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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo imuno-histoquimica dos
marcadores CD68, CD163, CD34, CD105, D2-40, p63, ciclina D1, Ki-67, SMA, DOGL,
SHH e GLI1 em Granulomas Centrais de Células Gigantes ndo agressivos (GCCGNA) e
Granulomas Centrais de Células Gigantes agressivos (GCCGAG), na tentativa de
fornecer subsidios que possam distinguir estas lesdes semelhantes histopatologicamente.
A amostra foi composta por 12 GCCGNA, 11 GCCGAG e 04 Fibromas Ossificantes
Juvenis (FOJ), para fins comparativos. Para avaliagdo dos marcadores, foram utilizados
indices de marcacdo imuno-histoquimicos, que representavam expressdes negativa, baixa
e alta de acordo com a intensidade e proporcdo de marcacdes celulares. Todos 0s
resultados foram submetidos a analise estatistica. A avaliacdo dos dados clinicos revelou
gue 0s GCCGAG estiveram significativamente mais associados com dentes (p = 0,047),
lesdes de maior diametro (p = 0,000), sintomatologia associada (p = 0,03) e perfil
radiogréfico radiopaco ou misto (p = 0,020). A sintomatologia associada a lesao foi
considerada um fator de risco 12 vezes maior para 0s GCCGAG (p = 0,016). Nao houve
diferenca de expressao significativa dos marcadores entre GCCGNA e GCCGAG (p >
0,05). Apenas a expressdao do CD34 entre Granulomas Centrais de Células Gigantes
(GCCG) e FOJ e do GLI1 entre GCCGAG e FOJ foram significantes (p = 0,00 e p = 0,03,
respectivamente). Em GCCGNA existiu correlagdo positiva apenas entre as expressoes
dos marcadores SHH e GLI1 (p = 0,040). Em contrapartida, houve correlacdo negativa
entre o padréo vascular (CD34) e a expressdo do GLI1 (p = 0,050), e entre a presenca de
miofibroblastos (SMA) e a expressdo do SHH (p = 0,031). Em GCCGAG existiram
correlagdes positivas entre CD68 e CD163 (p = 0,031), CD34 e D2-40 (p = 0,04) e entre
GLI1 e ciclina D1 (p = 0,030). Além disso, observamos correlacdes positivas entre a
expressao de vasos linfaticos (D2-40), expressdo da ciclina D1 (p = 0,045) e presenca de
miofibroblastos (SMA) (p = 0,027). A correlagéo entre vasos neoformados (CD105) e a
presenca de células fagocitéarias (CD68) foi negativa (p = 0,040). Deste modo, nossos
resultados indicam nao haver diferenca de expressao proteica dos marcadores utilizados
neste estudo entre GCCGNA e GCCGAG, assim como entre GCCG e FOJ, apesar dos
FOJ terem apresentado maior densidade vascular e menor expressao dos componentes da
via de sinalizacdo Hedgehog (HH). Associacdo com dentes, lesdes de maior diametro e
sintomatologia associada a lesdo estiveram associados com 0s GCCGAG, principalmente
a sintomatologia associada a leséo, considerada um fator de risco significante para estas
lesBes. A via de sinalizagdo HH mostrou-se ativa em GCCG e, embora seus principais
componentes (SHH e GLI1) tenham se mostrado positivamente correlacionados tanto em
GCCGNA quanto em GCCGAG, 0s mesmos ndo estiveram correlacionados com a
proliferacdo miofibroblastica, nem com a angiogénese em GCCG. Por fim, o papel dos
vasos linfaticos em GCCG ainda precisa ser melhor estudado, embora pareca haver uma
associagdo com a variante agressiva.

Palavras-chave: Granuloma de Células Gigantes, Fibroma Ossificante, imuno-
histoquimica, células gigantes.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the immunohistochemical expression of
the markers CD68, CD163, CD34, CD105, D2-40, p63, cyclin D1, Ki-67, SMA, DOG1,
SHH and GLI1 in non-aggressive Central Giant Cell Granulomas (NACGCG) and
aggressive Central Giant Cell Granulomas (AGCGCG), to provide subsidies to
distinguish these histopathologically similar lesions. The sample consisted of 12
NACGCG, 11 AGCGCG and 04 Juvenile Ossifying Fibroma (JOF), for comparative
purposes. To evaluate the markers, labeling index were used, which represented negative,
low and high expressions according to the intensity and proportion of cells markings. All
the results were submitted to statistical analysis. The assessment of clinical data revealed
that AGCGCG were significantly more associated with teeth (p = 0.047), lesions of
greater diameter (p = 0.000), associated symptomatology (p = 0.03) and radiopaque or
mixed radiographic features (p = 0.020). The lesion-associated symptomatology was
considered a 12-fold higher risk factor for AGCGCG (p = 0.016). There was no
significant difference in expression of the markers between NACGCG and AGCGCG (p>
0.05). Only CD34 expression between Central Giant Cell Granulomas (CGCG) and JOF
and GLI1 between AGCGCG and JOF were significant (p = 0.00 and p = 0.03,
respectively). In NACGCG there was a positive correlation only between the expressions
of the SHH and GLI1 markers (p = 0.040). Otherwise, there was a negative correlation
between vascular pattern (CD34) and GLI1 expression (p = 0.050), and between the
presence of myofibroblasts (SMA) and SHH expression (p = 0.031). In AGCGCG there
were positive correlations between CD68 and CD163 (p = 0.031), CD34 and D2-40 (p =
0.04) and between GLI1 and cyclin D1 (p = 0.030). In addition, we observed positive
correlations between the expression of lymphatic vessels (D2-40), cyclin D1 expression
(p = 0.045) and presence of myofibroblasts (SMA) (p = 0.027). The correlation between
neoformed vessels (CD105) and the presence of phagocytic cells (CD68) was negative (p
= 0.040). Thus, our results indicate that there was no difference in the protein expression
of the markers used in this study between NACGCG and AGCGCG, as well as between
CGCG and JOF, although JOF presented a higher vascular density and less expression of
the components of the Hedgehog (HH) signaling pathway. Association with teeth, larger
lesions and symptomatology associated to the lesion were related with AGCGCG, mainly
symptomatology associated with the lesion, considered a significant risk factor for these
lesions. The HH pathway is active in CGCG and, although its main components (SHH
and GLI1) have been positively correlated in both GCCGNA and GCCGAG, there was
no correlation of its components with myofibroblastic proliferation or angiogenesis in
CGCG. Finally, the role of lymph vessels in CGCG still needs to be better investigated,
although there seems to be an association with the aggressive variant.

Keywords: Giant Cell Granuloma, Ossifying Fibroma, immunohistochemistry, giant
cells.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a atual classificagdo dos tumores da cabeca e do pescogo da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Granuloma Central de Células Gigantes
(GCCG) ¢é considerado uma lesdo osteolitica benigna e localizada dos maxilares,
composta por células gigantes (CG) tipo osteoclastos dispostas em um estroma vascular,
que pode apresentar caracteristicas agressivas (EL-NAGGAR et al., 2017). Representa
cerca de 10% dos tumores benignos dos 0ssos gnaticos (FLANAGAN; SPEIGHT, 2014)
e a maior parte dos casos ocorrem em mulheres e pacientes jovens (DE LANGE; VAN
DEN AKKER; KLIP, 2004; AHMED; DUNLAP, 2016; MAIZ; DE LA ROSA-
GARCIA; CAMACHO, 2016; SARGOLZAEI; TAGHAVI; POURSAFAR, 2017). A
regido anterior dos 0ssos maxilares é a mais acometida por estas lesdes, com particular
predilecdo pela mandibula (DE LANGE; VAN DEN AKKER; KLIP, 2004; DE LANGE;
VAN DEN AKKER, 2005; SUN et al., 2009; VERED; BUCHNER; DAYAN, 2008).

O GCCG possui caracteristicas histologicas semelhantes as encontradas em
pacientes portadores de multiplos GCCG (Querubismo), Tumor Marrom (AUSTIN;
DAHLIN; ROYER, 1959) e Tumor de células gigantes (TCG) (AUCLAIR et al., 1988).
Embora possuam caracteristicas histologicas semelhantes, estas lesdes apresentam
comportamentos clinicos distintos, resultando em prognosticos variaveis (SMALL;
ROWE, 1975; CHUONG; KABAN, 1985; AUCLAIR et al., 1988; DE SOUZA et al.,
1999). Além disso, o papel das CG na patogénese destas lesdes ndo esta definido, apesar
de alguns autores acreditarem que elas derivem de células sanguineas mononucleares
periféricas, recrutadas a partir de citocinas produzidas pelas células fusiformes estromais
(NAGASAWA et al., 2002; ITONAGA et al., 2003; LIU; YU; LI, 2003). Dentre estas
citocinas, destacam-se: interleucina-1 (IL-1) (AHMED; DUNLAP, 2016), interleucina-4
(IL-4) (AGHBALI et al., 2017), interleucina-12 (I1L-12), interferon gama (IFN-y), fator
estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF) (SYRIO et al., 2011; AHMED;
DUNLAP; 2016), ligante do receptor de ativacdo do fator nuclear Kappa B (RANKL)
(L1U; YU; LI, 2003; AHMED; DUNLAP; 2016), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de necrose tumoral o (TNF-a) e fator de crescimento transformador 3

(TGF- B) (DE MATOS et al., 2012).
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A fim de fornecer subsidios para a compreensdo do comportamento clinico dos
GCCG, Chuong et al. (1986) dividiram estas lesdes em agressivas e ndo agressivas.
Diante do fato de que estas duas variantes possuem caracteristicas histoldgicas
semelhantes, diversos estudos tém sido realizados na tentativa de contribuir para
estabelecer parametros imuno-histoquimicos que pudessem diferenciar o0s GCCG néo
agressivos (GCCGNA) dos agressivos (GCCGAG). Dentre estes estudos, destacam-se
aqueles envolvendo proteinas expressas por macréfagos (O"MALLEY et al., 1997; LIU;
YU; LI, 2003; TORABINIA; RAZAVI; SHOKROLAHI, 2011; VARSHA et al., 2014;
KUJAN et al., 2015; KAHN et al., 2017; SARGOLZAEI; TAGHAVI; POURSAFAR,
2017), proteinas vasculares (O'MALLEY et al.,, 1997; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012; FALCI et al., 2014; VARSHA et al., 2014; KUMAR et al., 2016),
proteinas reguladoras do ciclo celular (DE SOUZA et al., 1999; SOUZA; MESQUITA;
GOMEZ, 2000; KAUZMAN et al., 2003; DICKSON et al., 2008; LEE et al., 2008;
HAMMAS et al., 2012; KUJAN et al., 2015) e proteinas expressas por fibroblastos com
diferenciacdo muscular (O"MALLEY et al., 1997; VERED et al., 2007; KUJAN et al.,
2015; MAIZ; DE LA ROSA-GARCIA; CAMACHO, 2016). Porém, ainda si0 poucos 0s
estudos que avaliam e comparam a expressdo imuno-histoquimica entre 0s GCCGNA e
GCCGAG (O'MALLEY etal., 1997; KRUSE-LOSLER et al., 2006; VERED et al., 2007;
DEWSNUP et al., 2008; SUSARLA et al., 2009; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,
2012; KAHN et al., 2017). Desta forma, parece que ainda néo foi possivel estabelecer um
perfil imuno-histoquimico que pudesse distinguir e auxiliar na compreensdo do

prognostico e tratamento dos GCCG.

Portanto, este trabalho busca auxiliar na compreensdo de pardmetros imuno-
histoquimicos que possam distinguir GCCGNA de GCCGAG, lesOes
histopatologicamente semelhantes e que apresentam comportamentos clinicos
discrepantes. Para tal, pretende-se estudar, por rea¢es imuno-histoquimicas, proteinas
que identifiguem a presenca de macréfagos (marcadores CD68 e CD163), padrdo
vascular (marcadores CD34, CD105 e D2-40), expressdo de proteinas reguladoras do
ciclo celular (marcadores p63, ciclina D1 e Ki-67), presenca de miofibroblastos
(marcador SMA), imunoexpressédo frente ao marcador DOG1 (AKPALO; LANGE;
ZUSTIN, 2012) e expressdo de componentes da via de sinalizacdo Hedgehog (HH)

(marcadores SHH e GLI1). Para fins comparativos, serdo incluidos casos de Fibromas
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Ossificantes Juvenis (FOJ), uma neoplasia fibro-6ssea benigna igualmente agressiva, que

pode causar grandes destrui¢cdes dos 0ssos gnaticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GCCG

O GCCG é uma lesdo osteolitica benigna e localizada dos maxilares, composta
por CG tipo osteoclastos dispostas em um estroma vascular, que pode apresentar
caracteristicas agressivas (EL-NAGGAR et al., 2017). Acomete, com maior frequéncia,
criancas e adultos jovens, com mais de 75% dos casos ocorrendo antes dos 30 anos de
idade. Mulheres séo afetadas em uma propor¢éo aproximadamente duas vezes maior em
relacdo aos homens (WHITAKER; WALDRON, 1993; ITONAGA et al., 2003,
FLANAGAN; SPEIGHT, 2014).

Estas lesbes podem fazer parte do mesmo processo patoldgico dos TCG, os quais
podem ocorrer em qualquer area do esqueleto Gsseo, sendo mais frequentemente
encontrados em epifises de 0ssos longos (KAUZMAN et al., 2004; KUJAN et al., 2015).
Os GCCG podem apresentar desde um crescimento lento e assintomatico, descobertos
em exames radiograficos de rotina, até lesdes mais agressivas com sintomatologia
dolorosa, crescimento rapido e expansivo, podendo causar reabsorcdo radicular e
deslocamento dentério, alem de elevados indices de recorréncia (CHUONG; KABAN,
1985; WHITAKER; WALDRON, 1993; DE LANGE; VAN DEN AKKER, 2005;
KRUSE-LOSLER et al., 2006).

Pelos motivos acima descritos, os GCCG sdo usualmente classificados em lesGes
agressivas e ndo agressivas de acordo com caracteristicas clinico-radiogréficas. Segundo
Chuong et al. (1986) e Peacock; Jordan; Schmidt (2012), existem critérios usualmente
utilizados neste tipo de classificacdo, sendo que para os GCCG serem considerados
agressivos devem possuir tamanho maior do que 5,0 cm (PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012) ou pelo menos trés dos cinco critérios descritos a seguir:
sintomatologia dolorosa, crescimento rapido, reabsorcdo radicular, deslocamento
dentario, perfuracdo de cortical e/ou recorréncia apds procedimento cirurgico de
enucleacédo e curetagem (CHUONG et al., 1986; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,
2012). As lesBes que ndo atendam os critérios citados anteriormente, séo classificadas
como GCCGNA, ou seja, normalmente sdo menores do que 5,0 cm, assintomaticas, de
crescimento lento, sem associa¢do com dentes ou perfuragédo de cortical e com menores

indices de recorréncia.
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As caracteristicas clinicas dos GCCG geralmente se apresentam da seguinte
forma: crescimento lento, expansivo, assintomatico, com radiolucidez bem definida e sem
reabsorcdo dentaria (CHUONG et al., 1986; VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008; SUN
et al., 2009). LesGes mais agressivas podem ser multiloculares (DE LANGE; VAN DEN
AKKER; VAN DEN BERG, 2007; VERED; BUCHNER; DAYAN, 2008; SUN et al.,
2009) e cerca de 30% dos casos seguem um curso clinico agressivo (VERED;
BUCHNER; DAY AN, 2008) caracterizado por dor, reabsorcédo e deslocamento dentarios,
perfuracdo de cortical e invasdo de tecidos adjacentes (CHUONG et al., 1986;
WHITAKER; WALDRON, 1993; VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008). Além destas
caracteristicas, 0s GCCG agressivos apresentam maior prevaléncia em criancas do que
em adultos (CHUONG et al., 1986; VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008; SUN et al.,
2009).

Histologicamente, esta lesdo é caracterizada por uma proliferacdo nédo
encapsulada de células mononucleares (CM) fusiformes e poligonais, permeadas por
células multinucleadas tipo osteoclastos em um estroma vascularizado, com focos de
hemorragia e pigmentagdo por hemossiderina (VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008;
TORABINIA; RAVAZI; SHOKROLAHI, 2011; FLANAGAN; SPEIGHT, 2014). A
lesdo pode apresentar uma arquitetura lobular, separada por septos fibrosos e presenca de
osteoide e tecido 6sseo. As CG dos GCCG sdo reativas para os marcadores de macrdfagos
e osteoclastos e as CM sdo os componentes proliferativos da lesdo (VERED; BUCHNER;
DAYAN, 2008; TORABINIA; RAVAZI; SHOKROLAHI, 2011; FLANAGAN;
SPEIGHT, 2014).

A maioria dos GCCG responde favoravelmente ao tratamento de curetagem local,
enquanto altos indices de recorréncia estdo associados a um comportamento clinico
agressivo e associacdo com sindromes como Noonan e Neurofibromatose tipo 1 (DE
LANGE; VAN DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007; VERED; BUCHNER; DAYAN,
2008). Para limitar as margens de resseccdo de grandes lesdes, drogas intralesionais ou
sisttmicas como corticosteroides, calcitonina de salméo, interferon o e, mais
recentemente, o inibidor (Denosumab) do ligante do receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANKL) tém sido utilizadas (NAIDU et al., 2014; SCHREUDER et al., 2014;
GUPTA et al., 2015; O’CONNELL et al., 2015; BREDELL et al., 2017).
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2.2 MARCADORES

2.2.1 CD68 e CD163

O CD 68 é uma glicoproteina presente em macrofagos, mondcitos e na membrana
de lisossomos (HOLNESS; SIMMONS, 2017), sendo utilizada na identificacdo de
macrdfagos ou de seus precursores em varios tumores (BINGLE; BROWN; LEWIS,
2002; ALLAVENA et al., 2008; SICA et al., 2008), incluindo os GCCG (TORABINIA;
RAVAZI; SHOKROLAHI, 2011; VARSHA et al., 2014; KUJAN et al., 2015; KAHN et
al., 2017). O CD163 é um marcador especifico de mondcitos/macrofagos, expresso
predominantemente em células com potencial anti-inflamatério (VAN GORP;
DELPUTTE; NAUWYNCK, 2010). Sua expressao € induzida por mediadores anti-
inflamatorios tais como glicocorticoides e interleucina-10 (IL-10), sendo inibida por
mediadores pré-inflamatorios como o IFN- y (SULAHIAN et al., 2000).

Existem dois tipos basicos de macréfagos: M1 e M2. Os macrofagos M1 sdo
ativados pela via classica, possuindo papel fundamental no estabelecimento do processo
inflamatorio, ou seja, sdo considerados agentes pré-inflamatorios e ainda possuem funcéo
antitumoral. Os macréfagos M2, considerados supressores inflamatorios, sdo ativados
pela via alternativa, participando do processo de reparacao tecidual, principalmente
através do estimulo angiogénico. Promovem ainda a progressdo do tumor atraves do
aumento da densidade vascular de um tecido tumoral, aumentando a oxigenacgdo e
disponibilizacdo de nutrientes para as células tumorais (SICA et al., 2006; SICA et al.,
2008; TAKEYA; KOMOHARA, 2016). Além disso, sdo responsaveis pela producdo de
moléculas imunossupressoras, que suprimem a imunidade anti-tumoral mediada por
células T, e possuem papel fundamental no processo de invasdo tecidual e metastase
(TAKEYA; KOMOHARA, 2016).

Em GCCG dos maxilares, tanto as CM quanto as CG tém apresentado
imunopositividade para o CD68 (O'MALLEY et al., 1997; LIU; YU; LI, 2003,
TORABINIA; RAVAZI; SHOKROLAHI, 2011; VARSHA et al., 2014; KUJAN et al.,
2015; KAHN et al., 2017; SARGOLZAEI; TAGHAVI; POURSAFAR, 2017). Kahn et
al. (2017) avaliaram se a idade e a expressdo do CD163 estariam associadas ao
comportamento clinico destas lesdes, verificando que, assim como para o CD68, as CM

e CG apresentaram imunopositividade para este marcador, concluindo que idade
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avancada e alta expressdo de CG para o CD163 seriam fatores preditores para 0s
GCCGNA. Para nosso conhecimento ndo existem outros estudos que avaliem o papel do
marcador CD163 nos GCCG.

2.2.2CD34, CD105 e D2-40

Constantemente expressa no endotélio vascular, a glicoproteina de superficie
celular CD34 é por vezes utilizada para avaliacdo da densidade vascular presente em
GCCGNA e GCCGAG, com maior expressdo nas lesdes consideradas agressivas
(DEWSNUP et al., 2008; SUSARLA et al., 2009; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,
2012). Este anticorpo € um conhecido marcador de células endoteliais de tecidos normais
e neoplasicos (PUSZTASZERI; SEELENTAG; BOSMAN, 2006), porém € incapaz de
diferenciar vasos pré-existentes de vasos neoformados. Por outro lado, o CD105, uma
proteina de membrana vascular, estd altamente expressa em vasos neoformados
(CHEIFETZ et al., 1992). Este marcador tem sido utilizado na avalia¢do de malformacGes
vasculares e granulomas piogénicos (VASCONCELOS et al., 2011), mas o seu papel nos
GCCG ainda é desconhecido (FALCI et al., 2014).

Utilizada para avaliacdo da invasdo linfatica em diversas lesGes (KAHN;
MARKS, 2002; NAKAYAMA; EUZAN; YASUI, 2013; CABIBI et al., 2015; TAJIMA;
FUKAYAMA, 2015), a proteina D2-40 é identificada por um anticorpo monoclonal, ou
seja, € capaz de identificar apenas um antigeno especifico, como um epitopo de
determinada proteina. Este anticorpo vem sendo considerado um marcador confiavel de
invasdo linfatica por alguns estudos (DOEDEN et al., 2009; MOHAMMED et al., 2011),
pois € capaz de se ligar a um epitopo presente nas moléculas de podoplanina, uma
glicoproteina transmembrana presente principalmente na interface luminal de vasos
linfaticos (ESSNER, 2006). Na patogénese dos GCCG, o papel dos vasos linfaticos ainda
é incerto (FALCI et al., 2014).

Existem alguns estudos que avaliam o papel destes marcadores vasculares em
GCCG, principalmente o CD34 (O'MALLEY et al, 1997; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012; FALCI et al., 2014; VARSHA et al., 2014; KUMAR et al., 2016).
Apenas um estudo utilizou os marcadores CD105 e D2-40 para avaliar angiogénese e
linfangiogénese nestas lesdes (FALCI et al, 2014). Todos estes estudos verificaram, em

graus variaveis, imunopositividade para os marcadores acima descritos em GCCG.



22

Peacock; Jordan; Schmidt (2012) compararam GCCGNA com GCCGAG através da
utilizacdo de marcadores vasculares, dentre eles 0 CD34, que também apresentaram graus
variados de imunomarcacdo e permitiram concluir que houve maior grau de

vascularizagdo e angiogénese nos GCCGAG do que nos GCCGNA.

2.2.3 p63, ciclina D1 e Ki-67

A proteina p63 participa do ciclo celular e aparenta desempenhar papel
fundamental para manutencdo de uma populacdo de células precursoras em diversos
tecidos epiteliais. A falha na transducdo desta proteina pode desencadear sindromes
congénitas que afetam tecidos epiteliais (CELLI et al., 1999). O gene p63 € um membro
da familia do gene p53 sendo expresso em seis isoformas de proteinas, que séo divididas
em dois grupos, aquelas que contém o dominio de ativacdo de transcri¢do (isoformas TA)
e aquelas que ndo possuem (isoformas N). Assim como as proteinas codificadas pelo gene
p53, as proteinas TAp63 atuam em genes alvo especificos induzindo a parada do ciclo
celular e apoptose (OSADA et al., 1998; LITTLE; JOCHEMSEN, 2001).

As proteinas Np63, por sua vez, atuam de maneira dominante negativa, inibindo
a ativagdo da transcri¢do das proteinas TAp63 e p53 (LITTLE; JOCHEMSEN, 2001).
Esta Gltima controla pontos de verificacao responsaveis por regular a entrada da célula na
proxima fase do ciclo celular em células normais (JALAVA et al., 2006). Neste caso, 0
p53 atua como fator de transcri¢do induzindo a formacg&o da proteina p21, que possui
funcgéo inibidora de quinase dependente de ciclina, desacelerando o ciclo celular. Este
mecanismo proporciona tempo para o processo de reparacdo do DNA (JALAVA et al.,
2006). Se 0 DNA estiver danificado apos o reparo, a p53 pode induzir apoptose (ELLIS
et al., 1997). Neste contexto, as isoformas proteicas TAp63 e Np63 possuem atividades
de supressdo tumoral e ocongénicas, respectivamente (LITTLE; JOCHEMSEN, 2001).

Alteracdes nas proteinas reguladoras do ciclo celular, principalmente aquelas que
regulam a transicédo entre as fases G1 e S, tém sido associadas a patogénese de uma grande
variedade de tumores humanos incluindo os TCG (DIEHL, 2002; KAUZMAN et al.,
2003). Dentre os reguladores do ciclo celular, a ciclina D1 tem se mostrado
constantemente expressa (DIEHL, 2002; FU et al., 2004), sendo considerada uma
proteina que ativa as quinases ciclina-dependentes e regula a passagem das células através
do ponto de restricdo G1/S do ciclo celular (SHERR, 1996).
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Como é de se esperar, as ciclinas envolvidas na progressao do ciclo celular
apresentam expressdo aberrante no desenvolvimento de tumores, enquanto proteinas que
desaceleram a diviséo celular, como as inibidoras das quinases ciclina-dependentes, estdo
frequentemente inativadas (HIRAMA; KOEFFLER, 1995). Dentre as proteinas
reguladoras do ciclo celular associadas ao desenvolvimento de neoplasias malignas, a
ciclina D1 € uma das mais prevalentes. Portanto, a sua expressdo aberrante transfere o
controle normal do ciclo celular das células para um processo de transformagdo maligna
(DONNELLAN; CHETTY, 1998).

Outra proteina participante do ciclo celular é o Ki-67, sendo utilizada como um
marcador de proliferacdo celular (O'MALLEY et al., 1997). E considerada uma proteina
ndo-histonica (GERDES et al., 1991; MCCORMICK et al., 1993), codificada por um
anico gene no cromossomo 10 (MCCORMICK et al., 1993), que est& presente na matriz
nuclear durante a interfase da mitose ligando-se ao cromossomo (VERHEIJEN et al.,
1989). Com excec¢do da fase GO (célula em repouso) (SCHOLZEN; GERDES, 2000;
JALAVA et al., 2006), esta presente em todas as fases ativas do ciclo celular (SOUZA et
al., 1999; SCHOLZEN; GERDES, 2000; JALAVA et al., 2006).

Com relagdo aos estudos que avaliaram estes marcadores em GCCG, pode-se
observar gque, em todos, apenas as CM apresentaram imunopositividade para o Ki-67,
embasando o fato destas células serem consideradas os componentes proliferativos desta
lesdo (DE SOUZA et al., 1999; DE SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000; KAUZMAN
etal., 2003; KUJAN etal., 2015). Em contrapartida, as CM e CG destas lesdes apresentam
imunonegatividade para o p63, sugerindo que 0s GCCG possuem uma patogénese distinta
dos TCG, que apresentam expressao positiva para o p63 em CM (DICKSON et al., 2008;
LEE etal., 2008; HAMMAS et al., 2012). A expressdo da ciclina D1 tanto em CM quanto
em CG ¢ considerada positiva, com maior expressao por parte das Ultimas (KAUZMAN
et al., 2003).

2.2.4 SMA

O SMA (smooth muscle actin) € uma proteina utilizada como marcador de células
musculares lisas, especialmente os miofibroblastos (WANG et al., 2014). Este marcador
reage com a actomiosina (complexo proteico formado por actina e miosina) e diferentes

antigenos dos musculos lisos, que constituem o citoesqueleto celular (GIULIA et al.,



24

2016). Os miofibroblastos sdo células especializadas que fazem parte dos tecidos de
cicatrizacdo normais e de lesbes malignas e benignas (DARBY; HEWITSON, 2007;
KELLERMANN et al., 2007; FREGNANI et al., 2009). Podem estar associados com o
comportamento agressivo de lesdes que ndo contém células gigantes (FREGNANI et al.,
2009; DING et al., 2014), com invasdo tumoral e com um pior progndéstico de carcinomas
orais de células escamosas, por exemplo (VERED et al., 2005; KELLERMANN et al.,
2007; DING et al., 2014).

O crescimento de um tumor é determinado ndo apenas por suas células
proliferativas, mas também pelo seu estroma, no qual os fibroblastos podem se tornar
uma importante subpopulacdo que contribui para o crescimento e progressao tumoral
(KALLURI, 2003). Estes fibroblastos adquirem um fenotipo especifico permitindo que
sejam identificados pela expressdo da SMA. A funcdo destas células baseia-se na
producdo de citocinas, fatores de crescimento e producdo de matriz extracelular,
participando do processo de angiogénese e recrutamento de células endoteliais
(KALLURI; ZEISBERG, 2006). Dentre estas citocinas e fatores de crescimento,
destacam-se: proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP1), proteases degradantes de
matriz extracelular (MEC), TGF-B, VEGF, fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF2) (KALLURI; ZEISBERG, 2006).

Nos GCCG ou TCG, a presenca de imunopositividade para esta proteina indica
uma diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos (O"MALLEY etal., 1997; KUJAN
et al., 2015), que pode estar associada com a presenca de vasos sanguineos neoformados
(KUJAN et al., 2015). Estudos imuno-histoquimicos prévios comprovam que 0S
miofibroblastos sdo componentes integrais do estroma de GCCG (O MALLEY et al.,
1997; VERED et al., 2007; KUJAN et al., 2015; MAIZ; DE LA ROSA-GARCIA;
CAMACHO, 2016), mas parece ndo haver diferengas da sua expressdo entre GCCGNA
e GCCGAG (VERED et al., 2007).

2.2.5D0G1

DOG1 (discovered on GIST1) € uma proteina transmembrana expressa
predominantemente na membrana plasmatica de tumores estromais gastrointestinais
(GIST) e raramente expressa em outros tumores de tecidos moles, que, devido a
aparéncia, podem ser confundidos com GIST. (ESPINOSA et al., 2008; LIEGL et al.,
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2009; LEE; LIANG; ESPINOSA, 2010). Esta proteina pode ser utilizada no diagnostico
diferencial de condroblastomas e TCG, pois condroblastomas apresentam
imunopositividade para este marcador enquanto os TCG apresentam expressao negativa
(AKPALO; LANGE; ZUSTIN, 2012). Até o momento ndo existem estudos que avaliem

este marcador em GCCG.

2.2.6 SHH e GLI1

A via de sinalizacdo Hedgehog (HH) € conhecida por desempenhar um papel
chave no desenvolvimento embriondrio de varios o6rgdos, incluindo os dentes
(HARDCASTLE et al., 1998), permanecendo inativa apos este periodo (HARDCASTLE
et al., 1998; INGHAM; MCMAHON, 2001; CHARI; MCDONNELL, 2007,
HASSOUNAH; BUNCH; MCDERMOTT, 2012; AMAKYE; JAGANI; DORSCH,
2013). A desregulacdo desta via estd associada ao desenvolvimento e progressdo de
tumores, como o Carcinoma Escamocelular de boca (BUIM et al., 2011). Uma das formas
que a via HH pode participar da progressdo tumoral ¢ através do estimulo a angiogénese
(VALVERDE et al., 2012).

Em humanos, esta via é ativada pelo ligante Sonic Hedgehog (SHH), que se liga
aos receptores transmembrana patched (PTCH1 e PTCH2), resultando na liberacdo da
atividade sinalizadora da proteina smoothened (SMO). Este processo culmina na ativacdo
e translocacao do fator de transcricdo GLI-Krlppel (GLI1, 2 e 3), especialmente o GLI1,
provocando a ativacdo transcricional de genes alvo, como o0 gene responsavel pela
transcricdo da ciclina D1 (CCND1) (CHARI; MCDONNELL, 2007; SCALES; DE
SAUVAGE, 2009). A ativacdo dos genes alvos esta envolvida em uma variedade de
funcdes celulares, como proliferacdo e sobrevivéncia celular, transicdo epitélio-
mesénquima, manutencdo de células-tronco teciduais, angiogénese e destino celular
(MERCHANT; SAQUI-SALCES, 2014). Adicionalmente, os genes GLI e PTCH1 séo
alvos da via, caracterizando desta forma, um mecanismo de retroalimentacdo (COHEN,
2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012; MERCHANT; SAQUI-SALCES, 2014).

Como a expressao aberrante da via HH ap6s o periodo embrionario tem sido
associada ao desenvolvimento e progressdo de alguns tumores humanos, incluindo
canceres de préstata (KARHADKAR et al., 2004; CHARI; MCDONNELL, 2007), trato
gastrointestinal (BERMAN et al., 2003) e mama (KATANO, 2005; MUKHERJEE et al.,
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2006), alguns estudos tém considerado os componentes desta via como potenciais alvos
terapéuticos e pesquisas tém sido direcionadas no sentido de desenvolver drogas, tais
como inibidores de SMO e antagonistas do GLI (COHEN, 2012; MCMILLAN;
MATSUI, 2012; AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; CONI; INFANTE; GULINO,
2013). Para nosso conhecimento, este sera o primeiro estudo a avaliar o papel de

componentes da via de sinalizacdo HH em GCCG.



27

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao imuno-histoquimica dos marcadores CD68, CD163, CD34,
CD105, D2-40, p63, ciclina D1, Ki-67, SMA, DOGL1, SHH e GLI1 em GCCGNA e
GCCGAG, na tentativa de fornecer subsidios que possam distinguir estas lesdes, que séo
histopatologicamente semelhantes. Para fins comparativos, serdo incluidos casos de FOJ

agressivos, lesdes igualmente destrutivas dos 0ssos maxilares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os parametros clinicos (sexo, idade, associagdo com dentes, tamanho,
tempo de evolugdo, sintomatologia, localizacdo e aspecto radiografico) e a expressao
imuno-histoquimica dos marcadores CD68, CD163, CD34, CD105, D2-40, p63, ciclina
D1, Ki-67, SMA, DOGL1, SHH e GLI1 em GCCG;

Avaliar se a expressdo imuno-histoquimica dos marcadores CD68, CD163, CD34,
CD105, D2-40, p63, ciclina D1, Ki-67, SMA, DOG1, SHH e GLI1 em GCCGNA e
GCCGAG pode auxiliar na distingdo entre estas duas variantes e comparé-las com os
FOJ;

Correlacionar a expressdo imuno-histoquimica dos marcadores CD68, CD163,
CD34, CD105, D2-40, p63, ciclina D1, Ki-67, SMA, DOGL1, SHH e GLI1 entre si nos
GCCGNA e GCCGAG;

Realizar uma regressdo logistica entre as expressdes imuno-histoquimicas dos
marcadores CD68, CD163, CD34, CD105, D2-40, p63, ciclina D1, Ki-67, SMA, DOG1,
SHH e GLI1 e os dados clinicos nos GCCGNA e GCCGAG para verificar se existem
fatores que podem ser considerados de risco ou de protecao destas lesoes.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto desta pesquisa foi submetido na Plataforma Brasil e encaminhado ao
Comité de Etica em Pesquisa da Escola de Enfermagem da Universidade Federal da
Bahia, para a devida avaliacdo, e aprovacdo, sob o protocolo de numero
66087817.1.1001.5531 e parecer nimero 2.014.366.

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Esta pesquisa trata-se de um estudo transversal, descritivo e exploratorio, que
selecionou les6es com diagnostico de GCCG através da coleta de dados clinicos da ficha
de pacientes armazenados no banco de dados da Disciplina de Patologia Bucal do
Departamento de Propedéutica e Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) e da Disciplina de Patologia Bucal do
Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sé&o
Paulo (FOUSP). Foram selecionados 23 casos de GCCG e 04 casos de FOJ de pacientes
que tiveram seus espécimes cirurgicos analisados e diagnosticados pela Disciplina de
Patologia Bucal do Departamento de Propedéutica da FOUFBA e pela Disciplina de
Patologia Bucal do Departamento de Estomatologia da FOUSP. Todos os casos foram
fixados em formol tamponado neutro 10% e processados seguindo rotinas histotécnicas

para este fim.

Foram critérios para inclusdo das lesbes no trabalho: tecido biologicamente
preservado e passivel de analise microscépica, dados clinicos disponiveis e suficientes
para classifica-los em GCCGNA e GCCGAG, bem como diagnostico anatomopatoldgico
de GCCG e FOJ. Definiu-se como critérios de exclusdo: auséncia de tecido
biologicamente preservado, blocos de parafina com pouco material e dados clinicos ndo

disponiveis ou incompletos para o fim proposto.

4.3 ESTUDO CLINICO E HISTOPATOLOGICO

Foram coletados os seguintes dados clinicos dos pacientes: sexo, idade (anos),

associacdo com dentes, tamanho (mm), tempo de evolugdo (meses), sintomatologia,
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localizacdo e aspecto radiografico. Todos os casos foram selecionados por um patologista
experiente apds avaliacdo das laminas histologicas coradas com hematoxilina/eosina e
confeccionadas na época da realizacéo do estudo histopatoldgico. Apos a selecdo dos 23
casos de GCCG, a partir dos blocos parafinados, confeccionou-se 01 nova lamina
histologica por bloco, sendo corada com hematoxilina/eosina e avaliada pelo mesmo
patologista experiente, de acordo com os critérios adotados pela OMS (2017) (EL-
NAGGAR et al., 2017) e seguindo os critérios de inclusdo e exclusdo deste estudo. A
classificacdo dos casos em GCCGNA e GCCGAG baseou-se em estudos prévios
(CHUONG et al., 1986; DEWSNUP et al., 2008; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,

2012), utilizando critérios disponibilizados na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e radiograficas dos GCCGNA e GCCGAG.

Critérios GCCGNA GCCGAG

Primérios < 50mm de diametro > 50mm de diametro

Auséncia de recorréncia ap0s enucleacdo e Recorréncia ap6s enucleagdo e curetagem

curetagem

Secundarios  Crescimento lento (> 6 meses) Crescimento rapido (< 6 meses)

Auséncia de reabsorcdo/deslocamento dentario  Presenca de reabsorgéo/deslocamento dentério

Auséncia de perfuracdo de cortical Presenca de perfuragdo de cortical

Auséncia de sintomatologia associada a lesdéo  Presenca de sintomatologia associada a lesdo

Tabela adaptada dos estudos de Chuong et al. (1986), Dewsnup et al. (2008) e Peacock; Jordan; Schmidt (2012).
Para serem classificadas como GCCGAG, as lesdes deveriam apresentar um critério primario ou pelo menos trés

critérios secundarios.

4.4 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Cortes de 3um de espessura foram obtidos dos espécimes fixados em formol e
emblocados em parafina, sendo dispostos em laminas de vidro previamente limpas e
silanizadas. Inicialmente foram efetuadas reacbes de padronizacdo para determinar as
melhores dilui¢cBes, métodos de recuperacdo antigénica e tempo de incubacdo de cada

anticorpo, conforme rotina do nosso grupo de pesquisa. A seguir, 0os casos foram
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submetidos a reacdes imuno-histoquimicas referentes aos marcadores CD68, CD163,
CD34, CD105, D2-40, p63, ciclina D1, Ki-67, SMA, DOG1, SHH e GLI1 de acordo com
0 protocolo de imuno-histoquimica do Laboratério de Patologia da FOUFBA. Dados
sobre fabricante, clone, diluicdo, recuperagdo antigénica e controle positivo dos

anticorpos estdo descritos na tabela 2.

Ap0s passagem pela estufa a 60 ° por 24 horas no dia anterior a reacédo, as sec¢oes
histologicas seguiram para desparafinizagdo em xilol e reidratacdo com alcool. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com perdxido de hidrogénio 3% por 15
minutos (2x). Para exposi¢do dos epitopos antigénicos, as sec¢es foram submetidas a
recuperacdo antigénica, em calor imido ou atraves de estufa por 20 minutos, conforme
descrito na tabela 2. Os anticorpos primarios foram incubados overnight (18h) a
temperatura de 4°C, com excecdo do anticorpo p63, cuja incubacgéo foi realizada no
periodo de 01 hora.

Apo0s a incubacdo com o anticorpo primario, os cortes foram incubados com o
sistema polimérico de amplificacdo Advance™ (Dako Corporation, Carpinteria, CA,
EUA) por 30 minutos, com exce¢do da reacdo envolvendo a proteina CD34, quando foi
utilizado o sistema polimérico de amplificagdo EnVision™ (Dako Corporation,
Carpinteria, CA, EUA). As reacgdes foram reveladas com o cromdgeno DAB™ (3,3-
diaminobenzidina, Dako, Carpinteria, CA, EUA), por 5 minutos, em camara escura e,
posteriormente, as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto

e montadas ap0s desidratacdo com alcool e diafanizagdo com xilol.

Apos a realizacdo das reacBes imuno-histoguimicas, as laminas foram avaliadas
por um examinador experiente utilizando o microscopio digital virtual Axio Lab.Al
(Zeiss, Alemanha, 2008), com um aumento de 400x. As imagens deste estudo foram
captadas por uma camera digital (AxioCam ICc3, Zeiss, Alemanha, 2008) e transferidas

para um monitor de video por um sistema computadorizado.
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Anticorpo Marca Clone Controle positivo Recuperagéo Diluicéo
comercial antigénica
CD68 Dako PGM1 Mucocele EDTA pH 8,0 (95°C) - 1:100
20 minutos
CD163 Cell Marque GHI/61 Mucocele EDTA pH 8,0 (95°C) - 1:25
20 minutos
CD34 Dako QBEND 10 Mucocele Tripsina 1% (37°C) - 1:100
30 minutos
CD105 Dako SN6h Céancer de mama  Citrato pH 8,0 (95°C) - 1:30
20 minutos
D2-40 Dako D2-40 CoO Citrato pH 6.0 (95°C) - 1:150
20 minutos
p63 Biosystems 7JUL CEC Citrato pH 6,0 (95°C) - 1:10
20 minutos
Ciclina D1 Dako SP4 CO Citrato pH 6.0 (95°C) - 1:50
20 minutos
Ki-67 Cell Marque SP6 CEC Citrato pH 6.0 (95°C) - 1:100
20 minutos
SMA Dako 1A4 Mucocele Citrato pH 6,0 (95°C) - 1:100
20 minutos
DOG1 Cell Marque SP31 GIST Citrato pH 8,0 (95°C) - 1:100
20 minutos
SHH Novus 5H4 Placenta Citrato pH 6.0 (95°C) -  1:1000
Biologicals 20 minutos
GLI1 Novus Policlonal Placenta Citrato pH 6.0 (95°C) - 1:600
Biologicals 20 minutos

CEC = Carcinoma escamocelular; CO = Ceratosisto Odontogénico; GIST = Gastrointestinal Stromal

Tumor.
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Para avaliacdo imuno-histoquimica, os casos foram classificados de acordo com
um escore de intensidade e proporcao de marcag6es, baseados em critérios utilizados em
trabalhos prévios (DULTRA et al., 2012; VIDAL et al., 2016). A intensidade de marcacdo
foi classificada da seguinte maneira: 0 = auséncia de marcagdo; 1 = marcacdo discreta; 2
= marca¢do moderada; 3 = marcacdo intensa. A propor¢cdo de células marcadas foi
definida da seguinte maneira: 0 = 0a 10%; 1 = 11 a 40%; 2 = 41 a 75%; 3 = 76 a 100%.
Em seguida foi calculado o indice de marcacgdo (IM) da seguinte forma: multiplicou-se o
escore da intensidade de marcacdo (0 a 3) pelo escore da proporcéo de marcagédo (0 a 3).
Por fim, de acordo com os valores obtidos, a expressao dos anticorpos foi classificada de
acordo com o IM da seguinte maneira: expressao negativa (IM-) para IM = 0; baixa

expressao (IM1+) para IM entre 1 e 5; alta expressdo (IM2+) para IM > 6.

Para os anticorpos CD163, CD34, CD105 e D2-40, as células marcadas foram
contadas ao invés de terem a propor¢do de marcagédo avaliada, seguindo o que é observado
em outros estudos (FALCI et al., 2014; VARSHA et al., 2014; KAHN et al., 2017). As
contagens foram realizadas manualmente e sob aumento de 400x apos selecao aleatdria
de 10 campos com caracteristicas evidentes das lesdes estudadas. Para permitir a
comparagao com a proporcao de células marcadas pelos demais anticorpos (representadas
em porcentagem), os valores obtidos apds a contagem foram transformados em
porcentagem e classificados de acordo com os escores descritos anteriormente (0 =0 a
10%; 1 = 11 a 40%; 2 = 41 a 75%; 3 = 76 a 100%), e multiplicados pelos respectivos
escores de intensidade de marcacdo, semelhante ao que foi realizado por Vidal et al.
(2016).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados organizado em
planilhas do programa operacional Microsoft Excel e a analise estatistica foi realizada
utilizando o Software Minitab versdo 14® (Minitab Inc., Pennsylvania, USA). Os dados
foram analisados segundo a distribui¢do na curva normal de Gauss e, a partir da analise
estatistica descritiva destes (Média, Mediana e Desvio Padrdo), foram aplicados testes
paramétricos e ndo-paramétricos de acordo com a distribuicdo encontrada nos resultados

e tamanho amostral.
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Para identificar a associacdo entre os marcadores, caracteristicas clinicas e tipo de
lesdo foram utilizados o teste exato de Fischer, teste do qui-quadrado e regresséo logistica
univariada. Os testes de Kruskal-Wallis e ANOVA foram realizados para comparar as
diferengas entre os grupos nas varidveis continuas e a Correlacdo de Spearman, para
correlacionar dois marcadores entre si. Todos foram realizados com nivel de significancia

de 95% (valor de “p” menor ou igual a 5%).



34

5 RESULTADOS

5.1 ASPECTOS IMUNO-HISTOQUIMICOS GERAIS

A seguir serdo descritas as caracteristicas gerais das imunoexpresstes
apresentadas pelos casos selecionados neste estudo, sendo representadas por suas

respectivas fotomicrografias (Figuras 1, 2 e 3).

5.1.1 CD68

De um modo geral, este marcador foi positivo em citoplasma de CG, embora
alguns casos positivos em CM também foram observados, com marcacdo nuclear

predominante (Figura 1A). Os casos de FOJ também apresentaram marcacdo em CG.

5.1.2 CD163

De um modo geral, houve imunopositividade predominantemente nuclear nas CM

e, raramente houve marcacdo em CG (Figura 1B).

5.1.3CD34

Houve predominio de marcacdo nuclear e citoplasmatica em microvasos
colabados circundados por CG (Figura 1C). Nos FOJ, o estroma fibrocelular mostrou
imunopositividade em numerosos vasos colabados ou ndo, e acompanhando diversos

fasciculos celulares.

5.1.4 CD105

Observou-se poucos microvasos com nucleo e citoplasma marcados distribuidos

pelo estroma das les6es (Figura 1D).

5.1.5 D2-40
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Houve marcacdo citoplasmatica de CM, além de poucos vasos linfaticos, tanto
nos GCCG (Figura 2B) como nos FOJ.

5.1.6 p63

Apenas raras CM, especialmente aquelas em mitose, mostraram

imunopositividade nuclear para este marcador (Figura 2A).

5.1.7 Ciclina D1

Houve predominio de marcac¢do no nucleo das CG, embora raras CM também
apresentassem imunopositividade para este marcador (Figura 2C). Nos casos de FOJ foi
possivel observar imunopositividade especialmente em CM, embora CG também

estivessem marcadas.

5.1.8 Ki-67

Houve rara marcacdo em CM, com predominio nuclear e por vezes sob a forma

de pequenos acumulos focais (Figura 2D).

5.1.9 SMA

As CM ovalares e fusiformes mostraram marcacdo positiva ao SMA, sendo
predominantemente citoplasmatica. Nas CG, nlcleos e/ou citoplasma por vezes também
foram positivos para este marcador. As areas de fibrose permeando ou na periferia de CG
também apresentaram positividade (Figura 3A). Os casos de FOJ apresentaram marcagao

nuclear e, por vezes, citoplasmatica em células estromais.

5.1.10 DOG1

N&o houve marca¢do membranar, embora tenha havido marcacao citoplasmatica

em algumas CG, que foi considerada inespecifica.

5.1.11 SHH
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De um modo geral, marcou citoplasma das CM e CG. Eventualmente, alguns
casos apresentaram apenas marcacdo citoplasmatica em CG (Figura 3B). De forma
similar, os casos de FOJ apresentaram marcacao citoplasmatica em células estromais e
CG.

5.1.12 GLI1

A expressdo do GLI1 foi varidvel, ora marcando CM, ora marcando CG,
especialmente citoplasma, ou ambos (Figura 3C). Nos FOJ, houve imunopositividade em

citoplasma de CM e nucleos de CG.



Figura 1. Expressao imuno-histoquimicaem GCCG. (A) Podemos observar expressao citoplasmatica em CG com raras CM apresentando nicleos imunopositivos para o CD68. (B) Notar auséncia

de expressdo em CG e expressdo nuclear predominante em CM para o CD163. (C) Pode-se observar microvasos colabados apresentando imunopositividade para o0 CD34 em meio a CG. (D)

Observar imunopositividade para 0 CD105 em microvasos colabados ou ndo.
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Figura 2. Expressdo imuno-histoquimica em GCCG. (A) Notar discreta expressdo nuclear em algumas CM, especialmente aquelas em mitose, para o p63. (B) Podemos observar moderada
expressdo para 0 D2-40 em microvasos ndo colabados. (C) Observar intensa marcagdo nuclear em CG, com raras CM imunopositivas para a ciclina D1. (D) Pode-se observar algumas CM

dispersas em meio ao estroma tumoral marcadas para o Ki-67.



Figura 3. Expressdo imuno-histoquimica em GCCG. (A) Estroma composto por CM ovalares e, predominantemente, fusiformes com intensa marcagao nuclear e citoplasmatica para o0 SMA. (B)
Notar expressdo nuclear e citoplasmatica para 0 SHH em CM e expressdo, predominantemente, citoplasméatica em CG. (C) Observar intensa marcagdo nuclear tanto em CM quanto em CG para

0 GLI1, que também marcou, de forma menos intensa, citoplasma de CG.
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5.2 DADOS CLINICOS

A tabela 3 descreve as caracteristicas clinicas dos GCCG, onde podemos observar
maior prevaléncia destas lesdes no sexo feminino em rela¢do ao sexo masculino (74% e
26%, respectivamente), sem diferencas estatisticas entre GCCGNA e GCCGAG (p > 0,05
- teste qui-quadrado). A média de idade foi de 33,55 anos (DP = + 17,2), sendo que 0s
GCCGAG apresentaram menor média de idade (29,18 anos; DP = + 16,44) em relacéo
aos GCCGNA (37,91 anos; DP = + 17,78), porém esta diferenca ndo apresentou
significancia estatistica (p > 0,05 - One-way ANOVA). Com relagdo a associagdo com
dentes (reabsorcdo ou deslocamento dentarios), as lesbes agressivas apresentaram
associacdo significativamente maior do que as lesdes nao agressivas (p = 0,047 - teste
qui-quadrado). O tamanho médio dos GCCG foi de 35,95mm (DP = £ 9,69) em seu maior
didmetro, sendo que as lesdes agressivas apresentaram um tamanho médio (57,86mm; DP
= + 6,99) significativamente maior (p = 0,000 - One-way ANOVA) do que as lesdes ndo
agressivas (23,17mm; DP = £ 10,88).

A tabela 3 mostra ainda que os GCCG apresentaram um tempo meédio de evolugéo
de 13,31 meses (DP = + 15,87), sendo menor nos GCCGAG (12,63 meses; DP =+ 12,41)
quando comparado aos GCCGNA (14,50 meses; DP = £ 18,70), porém ndo houve
significancia estatistica (p > 0,05 - One-way ANOVA). Na maioria dos casos de GCCG
(52,17%), ndo houve relato de sintomatologia associada a lesdo, porém a maioria
(72,73%) dos casos de lesbes agressivas apresentaram sintomatologia associada, em
contraste com os casos de lesdes ndo agressivas (27,27%), resultando em significancia
estatistica (p = 0,03 - teste qui-quadrado). A mandibula foi mais acometida do que a
maxila (78,26% e 21,74%, respectivamente), porém sem diferenca estatisticamente
significante entre GCCGNA e GCCGAG (p > 0,05, teste qui-quadrado). Em
contrapartida, o aspecto radiogréfico apresentou significancia estatistica (p = 0,020 - teste
qui-quadrado) na comparacdo entre as duas variantes, quando 40% dos GCCGAG
apresentaram aspecto radiografico misto ou predominantemente radiopaco e nenhum

caso de GCCGNA apresentou estes tipos de imagens radiogréaficas.
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Tabela 3. Dados clinicos dos GCCG.

GCCG(n=23) GCCGNA(n=12) GCCGAG (n=11) p (valor)

Sexo Feminino 17 (74%) 9 (75%) 8 (73%) 0,72
Masculino 6 (26%) 3 (25%) 3 (27%)
Idade (anos) ND 1 1 - 0,246
Média 33,55 37,91 29,18
DP +17,12 + 17,78 + 16,44
Amplitude 10-72 16-72 10 - 67
Associacdo ND 8 (35%) 6 (50%) 2 (18%) 0,047*
com dentes Sim 9 (39%) 2 (17%) 7 (64%)
Néo 6 (26%) 4 (33%) 2 (18%)
Tamanho ND 4 - 4 0,000*
(mm) Média 35,95 23,17 57,86
DP + 9,69 + 10,88 + 6,99
Amplitude 3-70 3-45 50-70
Tempo de ND 7 4 3 0,817
evolucéo Média 13,31 14,50 12,63
(meses) DP + 15,87 + 18,70 +12,41
Amplitude 3-60 3-60 4-36
Sintomatologia ND 1 (4%) 1 (8%) - 0,03*
Sim 10 (44%) 2 (17%) 8 (73%)
Néo 12 (52%) 9 (75%) 3 (27%)
Localizacéo Maxila 5 (22%) 3 (25%) 2 (18%) 0,692
Mandibula 18 (78%) 9 (75%) 9 (82%)
Aspecto ND 2 1 1 0,020*
radiografico Radioldcido 17 (81%) 11 (100%) 6 (60%)
Radiopaco/Misto 4 (19%) 0 (0%) 4 (40%)

ND = Informagdo nédo disponivel; DP = Desvio padrdo; * Significancia estatistica.

5.3 EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA

A tabela 4 mostra a comparacdo do IM entre 0s GCCGNA, GCCGAG e FOJ.
Pode-se observar que os casos de FOJ apresentaram alta expressdo para o CD34
significativamente maior do que os GCCG (p = 0,00 - teste qui-quadrado), que
apresentaram alta expressdo em aproximadamente metade dos casos. Além disso, 0s
GCCGAG mostraram alta expressao para o GLI-1 significativamente maior (p = 0,03 -
teste qui-quadrado) quando comparados aos FOJ, que tiveram todos 0S casos
apresentando baixa expressao para este marcador. N&o houve significancia estatistica ao
comparar o IM dos marcadores CD68, CD163, CD105, D2-40, p63, ciclina D1 Ki-67,
SMA, DOGL1 e SHH entre 0s GCCGNA, GCCGAG e FOJ (p > 0,05 - teste qui-quadrado).



Tabela 4. Comparagdo do IM entre GCCGAG, GCCGNA e FOJ.
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GCCGNA (n=12) GCCGAG (n=11) FOJ(n=4) p(valor)

CD68 IM1+ 0 1 1 0,63
IM2+ 11 10 -

CD163 IM1+ 6 5 - 0,29
IM2+ 3 5 -

Cbh34 IM1+ 6 5 - 0,00*
IM2+ 6 5 4

CD105 IM1+ 2 3 1 0,73
IM2+ 1 2 1

D2-40 IM1+ 2 4 1 0,53
IM2+ 5 6 -

p63 IM1+ - -
IM2+ -

Ciclina D1 IM1+ 3 6 2 0,55
IM2+ 5 2 -

Ki-67 IM1+ - -
IM2+ -

SMA IM1+ 1 - - 0,98
IM2+ 11 11 4

DOG1 IM1+ - -
IM2+ -

SHH IM1+ 3 5 2 0,56
IM2+ 4 4 2

GLI-1 IM1+ 6 3 4 0,03**
IM2+ 6 6 -

*Diferenca estatisticamente significante entre GCCG e FOJ; ** Diferenca estatisticamente significante
entre GCCGAG e FOJ.

5.4 CORRELACOES IMUNO-HISTOQUIMICAS

A tabela 5 mostra os resultados, que apresentaram significancia estatistica, ap0s

as correlacbes de Pearson entre os marcadores em GCCGNA e GCCGAG. Podemos

observar que para 0s GCCGNA houve correlagdo negativa estatisticamente significante
entre SMA x SHH (p = 0,031) e CD34 x GLI1 (p = 0,05). Ainda com relacdo aos

GCCGNA, houve correlagéo positiva estatisticamente significante entre SHH x GLI1 (p

= 0,040). Nos casos de GCCGAG, houve correlagdes positivas estatisticamente
significantes entre CD68 x CD163 (p = 0,031), CD34 x D2-40 (p = 0,04), D2-40 x Ciclina
D1 (p =0,040), D2-40 x SMA (p =0,027) e GLI1 x Ciclina D1 (p = 0,030). Houve apenas
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uma correlacdo negativa estatisticamente significante em GCCGAG, que foi entre CD105

x CD68 (p = 0,040). Todas as demais correlacdes realizadas no presente estudo nédo

apresentaram significancia estatistica.

Tabela 5. Correlagdes entre os IM dos marcadores em GCCGNA e GCCGAG.

GCCGNA GCCGAG
Correlagdes

R? p (valor) R? p (valor)
CD68 X CD163 0,388 0,213 0,484 0,031*
CD34 X D2-40 0,357 0,254 0,481 0,04*
CD34 X GLI1 -0,540 0,050* -0,123 0,718
CD105 X CD68 0,257 0,445 -0,625 0,040*
D2-40 X Ciclina D1 0,008 0,980 0,470 0,045*
D2-40 X SMA 0,012 0,971 0,660 0,027*
SMA X SHH -0,462 0,031* 0,152 0,656
SHH X GLI1 0,598 0,040* 0,429 0,088
GLI1 X Ciclina D1 0,248 0,436 0,653 0,030*

* CorrelagBes que apresentaram significancia estatistica.

5.4 REGRESSAO LOGISTICA

A tabela 6 apresenta os resultados da regressdo logistica das variaveis estudadas

nesta pesquisa (marcadores e dados clinicos) com os GCCG, sendo os resultados

interpretados como fatores de risco ou protecdo para 0s GCCGAG. Apenas a variavel

sintomatologia associada a lesdo apresentou significancia estatistica como fator de risco
para 0s GCCGAG (OR =12,00/ p = 0,016). As variaveis CD163, CD105, D2-40, SHH,

GLI1, idade (< 30 anos), associacdo com dente, localizacdo (mandibula) e tempo de

evolugdo (< 6 meses) ndo apresentaram significancia estatistica (p > 0,05) como fatores

de risco. O mesmo ocorreu com as variaveis CD68, CD34, Ciclina D1 e sexo (feminino),
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que ndo apresentaram significancia estatistica (p > 0,05) como fatores de protecédo para

0s GCCGAG.

Tabela 6. Regressdo logistica univariada entre variaveis e GCCG.

Variavel Coeficiente OR Limite minimo Limite maximo p (valor)
CD68 1,48017 0,91 0,05 16,54 0,949
CD163 0,900616 2,50 0,43 14,61 0,309
CD34 0,836660 0,83 0,16 43 0,827
CD105 1,30809 2,22 0,17 28,86 0,542
D2-40 0,842332 1,68 0,32 8,76 0,538
Ciclina D1 0,976713 0,31 0,05 2,11 0,232
SMA * - - - - -
SHH 0,876275 1,14 0,21 6,37 0,879
GLI1 0,83660 1,20 0,23 6,19 0,827
Sexo (feminino) 0,950146 0,89 0,14 5,72 0,901
Idade (< 30 anos) 0,988826 5,40 0,78 37,51 0,088
Associagdo com dente 1,18019 7,00 0,69 70,75 0,099
Localizagdo (mandibula) 1,02740 1,50 0,20 11,24 0,693
Tamanho (= 50 mm) * - - - - -
Sintomatologia associada 1,03413 12,00 1,58 91,09 0,016
Aspecto radiografico - - - - -
(radiopaco ou misto) *

Tempo de evolugdo (< 6 1,03279 2,78 0,37 21,03 0,323

meses)

OR = Odds Ratio. * Variaveis ndo se ajustaram ao modelo de regressao logistica.
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6 DISCUSSAO

O Granuloma Central de Células Gigantes (GCCG) é uma lesdo intradssea
benigna dos maxilares relativamente incomum e de etiologia desconhecida (FLOREZ-
MORENO et al., 2008). Apresenta caracteristicas osteoliticas de limites bem definidos,
sendo composta por CG tipo osteoclastos dispostas em um estroma vascular, que pode
apresentar caracteristicas agressivas (EL-NAGGAR et al., 2017). Apesar desta definicao,
alguns autores discordam se estas lesdes deveriam ser consideradas neoplasias
verdadeiras ou se seriam processos reativos (ITONAGA et al., 2003; POGREL, 2003;
REGEZI; POGREL, 2004; KUJAN et al., 2015).

Para melhor compreender esta divergéncia, acredita-se que as células fusiformes
recrutem mondcitos e induzam a sua diferenciacdo em CG tipo osteoclastos, através da
liberagdo de citocinas (TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997; NAGASAWA et al., 2002;
ITONAGA et al., 2003). Dentre estas citocinas, destacam-se: IL-1 (AHMED; DUNLAP,
2016), IL-4 (AGHBALI et al., 2017), IL-12, IFN-y, M-CSF (SYRIO et al., 2011,
AHMED; DUNLAP; 2016), RANKL (LIU; YU; LI, 2003; AHMED; DUNLAP; 2016),
VEGF, TNF-a ¢ TGF- B (DE MATOS et al., 2012). Estas citocinas estdo envolvidas em
diversas vias que promovem a diferenciacdo de CM em CG ou na ativacao e diferenciacdo
de CG para um fendtipo osteoclastico. A diferenciacdo de CM em osteoclastos e a fusdo
destes para formar as CG ¢ iniciada pela acdo das citocinas IL-1 e M-CSF, que culmina
na ativacdo do RANKL, uma importante proteina responsavel pela remodelacdo 6ssea
(AHMED; DUNLAP; 2016). A deteccdo desta via em lesbes com histopatogénese
semelhante, pode auxiliar no desenvolvimento de novas drogas, como o Denosumab, um
inibidor da RANKL (NAIDU et al., 2014; SCHREUDER et al., 2014; GUPTA et al.,
2015; O’CONNELL et al., 2015; BREDELL et al., 2017), permitindo a realizacao de

tratamentos menos invasivos.

Apesar das CG representarem a principal caracteristica dos GCCG, sdo as CM
fusiformes, o componente proliferativo destas lesdes (TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997;
NAGASAWA et al., 2002; ITONAGA et al., 2003). Por outro lado, a presenca de células
vermelhas extravasadas é abundante em alguns GCCG, apesar destes tumores nao serem
fundamentalmente tumores vasculares, ou seja, as células endoteliais ndo sdo o seu
componente proliferativo (O'MALLEY et al., 1997). A razdo para o extravasamento

destas células vermelhas pode estar relacionada a permeabilidade vascular promovida
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através da liberacdo de citocinas pelas CM fusiformes. Estes eventos podem estar
associados a expressdo do VEGF, que esta associado a angiogénese e oesteoclastogénese
(ZHENG et al., 2000) e ja foi identificado em GCCG (DE MATOS et al., 2011;
PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012).

A despeito destas divergéncias, os GCCG sao classificados em agressivos e ndo
agressivos. De maneira geral estas duas variantes sao semelhantes histologicamente, o
que torna necessario a utilizacdo de parametros clinicos e radiogréaficos capazes de
auxiliar na diferenciacdo destes dois tipos de comportamentos pertencentes a0 mesmo
tipo de lesdo. Para tanto, Chuong et al. (1986) e Peacock; Jordan; Schmidt et al. (2012)
propuseram alguns parametros a serem utilizados na determinacdo das lesdes agressivas
e ndo agressivas, que sdo citados a seguir: presenca de sintomatologia dolorosa, taxa de
crescimento (rdpida ou lenta), tamanho da lesdo (menor ou maior do que 5,0 cm),

reabsorcao/deslocamento dentario, perfuracéo de cortical e recorréncia.

As lesOes agressivas sdo caracterizadas por presenca de sintomatologia dolorosa,
reabsorcdo ou deslocamento dentario, perfuracdo de cortical e invasdo de tecidos
adjacentes (VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008). De acordo com o que é observado em
outros estudos (VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008), apesar de existir grande variacdo
na proporcdo entre GCCGNA e GCCGAG, cerca de 30% s&o classificados como

agressivos. No presente estudo, 48% dos GCCG foram classificados como agressivos.

Apesar do fato de ndo existirem diferencas histopatologicas entre as lesdes
agressivas e nao agressivas (CHUONG et al., 1986; O MALLEY et al., 1997), alguns
estudos afirmam que os GCCGAG sdo mais vascularizados e apresentam maior nivel de
angiogénese quando comparados com as GCCGNA (KABAN et al., 1999; SOUZA et al.,
1999; KABAN et al., 2002; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012; VARSHA et al.,
2014). Outros autores (CHUONG et al., 1986; KRUSE-LOSLER et al., 2006; SARODE;
SARODE, 2014) relatam ainda existirem outras diferencas histologicas entre as lesdes
agressivas e nao agressivas, quando as primeiras possuiriam diversas CG maiores, com
maior quantidade de nucleos, distribuidas uniformemente e ocupando uma maior area das
lesGes. Kruse-losler et al. (2006) relatam que o numero de mitoses nas lesdes agressivas
é significativamente maior do que nas lesdes ndo agressivas. Sarode; Sarode (2014)
afirmam ainda que as lesbes agressivas e recorrentes apresentam um ndmero
significativamente maior de canibalismo celular, o que poderia auxiliar na determinacgéo

do comportamento biologico do tumor. O real motivo destes comportamentos clinicos
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distintos ainda é desconhecido. No entanto, é prop0sito nosso estudar estes aspectos em

um futuro proximo.

Quanto aos aspectos clinicos, nossos resultados revelaram que as mulheres foram
quase trés vezes mais acometidas pelo GCCG quando comparadas aos homens, o que esta
de acordo com o que €é constatado por outros estudos, mesmo que em menores proporgoes
(WHITAKER; WALDRON, 1993; KAFFE et al., 1996; KRUSE-LOSLER et al., 2006;
DE LANGE; VAN DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012). Este fato pode ser influenciado pela maior procura do género feminino
pelos servicgos de satde no Brasil (RIBEIRO et al., 2006; LEVORATO et al., 2014). Além
disso, ndo observamos diferencas estatisticamente significantes entre os sexos feminino
e masculino ao comparar os GCCGNA e GCCGAG, o que também esta de acordo com o
que é observado em estudos prévios (KRUSE-LOSLER et al., 2006; PEACOCK;
JORDAN; SCHMIDT, 2012).

A idade média dos pacientes acometidos pelo GCCG ficou dentro da quarta
década de vida, diferentemente do que é observado na maioria dos outros trabalhos, nos
quais a idade média encontra-se na segunda ou terceira décadas de vida (WHITAKER;
WALDRON, 1993; DE LANGE; VAN DEN AKKER, 2005; KRUSE-LOSLER et al.,
2006; VAN DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,
2012; FLANAGAN; SPEIGHT, 2014). Apesar de ndo ter havido significancia estatistica,
pacientes mais jovens foram mais acometidos pelos GCCGAG, o que esta de acordo com
0 que é relatado por outros autores (CHUONG et al., 1986; WHITAKER; WALDRON,
1993; O'MALLEY et al., 1997; KRUSE-LOSLER et al., 2006; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012). A amostra heterogénea com ampla faixa etaria, observada no nosso

estudo, influenciou o fato de ndo ter havido significancia estatistica neste quesito.

As lesbes agressivas estiveram significativamente mais associadas com dentes,
resultado que é similar ao encontrado em outros estudos (KRUSE-LOSLER et al., 2006;
PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012), que por vezes dividem esta associa¢ao entre
reabsorcéo e deslocamento dentarios (KRUSE-LOSLER et al., 2006; DE LANGE; VAN
DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012). Esta
dissociacdo ndo foi passivel de ser realizada neste trabalho por falta de informacGes

disponiveis nos prontuarios avaliados.
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Os GCCGAG apresentaram tamanho médio significativamente maior do que 0s
GCCGNA, corroborando o que esté estabelecido em estudos prévios (CHUONG et al.,
1986; BARNES et al., 2005; KRUSE-LOSLER et al., 2006; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012). Esta carateristica € influenciada pelo fato deste ser o principal critério
utilizado para classificar as lesbes em agressivas e ndo agressivas, de acordo com o que €
descrito por Peacock; Jordan; Schmidt et al. (2012), que realizaram pequenas alteracdes
nos critérios estabelecidos por Chuong et al. (1986). Pelo fato de possuirem maiores
dimensdes, o0s GCCGAG acabam apresentando, por vezes, alto potencial destrutivo dos
0ssos gnaticos (DE LANGE; VAN DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007; SUN et al.,
2009).

NOs observamos que, mesmo sem haver significancia estatistica, o tempo de
evolugdo médio dos GCCG ate o tratamento da les&o foi menor na variante agressiva do
gue na variante ndo agressiva, o que pode ser explicado pelo fato desta variante possuir
tamanho médio maior, maior associacdo com dentes e algum tipo de sintomatologia
associada a lesdo, facilitando, desta forma, a sua percepcdo mais precoce. Este menor
tempo de evolucdo, ou rapido crescimento, também é descrito por outros autores
(CHUONG et al., 1986; KRUSE-LOSLER et al., 2006; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012).

Os casos de GCCGNA apresentaram significativamente menos sintomatologia
associada a lesdo do que os GCCGAG, o que faz sentido, ja que supde-se que lesdes
agressivas provoquem maiores destruicdes dos 0ssos gnaticos. Estudos prévios
apresentam resultados similares aos nossos (O'MALLEY et al., 1997; BARNES et al.,
2005 KRUSE-LOSLER et al., 2006; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012). Por este
motivo, a sintomatologia associada a presenca da lesao é um dos critérios utilizados para
classificacdo dos GCCG (CHUONG et al., 1986; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,
2012). Dentro do modelo de regressao logistica univariada utilizado no presente estudo,
esta variavel foi a Unica que apresentou resultado significativo ao comparar os GCCGAG
com 0s GCCGNA. A sintomatologia associada a lesao representou um fator de risco doze
vezes maior para 0s GCCGAG. Todas as demais variaveis (marcadores e dados clinicos)
deste modelo de regressdo ndo apresentaram significancia estatistica, fortalecendo a

associacdo da presenca de sintomatologia com as lesdes agressivas.

Nossos resultados revelaram uma prevaléncia quase quatro vezes maior em

mandibula do que em maxila, sem que houvesse diferencas estatisticamente significantes
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entre 0s GCCGNA e GCCGAG, similar ao que é encontrado em outros estudos, mesmo
com proporcdes distintas (WHITAKER; WALDRON, 1993; KAFFE et al., 1996;
O MALLEY etal., 1997; DE LANGE; VAN DEN AKKER; KLIP, 2004; DE LANGE;
VAN DEN AKKER, 2005; KRUSE-LOSLER et al., 2006; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012). Néo foi possivel determinar as regiGes mais acometidas tanto em
maxila quanto em mandibula por falta de dados suficientes disponiveis, porém alguns
autores tém referido a regido anterior como sendo o local de maior prevaléncia dos
GCCG, com a particularidade de haver o cruzamento da linha média por boa parte destas
lesbes (WHITAKER; WALDRON, 1993; VERED; BUCHNER; DAYAN, 2008;
PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012).

Quanto ao aspecto radiografico, houve significancia estatistica no que diz respeito
ao fato de que as lesBGes agressivas apresentaram um aspecto radiografico misto ou
predominantemente radiopaco em 40% dos casos, 0 que poderia contribuir de maneira
relevante para auxiliar na diferenciacdo entre as duas variantes clinicas dos GCCG.
Porém, ao nosso conhecimento, os estudos sobre GCCG nao comparam a radiopacidade
ou radiolcidez das lesbes entre as variantes ndo agressivas e agressivas. As caracteristicas
radiograficas mais relatadas sdo a associagdo com dentes (KRUSE-LOSLER et al., 2006;
DE LANGE; VAN DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007; PEACOCK; JORDAN;
SCHMIDT, 2012), discutida anteriormente, e 0s aspectos unilocular ou multilocular, que
apresentam ampla variacéo, a depender da amostra estudada (WHITAKER; WALDRON,
1993; KAFFE etal., 1996; DE LANGE; VAN DEN AKKER; VAN DEN BERG, 2007).
Por falta de dados suficientes disponiveis, os aspectos uni e multilocular das lesGes nao

puderam ser avaliados no presente estudo.

6.1 IMUNO-HISTOQUIMICA

Com relacdo aos marcadores de macrdofagos avaliados neste estudo, o CD68 e,
quando comparado ao CD163, menos especifico, uma vez que sua expressdo nado
distingue os subtipos de macréfagos (FUJIN et al., 2012; KONG et al., 2013; HE et al.,
2014) e também pode ser observada em outras células fagocitarias (KAMPER et al., 2011;
BARROS et al., 2013; KONG et al., 2013; PEDERSEN et al., 2014). Os macrofagos do
tipo M1 sdo considerados agentes pré-inflamatérios e ainda possuem funcéo antitumoral,
enguanto os macrofagos do tipo M2 sdo considerados supressores inflamatérios, que

participam do processo de reparacao tecidual e podem promover a progressdo tumoral
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através de estimulos angiogénicos (BARROS et al., 2013; HE et al., 2014; PEDERSEN
et al., 2014; TAKEYA E KOMOHARA, 2016). O CD163, receptor presente apenas em
mondcitos e macrofagos, esta relacionado, principalmente, com funcgdes anti-
inflamatorias, caracterizando a presenga do fenotipo M2 (KAMPER et al., 2011,
BARROS et al., 2013; KONG et al., 2013; PEDERSEN et al., 2014).

Com relacdo a expressdo destes marcadores neste estudo, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre GCCGNA, GCCGAG e FOJ, apesar dos casos de FOJ
apresentarem expressdo negativa na maioria dos casos. Como era de se esperar, 0s GCCG
apresentaram maior expressdo para 0 CD68 do que para o CD163. Houve ainda
correlagédo positiva significante entre a expresséo destes marcadores em GCCGAG, ou
seja, a maior expressdo frente ao CD68 correspondeu a uma maior expressao frente ao
CD163. Esta correlacdo positiva logica também ocorreu em GCCGNA, porém nao houve
significancia estatistica. Dentre os estudos que avaliaram a expressdo do CD68 em GCCG
(CARVALHO et al., 1995; O'MALLEY et al., 1997; TORABINIA; RAVAZI,
SHOKROLAMHI, 2011; VARSHA et al., 2014; KUJAN et al., 2015; KUMAR et al., 2016;
KAHN et al., 2017), a maioria (CARVALHO et al., 1995; TORABINIA; RAVAZI,
SHOKROLAHI, 2011; VARSHA et al., 2014; KUJAN et al., 2015; KUMAR et al., 2016)
realizou comparacdes entre GCCG e granulomas periféricos de células gigantes (GPCG),
quando foi possivel observar que tanto as CG quanto as CM apresentaram

imunopositividade para 0 CD68, resultados semelhantes aos encontrados no nosso estudo.

Torabinia; Ravazi; Shokrolahi (2011) sugerem que as CM apresentam
caracteristicas histiocitarias, ou seja, caracteristicas de células precursoras de macréfagos,
corroborando 0 que ja havia sido sugerido anteriormente por outros autores
(CARVALHO et al., 1995; TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997). Torabinia et al. (2011)
afirmaram ainda que as CG possuem fendtipo osteoclastico baseado na
imunopositividade destas para um marcador especifico de osteoclastos, o que também
estaria de acordo com o que é descrito por outros autores (BONETTI et al., 1990;
TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997; ITONAGA et al., 2003; LIU; YU; LI, 2003).

Outra questdo que parece encaminhar para um consenso € a hipdtese de que as CG
podem ser formadas pela fuséo de CM (TIFFEE; AUFDEMORTE, 1997; EL-MOFTY,
2002; TORABINIA; RAVAZI; SHOKROLAHI, 2011). Este fato auxiliaria na
compreensdo do motivo pelo qual as CM dos GCCG apresentaram imunopositividade

para o0 CD163, enquanto as CG praticamente ndo apresentaram imunoexpressdo para este
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marcador. A imunonegatividade das CG para este marcador poderia ser explicada pelo
fato das CM, precursoras das CG, possuirem o fendtipo M1 ou que durante o processo de

formacdo das CG, poderia haver perda do fen6tipo M2.

Kahn et al. (2017) foram os Unicos autores a avaliarem a expressdo do CD163 em
GCCG previamente ao presente estudo e observaram imunopositividade das CG para o
CD163. Esta discrepancia de resultados pode ser explicada pelo fato de terem sido
utilizados diferentes clones no desenvolvimento das rea¢Ges imuno-histoquimicas,
influenciando os resultados. Além disso, estes autores concluiram que apesar dos
macrofagos CD163 positivos estarem relacionados & manutencdo da agressividade em
tumores (DAYAN et al., 2012; RIES et al., 2014), sua alta expressao foi considerada um
fator preditor de GCCGNA. Entretanto, nossos resultados ndo corroboram os resultados
destes autores, pois observamos que a maior expressdo para 0 CD163 representaria um
maior risco para 0s GCCGAG, apesar de ndo ter havido significancia estatistica no

modelo de regressao logistica utilizado.

Para elucidar a questdo descrita anteriormente, Kahn et al. (2017) discutem que o
CD163 foi descrito originalmente como um receptor dos complexos de hemoglobina-
haptoglobina presentes em histidcitos e macrofagos (KRISTIANSEN et al., 2001; VAN
GORP; DELPUTTE; NAUWYNCK, 2010). A principal funcdo destas células é a
degradacdo da hemoglobina (KRISTIANSEN et al., 2001; VAN GORP; DELPUTTE;
NAUWYNCK, 2010), considerada toxica quando ndo degradada rapidamente em
bilirrubina e ferro no interior dos macréfagos (KRISTIANSEN et al., 2001). Kahn et al.
(2017) sugerem ainda que devido ao seu papel no metabolismo da hemoglobina, a
presenca de macrofagos CD163 positivos em areas focais de hemorragias, com
extravasamento de eritrécitos ou depositos de hemossiderina, pode ser explicada. O fato
das CG CD163 positivas terem sido consideradas um fator protetivo e associados aos
GCCGNA, reside na hipotese de que uma vez formadas as areas de hemorragia, estas
células poderiam estar atuando de forma efetiva no metabolismo das hemoglobinas
liberadas. Por outro lado, a formagdo de &reas hemorragicas em GCCGAG poderia
ocorrer em um ritmo maior do que a habilidade dos macréfagos CD163 se acumularem e

desempenharem suas func@es de degradacdo da hemoglobina.

Para avaliacdo do padrdo vascular neste estudo, foram utilizados os marcadores
vasculares CD34, CD105 (endoglina) e D2-40 (podoplanina), proteinas capazes de

identificar antigenos de mesmo nome presentes em células endoteliais vasculares
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(PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012; FALCI et al., 2014), células endoteliais de
vasos sanguineos neoformados (CHEIFETZ et al., 1992) e em células endoteliais de vasos
linfaticos (KAHN; MARKS, 2002), respectivamente. Apds a avaliagdo das marcacdes
imuno-histoquimicas, pbéde-se observar que praticamente todos os casos de GCCG
apresentaram baixa ou alta expressdo para o marcador CD34, sugerindo que o
componente vascular destas lesdes representa um importante fator para sua composi¢ao
estromal, corroborando o que é observado em estudos prévios (DEWSNUP et al., 2008;
VERED; BUCHNER; DAY AN, 2008; SUSARLA et al., 2009; TORABINIA; RAVAZI,
SHOKROLAHI, 2011; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012; FLANAGAN;
SPEIGHT, 2014).

Nado foi possivel, porém, observar diferencas significantes de expressdo dos
marcadores vasculares entre GCCGNA e GCCGAG, estando de acordo com os resultados
apresentados por O'Malley et al. (1997) e Peacock; Jordan; Schmidt (2012). Em
contrapartida, foi observada significancia estatistica ao comparar os casos de FOJ com 0s
casos de GCCG, quando os primeiros apresentaram maior nivel de vascularizacdo de
acordo com a avaliacdo da imunoexpressdo frente ao CD34. Nossos resultados
demonstraram ainda, que houve correlacdo negativa entre a expressdo dos marcadores
CD105 e CD68 em GCCGAG, o que pode ser explicado pelo fato de que a presenca cada
vez maior de vasos neoformados, associados ao reparo tecidual, culminaria na diminuicéo
da quantidade de macrdfagos com fendtipo M1, mais relacionados com processos pro-

inflamatorios.

Alguns estudos (DEWSNUP et al., 2008; SUSARLA et al., 2009; PEACOCK;
JORDAN; SCHMIDT, 2012) relatam que os GCCGAG apresentam maior grau de
vascularizagéo quando comparados aos GCCGNA, o que estaria condizente com 0 curso
clinico destas lesGes. Dewsnup et al. (2008) e Susarla et al. (2009) avaliaram a expressdo
do CD34 em GCCGNA e GCCGAG em uma mesma amostra, composta por um numero
de casos de GCCGAG aproximadamente quatro vezes maior do que o nimero de casos
de GCCGNA (26 e 6, respectivamente), o que pode ter influenciado seus resultados.
Apesar disso, Susarla et al. (2009) concluiram que uma porcentagem de marcacao para o
CD34 acima de 2,5% seria preditora dos GCCAG. Com relacdo aos resultados
apresentados pelo estudo de Peacock; Jordan; Schmidt (2012), ndo houve significancia
estatistica para a imunoexpressdao do CD34 entre 0s GCCGNA e GCCGAG, porém o0s

autores concluiram que os GCCGAG apresentaram maior nivel de vascularizacdo e
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angiogénse, pois também avaliaram a expressdo de outros marcadores (VEGF, bFGF e

CD31) nestas lesoes.

Vale ressaltar que ainda ndo esta estabelecido se os GCCG sdo neoplasias
verdadeiras ou lesdes reativas, 0 que poderia explicar o fato do nivel de angiogénese
destas lesdes ndo ser considerado diretamente proporcional ao nivel de agressividade.
Diante deste quadro, ndo houve diferengas significantes de expressdo do CD105 entre
GCCG e FOJ. Além disso, a expressdo para este marcador foi menor tanto em GCCG
quanto em FOJ, o que pode ser explicado pelo fato de que a maioria dos vasos sanguineos
presentes nestas lesdes serem considerados antigos, ou seja, 0 grau de angiogénese seria
considerado baixo (FERRARA, 2004; VERED; BUCHNER; DAYAN, 2006). Néo
houve diferencas significantes de expressdao do CD105 entre 0s GCCGNA e GCCGAG.
Segundo Vered; Buchner; Dayan (2006) o processo de angiogénese presente em GCCG
encontra-se em baixos niveis, comprovado pelos menores niveis de imunoexpressao das
células endoteliais destas lesdes frente aos VEGF e bFGF quando comparados com outros
processos fisioldgicos e patoldgicos, com participacdo vascular importante. Apenas o
estudo de Falci et al. (2014), que comparou casos de GCCG com Granulomas Periféricos
de Células Gigantes (GPCG), avaliou o marcador CD105 em GCCG, encontrando

resultados semelhantes aos do presente estudo.

Com relagdo a expressdao do marcador D2-40, dez casos (91%) de GCCGAG
apresentaram alta ou baixa expresséo, em contraste com sete casos (58%) de GCCGNA
que também apresentaram alta ou baixa expressdo, porém esta diferenga ndo apresentou
significancia estatistica. A comparacdo da expressdo para este marcador entre GCCG e
FOJ também ndo revelou resultados significantes. Ainda com relagdo ao D2-40, houve
uma correlacdo positiva significante entre ele e 0 CD34 em GCCGAG, indicando que
uma maior presenca de vasos sanguineos estaria acompanhada de um maior nimero de
vasos linfaticos nas lesdes agressivas, apesar de estudos previos ndo terem apresentado
significancia estatistica para esta correlacdo (FALCI et al., 2014; SOUSA NETO et al.,
2016). Nao houve significancia para esta correlagdo em GCCGNA.

Nossos resultados divergem dos apresentados por Falci et al (2014), pois estes
autores observaram uma menor imunoexpressdao do D2-40 em relacdo ao CD105,
enquanto nossos resultados revelaram o contrério, ou seja, NOSSOS casos apresentaram
maior expressdo de vasos linfaticos do que de vasos neoformados, mesmo sem haver

correlagéo significativa entre estes marcadores. Ademais, o papel desempenhado pelos
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vasos linfaticos nos GCCG ainda necessita ser melhor estudado, pois Okamoto et al.
(2010) tem relacionado a alta expressdo deste marcador com o potencial invasivo local e
progressdo de tumores como o0 CO. Sousa Neto et al (2016) avaliaram a expresséo do D2-
40 em CO, cistos radiculares e foliculos pericoronarios e sugeriram que este marcador
estaria mais associado com uma natureza neoplasica do que com o desenvolvimento dos
cistos radiculares ou foliculos pericoronarios, devido ao fato das membranas e citoplasma
celulares das células presentes na camada basal e suprabasal de CO terem apresentado

intensa marcagéo para o D2-40.

Com relacdo a proteina p63, um gene de mesmo nome codifica dois grupos
proteicos: TAp63, envolvida com o processo de apoptose, e Np63, importante para o
processo de proliferacdo celular (YANG et al. 1998; LITTLE; JOCHEMSEN, 2002;
BARBIERI; PIETENPOL, 2006), mas que pode atuar como oncogene (YANG et al.
1998; YANG et al. 2002; MILLS, 2006). No presente estudo, apenas raras CM,
especialmente aquelas em mitose, mostraram imunopositividade para este marcador, 0
que fortalece que a proteina p63 também participa do processo de proliferacdo celular em
GCCG, conforme descrito anteriormente. No entanto, diferente dos GCCG, os TCG
apresentam imunopositividade para o p63 em CM (DICKSON et al., 2008; LEE et al.,
2008; HAMMAS et al., 2012), o que torna estas duas lesbes com comportamentos
bioldgicos distintos, semelhantes histopatologicamente. Alguns autores acreditam que 0s
GCCG e 0s TCG representam um mesmo processo patolégico (KAUZMAN et al., 2004;
KUJAN et al., 2015).

Desta forma, o p63 pode ser utilizado na diferenciacdo entre GCCG e TCG
(DICKSON et al., 2008; LEE et al., 2008; HAMMAS et al., 2012), sendo que as CM
também sdo o componente proliferativo dos TCG. Com relacdo aos GCCG, apesar de
algumas CM terem apresentado imunopositividade para o p63, a sua expressao foi
considerada negativa tanto em GCCG quanto em FOJ, ndo havendo, portanto, diferengas
significantes entre estas lesdes. A expressao negativa para o p63 em GCCG também é
encontrada em outros estudos (DICKSON et al., 2008; LEE et al., 2008; HAMMAS et
al., 2012). Além disso, nossos resultados ndo revelaram correlac@es significantes do p63

com os demais marcadores.

A proteina ciclina D1 promove a progressdo do ciclo celular através da transicédo
da fase G1/S (LAI; MITCHELL, 2005) e a sua expressdo pode ser resultado da ativacdo
do gene CCND1 (MERCHANT; SAQUI-SALCES, 2014). Sua acdo baseia-se na
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ativacdo das quinases dependentes de ciclina (CDK4 e CDK®), regulando a passagem da
célula pelo ponto de restricdo G1/S (SHERR, 1996; DYSON, 1998; FU et al., 2004).
Como a ciclina D1 é um regulador critico do ciclo celular (SHERR, 1996; DYSON,
1998), sua disfuncao pode estar associada com altera¢es no controle regulatério do ciclo

celular, levando a progressao de tumores.

Os resultados do presente estudo ndo apresentaram diferencas significantes de
expressao da ciclina D1 entre os GCCG e FOJ. As CG apresentaram maior expressao
para este marcador quando comparadas com as CM, o que esta de acordo com o que foi
observado por Kauzman et al. (2004). Além disso, ndo houve diferenca significante da
expressao da ciclina D1 entre GCCGNA e GCCGAG, sugerindo que a disfuncéo desta
proteina ndo participa de forma mais acentuada na progressao das lesdes agressivas.
Houve ainda correlacdo positiva significante entre esta proteina e 0 D2-40 em GCCGAG,

porém a correlacdo entre a expressdo destes dois marcadores ainda é desconhecida.

Segundo Kauzman et al. (2004) a superexpressdo da ciclina D1 pelas CG pode
estar envolvida na formacao destas células e na patogénese dos GCCG, ja que em seu
estudo as mesmas apresentaram imunonegatividade para marcadores de proliferacéo
celular (Ki-67 e ciclina B1), ou seja, indicando que as CG ndo estariam proliferando. No
mesmo estudo, eles analisaram que devido ao fato dos GCCG e TCG apresentarem um
padrdo de expressao imuno-histoquimico idéntico para os marcadores do ciclo celular,
estas lesdes representariam um mesmo processo patolégico com diferentes caracteristicas
clinicas e radiogréficas, influenciadas pela distinta anatomia dos locais acometidos. Ainda
segundo estes autores, que compararam GCCG com alguns casos de inflamacéo
granulomatosa que continham CG, a formacdo das CG nas les6es inflamatorias difere da
formagéo das CG em GCCG, visto que as CG ndo apresentaram imunopositividade para
a ciclina D1 nos casos de inflamacéo granulomatosa, ao contrario do que foi observado
nas CG dos GCCG.

De acordo com Lujic et al. (2016), os TCG que apresentam imunopositividade nas
CG para a ciclina D1 possuiriam um risco aumentado de recorréncia. Porém, ao contrario
do que se espera, elevados niveis de ciclina D1 podem inibir a proliferacéo celular através
da ligacdo com o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (MAGA;
HUBSCHER, 2003). Além disso, a expressdo aberrante de ciclina D1 em fibroblastos
normais previne a entrada da célula na fase S do ciclo celular (ATADJA et al., 1995).
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Estas constatacBes auxiliam na explicacdo e aceitacdo do fato de que as CG,
imunopositivas para a ciclina D1, ndo sejam o componente proliferativo dos GCCG e que
este marcador poderia, de fato, representar um papel importante e ainda desconhecido na

patogénese destas lesdes.

A proteina Ki-67 € o marcador de proliferacdo celular mais conhecido, sendo
expresso em células que se encontram em proliferagdo, mas que desaparece rapidamente
quando a célula adentra em estado de repouso (ENDL et al., 2001). A expressdo deste
marcador, porém, oferece informacfes pouco precisas, uma vez que evidencia a fracao
total de células em proliferacdo, ou seja, todas as células que se encontrem em alguma
fase do ciclo celular (LAMEIRA et al, 2014). Diante deste contexto, o presente estudo
constatou que a expressao para o Ki-67 foi negativa em todos os casos de GCCGNA,
GCCGAG e FOJ, o que representa um baixo potencial de proliferacdo celular. Porém,
este resultado contrasta com o que é observado em estudos prévios (O"MALLEY et al.,
1997; DE SOUZA et al., 1999; DE SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000; KAUZMAN
et al., 2004; KUJAN et al., 2015), o que pode ser explicado pelo fato do presente estudo
ter utilizado um clone (SP6) diferente dos utilizados em outros trabalhos (O "MALLEY et
al., 1997; DE SOUZA et al.,, 1999; DE SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000;
KAUZMAN et al., 2004; KUJAN et al., 2015). Além disso, apesar de poucas CM terem
apresentado imunopositividade para o Ki-67 em GCCG, a expressao para este marcador
foi considerada negativa, pois as células marcadas representavam uma porcentagem baixa
das areas lesionais avaliadas. Desta forma, ndo houve correlagdes com o0s demais

marcadores avaliados, nem diferencas significantes entre as lesdes estudadas.

Com relagéo a diferenca de imunopositividade para o Ki-67 entre GCCGNA e
GCCGAG O'malley et al. (1997) e Kruse-losler et al. (2006) relataram ndo haver
diferencas de imunoexpressdo entre estas duas variantes. De Souza et al. (1999)
compararam a atividade proliferativa dos GCCG com TCG e observaram um menor
percentual de células Ki-67 positivas nos TCG, contrastando com comportamento
bioldgico entre estas duas lesdes. Outra constatacdo similar foi realizada por De Souza;
Mesquita; Gomez (2000) e Kujan et al. (2015), que relataram uma maior porcentagem de
células Ki-67 positivas em Granulomas de Células Gigantes Periféricos (GCCP) em
comparagdo com GCCG. Estes achados poderiam ser explicados se 0s GCCG fossem

considerados lesdes reparativas associados a processos inflamatdrios constantes.
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De acordo com estudos prévios (O'MALLEY et al., 1997; DE SOUZA et al.,
1999; DE SOUZA; MESQUITA; GOMEZ, 2000; TIAN; LI; YU, 2003; KAUZMAN et
al., 2004; KUJAN et al., 2015) apenas as CM apresentam imunopositividade para o Ki-
67. Segundo Kauzman et al. (2004) e Kujan et al. (2015) estes resultados indicam que as
CG ndo estdo envolvidas na atividade proliferativa das lesdes, o que ficaria a cargo das
CM, responsaveis pela agressividade das mesmas, apesar da aparente falta de correlacéo
da imunoexpressdo frente ao Ki-67 com o comportamento biolégico dos GCCG, como ja
descrito anteriormente (DE SOUZA et al., 1999; DE SOUZA; MESQUITA; GOMEZ,
2000).

O SMA ¢é um marcador de células musculares lisas, capaz de detectar a presenca
miofibroblastos (GIULIA et al., 2016). Os miofibroblastos, por sua vez, sao células que
possuem carateristicas concomitantes de células musculares lisas e fibroblastos
(TOMASEK et al., 2002), estando presentes em tecidos em processos reparativos, assim
como em tecidos neoplasicos (TOMASEK et al., 2002; DE WEVER; MAREEL, 2003).
Praticamente todos os casos de GCCG apresentaram alta expressdo para esta proteina,
estando de acordo com o que é observado em estudos prévios (O'MALLEY et al., 1997;
VERED etal., 2007; KUJAN et al., 2015; MAIZ; DE LA ROSA-GARCIA; CAMACHO,
2016). Além disso, todos os casos de FOJ do presente estudo apresentaram
imunopositividade para 0 SMA, sendo que a expressao deste marcador ndo apresentou
diferencas significantes entre os casos de GCCG e FOJ. O seu papel na patogénese dos
GCCG ainda é incerto, pois a sua presenca parece ocorrer de maneira similar tanto nas
lesOes agressivas quanto nas lesdes ndo agressivas (VERED et al., 2007), fato que
também foi observado no presente estudo, pois ndo houve diferenca de expressao
significativa do SMA entre 0s GCCGNA e GCCGAG. Alem disso, foi observada uma
correlagdo positiva entre D2-40 e SMA em GCCGAG, porém a correlacdo entre a

expressdo destes dois marcadores ainda é desconhecida.

Segundo Vered et al. (2007), o comportamento biologico dos GCCG pode estar
associado com a origem dos miofibroblastos, que podem derivar tanto das células
mesenquimais indiferenciadas quanto de macréfagos completamente diferenciados. O
processo de transformacdo de macréfagos em miofibroblastos é chamado
transdiferenciacdo (MENG et al., 2016) e ocorre através da via de sinalizacdo TGF-
B/Smad3 (WANG et al., 2016). As células que sofrem este processo sd0 chamadas de
células de transicdo macrdfago-fibroblastos (MENG et al., 2016; WANG et al., 2016),
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com predominancia de macréfagos do tipo M2 (MENG et al., 2016; WANG et al., 2016).
Estudos futuros poderiam avaliar a presenca e o papel destes tipos de células na
patogénese dos GCCG, através da utilizacdo de duplas marcagdes para 0os marcadores
CD68 e SMA. Curiosamente, foi observada uma correlagdo negativa entre SMA e CDG68,
mas que nao apresentou significancia estatistica, concordando com os resultados de Kujan
et al. (2015) que também ndo encontraram correlacdo significante entre estes dois

marcadores.

O marcador DOG1 é uma proteina de funcdo desconhecida que se mostra expressa
seletivamente em tumores estromais gastrointestinais (WEST et al., 2004). Sua expresséo
em outros tumores mesenquimais ou nao mesenquimais é raramente observada (LEE;
LIANG; ESPINOSA, 2010). Estruturalmente, esta proteina apresenta oito dominios
transmembrana, consistentes com a sua localizacdo membranar (LEE; LIANG;
ESPINOSA, 2010), sendo considerada um canal de cloreto ativado por calcio CAPUTO
et al., 2008; YANG et al., 2008). A razdo pela qual o DOGL1 foi incluido neste estudo,
baseia-se nos trabalhos de Akpalo et al. (2012) e Cleven et al. (2016). O primeiro realizou
um estudo imuno-histoquimico que incluiu a utilizacdo deste marcador na avaliacdo de
fibromas condromixdides, TCG e condroblastomas, que possuem CG osteoclasticas
dispersas em sua composi¢do. Como resultados, todos os casos de condroblastomas
apresentaram imunopositividade para 0 DOGL, enquanto os fibromas condromixdides e
0s TCG apresentaram imunonegatividade para 0 mesmo marcador, contribuindo, desta

forma, para o diagnostico diferencial entre condroblastomas e TCG.

Baseado nos resultados descritos acima, Cleven et al. (2016) avaliaram a
expressdo do DOG1 em tumores 6sseos contendo células gigantes e observaram uma
expressdo positiva deste marcador nos casos de condroblastomas em detrimento aos
demais tumores 6sseos contendo CG, que apresentaram imunonegatividade em todos 0s
casos. Nossos resultados ndo revelaram expressdo para o0 marcador DOG1 tanto em
GCCG quanto em FQOJ, sendo que este é o primeiro estudo a avaliar o DOG1 em GCCG
e FOJ. Diante dos resultados observados, este marcador parece ndo desempenhar papel
significativo na patogénese dos GCCG, mas poderia ser utilizado no diagnostico

diferencial de condroblastomas com outras lesdes similares.

A via de sinalizacdo HH é uma das vias que participam do desenvolvimento
embrionario e que se encontram em estado inativo em tecidos adultos normais. Em

situacdes de manutencdo de celulas-tronco e reparo tecidual, pode ocorrer a ativacéo
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destas vias (COHEN, 2012; MCMILLAN; MATSUI, 2012; AMAKYE; JAGANI;
DORSCH, 2013). Quando desregulada, a via HH pode ser ativada por um de seus trés
ligantes (SHH, IHH e DHH) (HUANGFU; ANDERSON, 2006), através de mecanismos
autocrinos e paracrinos (SCALES; DE SAUVAGE, 2009; AMAKYE; JAGANI;
DORSCH, 2013). A ativacdo autocrina consiste na secrecdo do ligante por células
neoplésicas, que ira atuar no receptor presente na propria célula, constituindo um
mecanismo de auto ativacdo da via. Na ativacdo paracrina da via, a secre¢ao do ligante
também é realizada pelo parénquima, porém sua atuagdo ocorrerd em células estromais,
que poderdo secretar fatores de crescimento tumorais e fatores prd-angiogénicos,
auxiliando a progressao do tumor. Quando ocorre ativacdo de células neoplésicas através
de ligantes produzidos pelo estroma tumoral, constitui-se um quadro de ativagédo
paracrina reversa (SCALES; DE SAUVAGE, 2009; AMAKYE; JAGANI; DORSCH,
2013).

Apos a secrecdo do ligante da via HH, este ira de ligar ao receptor PTCH,
provocando seu deslocamento na membrana celular e permitindo a ativacdo da SMO, que
ird desencadear a cascata de sinalizagdo responsavel pela ativacao e liberacao dos fatores
de transcricdo GLI. Por fim, estas proteinas ativadas irdo translocar-se para o nucleo
celular, resultando na ativacdo de varios genes especificos (TAYLOR et al., 2002;
AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013), como Myc, Bcl-2 e ciclina D1, responsaveis pela
diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia celular (VARJOSALO; TAIPALE, 2008;
SCALES; DE SAUVAGE, 2009).

Os resultados deste trabalho demonstram a participacdo dos componentes (SHH e
GLI1) da via de sinalizagdo HH em GCCG e FOJ, ndo havendo diferenga de expresséo
significativa do SHH entre os GCCGNA e GCCGNA, sugerindo que esta via ndo
contribui para a diferenciacdo destas duas variantes. Também ndo houve diferencas
significantes de expressdo do SHH entre GCCG e FOJ, sugerindo que estas lesdes possam
apresentar patogénese semelhante. Em GCCG, as CM e CG apresentaram expressao para
este marcador, revelando haver desregulacdo desta via, 0 que pode tornar seus
componentes alvos de novos agentes terapéuticos (PEUKERT; MILLER-MOSLIN,
2010; SEKULIC et al., 2012), utilizados no tratamento de neoplasias com a via de
sinalizacdo HH ativada. Além disso, houve correlacdo negativa significante entre SMA e
SHH em GCCGNA, ao contrario do que foi observado nos GCCGAG, quando esta

correlacdo foi positiva, porém sem significancia estatistica. Entretanto, alguns autores
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afirmam que o SHH associado ao PDGF estimula a proliferacdo de células musculares
lisas de vasos sanguineos (LI et al., 2010; ZENG et al., 2016).

Com relacdo ao marcador GLI1, a expressdao nuclear positiva observada na
maioria dos casos de GCCG confirma a participacdo da via HH no desenvolvimento
destas lesGes, ja que a translocacdo nuclear desta proteina ocorre somente apds a ativacao
da cascata de sinalizagdo (TAYLOR et al., 2002; HASSOUNAH; BUNCH;
MCDERMOTT, 2012; ROBBINS; FEI; RIOBO, 2012). Diferentemente do SHH, a
imunoexpressdo do GLI1 ocorreu predominantemente no nucleo das CM e CG, apesar de
haver expressao citoplasmética do mesmo, evidenciando a sua presenca na forma inativa,
ou seja, na auséncia do ligante (antes do processo de translocacao) (SHENG et al., 2006).
Como era de se esperar, houve correlagao positiva da expressdo do GLI1 com a expressao
do SHH, mas apenas em GCCGNA. Outra correlacdo positiva significante ocorreu com
a ciclina D1 em GCCGAG, uma proteina codificada pelo gene de mesmo, que é um dos
alvos da via HH, da qual participa o GLI1 (CHARI; MCDONNELL, 2007; SCALES; DE

SAUVAGE, 2009), podendo representar um mecanismo de retroalimentacgéo positivo.

A correlacdo entre CD34 x GLI1 foi negativa, ou seja, a expressao do GLI1 parece
ndo estar relacionada com o estimulo a angiogénese em GCCG, apesar de ter havido
significancia estatistica apenas nas lesdes ndo agressivas. Entretanto, alguns estudos
(HONAMI et al., 2012; VALVERDE et al., 2016) tém demonstrado uma correlacéo entre
a expressdo dos componentes da via HH e um maior nivel de angiogénese. Os resultados
do presente estudo evidenciaram pouca marcacdo em ceélulas endoteliais de vasos
sanguineos, representando uma menor contribuicdo dos componentes desta via para

angiogénese dos GCCG.

Diante deste quadro, o presente estudo nao apresentou diferencas significantes de
expressdo dos marcadores entre 0s GCCGNA e GCCGAG. Apesar de poucos estudos
compararem a expressao imuno-histoquimica entre GCCGNA e GCCGAG (O MALLEY
etal., 1997; KRUSE-LOSLER et al., 2006; VERED et al., 2007; DEWSNUP et al., 2008;
SUSARLA et al., 2009; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT, 2012; KAHN et al., 2017),
estas duas variantes apresentam um perfil imuno-histoquimico semelhante, o que dificulta
a diferenciacdo entre elas, j& que as mesmas também apresentam caracteristicas
histologicas semelhantes (SMALL; ROWE, 1975; CHUONG; KABAN, 1985;
AUCLAIR et al., 1988; DE SOUZA et al., 1999; PEACOCK; JORDAN; SCHMIDT,
2012).
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir:

1. A expresséo proteica dos marcadores utilizados neste estudo ndo permitiu diferenciar
0s GCCGNA dos GCCGAG, uma vez que o perfil imuno-histoquimico de ambos é

semelhante;

2. GCCG e FOJ também apresentaram perfil imuno-histoquimico semelhante, embora os
FOJ tenham apresentado maior densidade vascular e menor participagdo dos
componentes da via HH, especialmente do GLI1, quando comparados aos GCCG;

3. Os GCCGAG estiveram significativamente mais associados com dentes, lesdes de

maior diametro e sintomatologia associada a lesdo;

4. A sintomatologia associada a lesdo representou um fator de risco (doze vezes maior)
significante para os GCCGAG. Ao contrério das demais varidveis investigadas no
presente estudo, que ndo apresentaram significancia estatistica no modelo de regressao

logistica univariada;

5. A via de sinalizacdo HH mostrou-se ativa em GCCG e, embora seus principais
componentes (SHH e GLI1) tenham se mostrado positivamente correlacionados tanto em
GCCGNA quanto em GCCGAG, 0s mesmos ndo estiveram correlacionados com a
proliferacdo miofibroblastica, nem com a angiogénese em GCCG. Ainda com relacéo a
via HH, parece existir um mecanismo de retroalimentacdo positivo entre GLI1 e ciclina
D1 em GCCGAG.

6. A maior presenca de vasos neoformados foi correlacionada a menor expresséo de
macréfagos M1, o que pode contribuir para a agressividade destas lesdes. Além disso,
uma maior presenca de células fagocitarias esteve correlacionada com uma maior

presenca de macrofagos M2 em GCCGAG,;

7. Um padrdo vascular mais elevado (CD34) € acompanhado de uma maior quantidade
de vasos linfaticos (D2-40) em GCCGAG. Além disso, correlages entre uma maior
presenca de vasos linfaticos com uma maior expressdo de miofibroblastos (SMA) e

ciclina D1 também foram observadas;

8. O papel destas ultimas correlacdes e dos vasos linfaticos em GCCG ainda precisa ser

melhor estudado, embora pareca haver uma associagdo com a variante agressiva.
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