino (cTGF-B), TNF-a canino (cTNF-a) e IL-6
canino (CIL-6) sobre a morfologia das células e expressdo de E-caderina,
verificaram que houve uma diminuicdo na expressdo de E-caderina e uma transicao
em sua localizagdo da membrana celular para o citoplasma, juntamente com uma
mudanca morfoldgica com a exposicao persistente de TNF-a, diminuindo também as

interacdes de adeséo célula-célula.

A N-caderina, quando expressa em epitélio, esteve correlacionada com a

expressao positiva de Slug em epitélio, e este por sua vez com a expressao positiva
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de Snail. No estroma dos TOQs, a N-caderina correlacionou-se positivamente com
Slug, e a Vimentina com o Snail no epitélio. Apesar da crenca geral de que 0s
fatores de transcricdo Snail atuam como repressores, varios genes sao regulados
positivamente apds expressdo dos genes da familia Snail, incluindo a Vimentina
(DENNIS et al., 2012). Em cultura de células induzidas por Snail, a expressao de E-
caderina foi diminuida, enquanto que as expressdes dos marcadores mesenquimais
N-caderina e Vimentina estavam aumentadas (KUME et al. 2013). Gasparotto et al.
(2011), ao analisarem 69 carcinomas de cabeca e pescoco, verificaram que as
expressdes génicas de Twist e Slug estiveram positivamente correlacionadas com o
aumento da expresséo de marcadores de mesenquimais, incluindo Vimentina e N-
caderina, e que a regulacdo positiva destes marcadores mesenquimais nao
necessariamente se associaram com a perda da expressdao de E-caderina,
sugerindo que nesse tipo de carcinoma a ativacdo de um fator mesenquimal pode
ser, pelo menos em parte, desacoplado da regulacdo baixa transcricional de E-

caderina.

O presente estudo, embora néo tenha relatado dados clinicopatolégicos de
todos os pacientes, confirma os resultados de outros estudos que relataram que o
TOQ mostra uma predominancia pelo sexo masculino (BOFFANO; RUGA;
GALLESIO, 2010; MYOUNG et al., 2001; ZECHA et al., 2010), um pico de incidéncia
entre a segunda e a quarta décadas de vida, atingindo uma ampla faixa etéria,
desde criancas a idosos, e acomete principalmente a area posterior da mandibula, o
que inclui a regidao molar, angulo e ramo (AZEVEDO et al., 2012; BOFFANO; RUGA,;
GALLESIO, 2010; MYOUNG et al., 2001; ZECHA et al., 2010).

A comparacdo dos dados clinicopatotdgicos dos TOQs com a expressao das
5 proteinas estudadas resultou em alguns resultados estatisticamente significantes.
O aumento de expressao de N-caderina no epitélio e no estroma, do Slug no epitélio
e da Vimentina no estroma estiveram associados com uma predominancia de
localizagcdo na mandibula. Nenhum dos 2 casos de TOQ em maxila e mandibula
concomitantemente apresentaram imunoexpressao para a N-caderina. De acordo
com estes resultados, a localizacdo do tumor interfere na expressao das proteinas.
A influéncia desses achados no comportamento tumoral merece ser investigado.
Nés especulamos que os casos em mandibula podem ter um pior progndstico, visto

gue a maioria apresentou alta expressao (>50%) de N-caderina no epitélio (63.6%),
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baixa expressao (<10%) de N-caderina no estroma (38.1%), alta expresséo (>50%)
de Slug no epitélio (45.5%) e maior expressdo (>10%) de Vimentina no estroma
(86.3%). Este perfil de expressao indica a existéncia de TEM nos TOQs, entretanto
nao foi encontrada uma associacao significativa com a E-caderina, apesar de alguns
casos exibirem auséncia de expressdo ou ainda expressao reduzida desta proteina.
Uma maior casuistica é necessaria para a confirmacdo desta suposicao,
principalmente incluindo casos de ocorréncia em maxila e mandibula

concomitantemente.

Quando avaliada a localizacdo anterior ou posterior do tumor em relacdo a
imunoexpressao das proteinas, resultado estatisticamente significante foi encontrado
com relacdo a E-caderina e uma tendéncia de expressao da N-caderina no epitélio.
A grande maioria dos casos que apresentaram localizagdo posterior (quer
isoladamente ou em conjunto com a anterior) apresentou expressao preservada de
E-caderina (>50%), sugerindo um pior progndéstico para os casos localizados na
regido anterior. Em contrapartida, apenas dois casos eram anteriores. Ja com
relagdo a expressdo da N-caderina no epitélio, os TOQs localizados em regido
anterior e posterior apresentaram auséncia de expressdo de N-caderina no epitélio
em 66.7% dos casos. Foi observada relacao inversa da E-caderina e N-caderina nos
casos localizados na regido anterior e posterior, cuja maioria exibiu expressao
preservada de E-caderina e auséncia de expressdo de N-caderina no epitélio.
Teoricamente esses tumores seriam maiores, por estarem envolvendo as duas
regides, mas como nédo foi obtido dados referentes ao tamanho tumoral, ndo é
possivel afirmar que tumores maiores apresentaram expressées proteicas
diferenciais dos menores. Titinchi e Nortje (2012) ndo encontraram associacao entre
o tamanho da lesdo e a taxa de recorréncia das lesbes de TOQ. Uma maior

casuistica é necessaria para a confirmacao desta suposicéo.
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7. CONCLUSOES

e As proteinas E-caderina, N-caderina, Snail, Slug e Vimentina estdo
diferentemente expressas em TOQs, CRs e FDs;

e O perfil de imunoexpressdo de E-caderina nos TOQs demonstrou-se
preservado;

e A altaintensidade de marcac¢éo do Slug nos TOQs sugere esta proteina como
fator de transcrigéo principal na indugao de TEM nesse tumor odontogénico;

e A imunoexpressdo das proteinas foi influenciada de forma marcante pela
inflamagéo em TOQs, CRs e FDs;

e As expressdes aumentada de N-caderina no epitélio e no estroma, do Slug no
epitélio e da Vimentina no estroma estiveram associadas com a localizagéo
do TOQ em mandibula;

e A maioria dos casos de TOQ que apresentaram localizagdo posterior (quer
isoladamente ou em conjunto com a anterior) apresentou expressao
preservada de E-caderina;

e Existiu ganho de expresséo de N-caderina em epitélio dos TOQs em relacdo
ao estroma, 0 que esteve correlacionado com a expressao positiva de Slug
em epitélio, e este por sua vez com a expressao positiva de Snail;

¢ A N-caderina correlacionou-se positivamente com Slug no estroma dos TOQs,

e a Vimentina no estroma com o Snail no epitélio.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo

controle)

Prezado Sr(a),

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntério, em uma pesquisa.
Apés ser esclarecido(a) sobre as informagBes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas
€ sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Desde logo fica garantido o sigilo das informac¢des. Em caso de recusa vocé nédo
sera penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Expressdo proteica diferencial de reguladores de E-caderina em
tumor odontogénico queratocistico

Pesquisador Responsavel: Flavia Calé de Aquino Xavier

Telefone para contato: (71) 9905-3233 / 3283-9026

O objetivo é avaliar marcadores teciduais nos pacientes portadores de lesdes
tumorais. Trata-se de um estudo que utiliza material parafinado proveniente de
bidpsias resgatados dos arquivos do Laboratério de Anatomia Patolégica da
Faculdade de Odontologia da UFBA. Serdo incluidos no estudo 30 pacientes
portadores de tumores odontogénicos queratocisticos. Como grupo controle sera
necessario a obtencao de 20 casos de mucosa normal provenientes de cirurgias de
extracdo de dentes inclusos, representando o fragmento de tecido morfologicamente
sadio para analise comparativa. Sua participacdo como grupo controle serd muito
importante e voluntaria. Vocé ndo tera nenhum gasto e também ndo recebera
nenhum pagamento por participar desse estudo. Nao ha nenhum risco, prejuizo,
desconforto ou lesbes que podem ser provocados pela pesquisa, visto que O
fragmento de tecido necessario sera proveniente do procedimento padrdo de
extragdo de dentes inclusos. As informagOes obtidas nesse estudo serao
confidenciais, sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo, quando da
apresentacao dos resultados em publicacédo cientifica ou educativa, uma vez que 0s
resultados serdo sempre apresentados como retrato de um grupo e ndo de uma

pessoa. Vocé podera se recusar a participar ou a responder algumas das questdes a
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qualguer momento, ndo havendo nenhum prejuizo pessoal se esta for a sua

decisao.

. CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu,

RG , abaixo assinado, concordo em participar do

estudo “Expressdo proteica diferencial de reguladores de E-caderina em tumor
odontogénico queratocistico” como sujeito do grupo controle. Fui devidamente
informado e esclarecido pela pesquisadora Flavia Cal6 de Aquino Xavier sobre a
pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido o sigilo das
informacgdes e que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/

assisténcia/tratamento.

Local e data : / /
Nome:
Assinatura do sujeito ou responsavel:

Obrigado pela sua colaboracéo e por merecer sua confianca.

Nome (em letra de forma) e Assinatura do pesquisador Data
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (grupo de
estudo)

Prezado Sr(a),

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntério, em uma pesquisa.
Apés ser esclarecido(a) sobre as informagBes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas
€ sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Desde logo fica garantido o sigilo das informacfes. Em caso de recusa vocé néo

sera penalizado(a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Expresséo proteica diferencial de reguladores de E-caderina em
tumor odontogénico queratocistico

Pesquisador Responsavel: Flavia Calé de Aquino Xavier

Telefone para contato : (71) 9905-3233 / 3283-9026

O objetivo é avaliar marcadores teciduais nos pacientes portadores de lesdes
tumorais. Trata-se de um estudo retrospectivo, utilizando material parafinado
proveniente de biopsias resgatados dos arquivos do Laboratério de Anatomia
Patolégica da Faculdade de Odontologia da UFBA. Serao incluidos no estudo 30
pacientes portadores de tumores odontogénicos queratocisticos. Como grupo
controle sera necessario a obtencao de 20 casos de mucosa normal provenientes de
cirurgias de extracdo de dentes inclusos, representando o fragmento de tecido
morfologicamente sadio para analise comparativa. Sua participacdo como grupo de
estudo sera muito importante e voluntaria. Vocé nao terd nenhum gasto e também
ndo recebera nenhum pagamento para participar desse estudo. Ndo ha nenhum
risco, prejuizo, desconforto ou lesdes que podem ser provocados pela pesquisa,
visto que o exame tomografico sera importante para auxilio diagnéstico e
planejamento terapéutico. As informacgdes obtidas nesse estudo serédo confidenciais,
sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo, quando da apresentacdo dos
resultados em publicacdo cientifica ou educativa, uma vez que os resultados serao

sempre apresentados como retrato de um grupo e ndo de uma pessoa. Vocé podera
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se recusar a participar ou a responder algumas das questdes a qualquer momento,

ndo havendo nenhum prejuizo pessoal se esta for a sua deciséo.

. CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu,

RG , abaixo assinado, concordo em participar do

estudo “Expressdo proteica diferencial de reguladores de E-caderina em tumor
odontogénico queratocistico” como sujeito do grupo de estudo. Fui devidamente
informado e esclarecido pela pesquisadora Flavia Cal6 de Aquino Xavier sobre a
pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0S possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido o sigilo das
informagdes e que posso retirar meu consentimento a qualguer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/

assisténcia/tratamento.

Local e data : / /
Nome:
Assinatura do sujeito ou responsavel:

Obrigado pela sua colaboracéo e por merecer sua confianca.

Nome (em letra de forma) e Assinatura do pesquisador Data
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ANEXO — Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da UFBA

FACULDADE DE
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO PROTEICA DIFERENCIAL DE REGULADORES DE E-CADERINA EM
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CLINICO-PATOLOGICOS E RADIOGRAFICOS

Pesquisador: Flavia Cald de Aquino Xavier

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 11709813.8.0000.5024

Instituigdo Propeonente: Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia
Patrocinador Principal: Programa de Pds-graduacdo em Odontclogia e Saude

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 217.452
Data da Relatoria: 12/03/2013
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto € claro, objetivo e bem fundamentado.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
De acordo com recomendagdes do CONEP.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O projeto esta de acordo com as recomendacdes da Resolugcdo 196.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este Colegiado acompanha o parecer do Relator.

Enderego:  Av. Aradjo Pinho n® 62 - Sala dos Departamentos
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UF: BA Municipio: SALVADOR
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