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RESUMO

O ameloblastoma (AME) € um dos tumores odontogénicos (TO) mais comuns e, apesar de
ser uma lesdo benigna, pode apresentar comportamento clinico agressivo, localmente
destrutivo e invasivo, enquanto o tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC) é um TO
benigno cistico que apresenta similaridades microscopicas com o AME, mas, geralmente,
exibe comportamento clinico de menor agressividade. A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina
estd envolvida no desenvolvimento e progressdo tumoral de neoplasias benignas e
malignas, e a expressdo alterada de suas proteinas ja foi identificada em alguns TO,
provavelmente contribuindo para suas biologias tumorais. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar e comparar a expressao imunoistoquimica de marcadores associados a via
de sinalizacdo Wnt/B-catenina — Wntl, Wnt5a, B-catenina e syndecan-1(SDC-1) — em 17
casos de AME sdlido e de 6 casos de TOCC. Os resultados revelaram que nos AME, a
maioria dos casos foram focalmente positivos para Wntl e Wnt5a, a -catenina foi positiva
no citoplasma isoladamente ou em associagdo a positividade de membrana, e SDC-1 exibiu
positividade epitelial em 100% dos casos e positividade estromal em 40% dos casos. Nos
casos de TOCC, a positividade para Wntl e Wnt5a foi de 100% e incluiu também as
células fantasmas. A B-catenina foi positiva no citoplasma e no nucleo das células epiteliais
da maioria dos casos, e SDC-1 exibiu positividade epitelial em 100% dos casos e
positividade estromal em 16,7% dos casos. Em conclusdo, este estudo evidenciou que a
expressdo de Wntl e Wnt5a € mais proeminente nos casos de TOCC, a expressdo de -
catenina em AME ¢é citoplasmatica e em TOCC € nuclear, e que a expressdo estromal de
SDC-1 é mais proeminente nos casos de AME, reforcando, assim, o papel de Wntl e Wnt5
no desenvolvimento do TOCC, de B-catenina no desenvolvimento do TOCC e do AME, e
de SDC-1 estromal no fenétipo invasivo do AME. Além disso, a expressao de Wntl e de
Wnt5a nas células fantasmas do TOCC pode contribuir para esta histogénese. Por
conseguinte, a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina parece contribuir para o desenvolvimento
das lesdes de AME s6lido e de TOCC.

Palavras chave: ameloblastoma; tumor odontogénico cistico calcificante; Wnt 1; Wnt Sa;
-catenina; syndecan-1.



ABSTRACT

Ameloblastoma (SMA) is one of the most common odontogenic tumors (OT), and although
benign, it may have aggressive clinical behavior, be locally destructive and invasive, while
calcifying cystic odontogenic tumor (CCOT) is a benign cystic OT that presents
microscopic similarities with  AME, but, in general, it has a less aggressive clinical
behavior. Wnt/B-catenin signaling pathway is involved in benign and malignant tumor
development and progression, and changes in expression of its proteins have been
identified in some OT, probably contributing to their tumoral biologies. Thus, the aim of
this study was to evaluate and compare the immunohistochemical expression of markers
associated with Wnt/B-catenin signaling pathway — Wnt1l, Wnt5a, B-catenin and syndecan-1
(SDC-1) — in 17 cases of solid SMA and 6 cases of CCOT. The results showed that in
AME, most fo the cases were focally positive for Wntl and Wnt5a, B-catenin was positive
in the cytoplasm only or in association with membrane positivity, and SDC-1 had epithelial
positivity in 100% of the cases and stromal positivity in 40% of the cases. In CCOT cases,
Wntl and Wnt5a was of 100% and also included ghost cells. B-catenin was positive in the
cytoplasm and in the nucleus of epithelial cells in most of the cases, and SDC-1 had
epithelial positivity in 100% of the cases and stromal positivity in 16.7% of the cases. In
conclusion, this study highlighted that Wntl and WntS5a expression was most prominent in
CCOT, B-catenin expression was cytoplasmatic in AME and nuclear in CCOT, and that
stromal expression of SDC-1 was most prominent in AME, so, reinforcing Wntl and Wnt5
role in CCOT development, B-catenin role in CCOT and AME development, and stromal
SDC-1 role in the AME invasive phenotype. In addition, Wntl and Wnt5a expression in
ghost cells of CCOT may contribute to this histogenesis. Therefore, Wnt/B-catenin
signaling pathway seems to contribute to solid AME and CCOT development.

Keywords: ameloblastoma; calcifying cystic odontogenic tumor; Wnt 1; Wnt Sa; B-
catenin; syndecan-1.
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1. Introducao

As lesoes derivadas do tecido odontogénico pertencem a um grupo formado por
condi¢Oes varidveis, que inclui tumores odontogénicos (TO), como o ameloblastoma
(AME) e o tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC), de interesse em diferentes
estudos epidemioldgicos, clinicopatoldgicos e de biologia tumoral (Hassanein et al., 2003;
Sekine et al., 2003; Ledesma-Montes et al., 2008; Gomes et al., 2010; Avelar et al., 2011;
Costa et al., 2011; Habibi et al., 2011; Siar et al., 2011a; Siar et al., 2011b).

Os TO sao lesdes incomuns e dentro deste grupo, o AME € considerado um das
lesdes mais frequentes e, apesar de ser uma lesdo benigna, pode apresentar comportamento
clinico agressivo, localmente destrutivo e invasivo (Gardner et al., 2005). O TOCC € uma
neoplasia benigna um pouco menos frequente e que apresenta similaridades microscopicas
com o AME, porém um comportamento clinico de menor agressividade (Praetorius &

Ledesma-Montes, 2005a).

A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina candnica e ndo-candnica € essencial para a
ativacdo das fases iniciais da odontogénese (Chen et al., 2009). Contudo, a literatura
também apresenta algumas evidéncias da participacdo dessa via no desenvolvimento e
potencial de invasdo dos AME, por ativagdo de Wntl ou Wnt5a, levando ao acumulo
citoplasmdtico e translocacdo nuclear de B-catenina, que vai auxiliar na ativacdo de genes
associados a proliferacdo celular e no aumento da expressdao de syndecan-1 (SDC-1), que
também é capaz de ativar diretamente glicoproteinas da familia Wnt. Além disso, apesar do
nimero limitado de estudos, parece que a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina por meio de
uma mutacdo em [-catenina e, o consequente, acimulo citoplasmatico e nuclear dessa

proteina, estd envolvido também na patogénese dos TOCC.



2. Revisao da literatura

2.1. Tumores odontogénicos

Os TO compreendem um grupo heterogéneo de lesdes incomuns, que se
originam dos elementos epiteliais e/ou ectomesenquimais responsaveis pela formacdo da
estrutura dentdria e dos seus elementos de suporte, portanto, ocorrem exclusivamente nos
0ss0s gnaticos ou nos seus tecidos de suporte e microscopicamente reproduzem as relacdes
indutivas do processo de odontogénese (Philipsen er al., 2005; Neville et al., 2009). Sao
lesdes de comportamento biolégico varidvel, que inclui desde proliferacdes
hamartomatosas até neoplasias verdadeiras, benignas ou malignas (Philipsen et al., 2005;
Mosqueda-Taylor, 2008), tendo o AME como o TO clinicamente significante mais comum
e o TOCC como um TO cistico que apresenta considerdvel diversidade clinica e

microscopica (Neville et al., 2009).

A frequéncia relativa e a distribui¢do dos diferentes tipos de TO variam de
acordo com a regido estudada, a fonte do material da pesquisa ambulatorial ou hospitalar e
o sistema classificatorio utilizado (Fregnani et al., 2002; Fernandes et al., 2005 ; Philipsen
et al., 2005; Mosqueda-Taylor, 2008). Ao considerar as classificacdoes de TO elaborada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mais recentemente (Kramer et al.,1992; Barnes et
al., 2005), é possivel observar que os trabalhos baseados na classificacdo de 1992, de um
modo geral, revelam o odontoma (ODT) e o AME como os dois TO mais comuns (tabela
1). Na classificacdo da OMS de 2005, o tumor odontogénico queratocistico (TOQ), que até
entdo era considerado no grupo de cistos odontogénicos, passou a ser categorizado no
grupo de TO e, a partir de entdo, o TOQ, juntamente com o ODT e o AME passaram a

representar, de um modo geral, o primeiro ou segundo TO mais frequente (tabela 2).



Tabela 1 — Distribuicdo dos cinco TO mais frequentes no Mundo de acordo com a classificagdo de

TO elaborada pela OMS em 1992.

Autor Pais Total ODT (n-%) AME (n-%) MIX (n-%) TOA (n-%) COC (n-%)
Saghravanian et al., 2010 Ira 165 44 (26,7%) 70 (42,4%) 15 (9,1%) 15 (9,1%) 0 (0%)
Sriram & Shetty, 2008 India 250 15 (6,0%) 154 (61,6%) 15 (6,0%) 31 (12,4%) 0 (0%)
Okada et al.,2007 Sri Lanka 226 10 (4,4%) 157 (69,8%) 11 (4,8%) 21 (9,2%) 10 (4,4%)
Buchner et al., 2006 Estados Unidos 1088 826 (75,9%) 127 (11,7%) 24 (2,2%) 19 (1,7%) 17 (1,6%)
da América
Jones & Franklin, 2006 Reino Unido 331 79 (23,8%) 102 (30,8%) 20 (6,0%) 6 (1,8%) 16 (4,8%)
Olgac et al., 2006 Istanbul 527 109 (20,6%) 133 (25,2%) 83 (15,7%) 11 (2,0%) 29 (5,5%)
Adebayo et al., 2005 Nigéria 318 7 (2,2%) 233 (73,3%) 38 (11,9%) 9 (2,8%) 8 (2,5%)
Fernandes ef al., 2005 Brasil 340 85 (25%) 154 (45,3%) 31 (9,1%) 13 (3,8%) 12 (3,5%)
Ladeinde et al., 2005 Nigéria 319 8 (2,5%) 201 (63%) 21 (6,5%) 24 (7,5%) 17 (5,3%)
Simon et al., 2005 Tanzania 116 3(2,6%) 93 (80,1%) 8 (7,0%) 1 (0,9%) 2 (1,7%)
Ochsenius et al., 2002 Chile 362 162 (44,7%) 74 (20,4%) 32 (8,8%) 24 (6,6%) 26 (7,2%)
Simon et al., 2002 Tanzania 213 11 (5,1%) 157 (73,7%) 22 (10,3%) 2 (0,9%) 19 (0,5%)
Santos et al., 2001 Brasil 127 64 (50,4%) 39 (30,7%) 6 (4,7%) 11(8,6%) 0 (0%)
Total 3379 1289 (38,1%) 1250 (36,9%) 217 (6,4%) 124(3,6%) 99 (2,9%)

ODT = odontoma; AME = ameloblastoma; MIX = mixoma; TOA = tumor odontogénico adenomatéide; COC = cisto
odontogénico calcificante.

Tabela 2 — Distribuicao dos cinco TO mais frequentes no Mundo de acordo com a classificagdo de

TO elaborada pela OMS em 2005.

Autor Pais Total TOQ (n-%) AME (n-%) ODT (n-%) MIX (n-%) TOCC (n-%)
Tawfik & Zyada, 2010  Egito 82 16 (19,5%) 34 (41,5%) 11 (13,4%) 7 (8,5%) 0 (0%)
Azevedo, 2009* Brasil 568 191 (33,6%) 174 (30,6%) 76 (13,4%) 26 (4,6%) 31 (5,5%)
El-Gehani et al., 2009 Libia 148  52(35,1%) 33(223%) 29 (19,5%) 5(3,3%) 10 (6,8%)
Lawall, 2009* Brasil 803 299 (37,2%) 132 (16,4%) 190 (23,6%) 43 (5,3%) 42 (5,2%)
México 1253 443 (35,3%) 213 (17%) 305 (24,3%) 120 (9,5%) 44 (3,5%)
Luo & Li, 2009 China 1309 507 (38,7%) 478 (36,5%) 80 (6,2%) 34 (2,6%) 26 (1,9%)
Avelar et al., 2008 Brasil 238 69 (29%) 57(23.9%) 54 (22,1%) 15 (6,3%) 15 (6,3%)
Jing et al., 2007 China 1642 588 (35,8%) 661 (40,3%) 78 (4,7%) 76 (4,6%) 36 (2,2%)
Total 6043 2165 (358%) 1782 (29,5%) 823 (13,6%) 326 (5,39%) 189 3,1%)

TOQ = tumor odontogénico queratocistico, AME = ameloblastoma; ODT = odontoma; MIX = mixoma; TOCC = tumor
odontogénico cistico calcificante; * Tese de doutorado.



2.2. Ameloblastoma

O AME ¢ um TO benigno de origem epitelial, que pode ser localmente
agressivo e é classificado em até quatro diferentes variantes clinicopatologicas: AME
s6lido ou convencional, AME periférico, AME unicistico e AME desmoplésico (Gardner et
al., 2005; Neville et al., 2009; Black et al., 2010). A forma sélida ou multicistica é descrita
como a mais frequente, e pode representar entre 33% e mais de 90% dos casos relatados na
literatura (Chidzonga et al., 1996; Santos et al., 2001; Kessler, 2004; Fernandes et al.,
2005; Buchner et al., 2006; Ghandhi et al., 2006; Ledesma-Montes et al., 2007; Okada et

al., 2007; Luo & Li, 2009; Gupta & Ponniah, 2010; Osterne et al., 2011; Siar et al., 2011a).

O AME sd6lido, também denominado AME multicistico ou AME convencional,
apresenta pico de prevaléncia entre a 3% e 7* décadas de vida sem predilecdo significativa
por sexo ou cor de pele (Gardner et al., 2005: Neville et al., 2009; Black et al., 2010; Siar
et al., 2011a), embora existam alguns trabalhos sugerindo uma maior frequéncia de AME
em pacientes negros e amarelos (Reichart et al., 1995; Kessler, 2004; Buchner et al., 2006;
Okada et al., 2007; Luo & Li, 2009). A maioria dos casos envolve a mandibula,
especialmente a regido posterior de angulo e ramo e se caracteriza clinicamente por um
aumento de volume assintomdtico, que pode atingir grandes dimensdes se nao tratado
(Chidzonga et al., 1996; Kessler, 2004; Gardner et al., 2005; Buchner et al., 2006;
Mendenhall er al., 2007; Neville et al., 2009; Black et al., 2010; Siar et al., 2011a). Os
casos de AME envolvendo a maxila sdo menos frequentes que os casos mandibulares,
contudo, exibem crescimento continuo através da cortical mais fina e do osso mais
esponjoso capaz de envolver as estruturas adjacentes de grande importancia clinica, como a
orbita e a base do cranio, sem exibir aumento de volume tdo proeminente (Nastri et al.,
1995). Além disso, eventualmente, lesdes menores sdo descobertas em exames
radiograficos de rotina, em localizacao interradicular, residual, periapical e paradental (Ide

et al., 2008; Neville et al., 2009).

Radiograficamente, o0 AME pode se apresentar como uma lesdo radiolicida
unilocular ou multilocular (Gardner et al., 2005), em que na maioria das vezes exibe um

~ %

padrao multilocular, lembrando “bolhas de sabdo” quando as loculagdes sdo grandes e
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lembrando “favos de mel” quando as loculagdes sdo pequenas (Kessler, 2004; Neville et
al., 2009). E comum ainda observar reabsor¢io radicular, expansio e/ou rompimento
cortical, assim como a presenca de dentes inclusos no interior da lesdo (Gardner et al.,

2005; Neville et al., 2009; Black et al., 2010).

Microscopicamente, o AME convencional € um tumor epitelial sélido
infiltrativo, que frequentemente apresenta alteracdes cisticas (Kessler, 2004; Neville et al.,
2009; Black et al., 2010) e deve apresentar as caracteristicas citologicas classicas de
hipercromatismo, polarizagdo e vacuolizacdo nuclear das células basais descritas por
Vickers & Gorlin (1970). A proliferagdo epitelial mais observada no AME ¢é caracterizada
por células colunares similares a ameloblastos na periferia e células estreladas arranjadas
frouxamente de forma similar ao reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte na por¢do central,
acarretando um aspecto tintorial gradativo na observacido em objetivas de menor aumento
(Kessler, 2004; Gardner et al., 2005; Adebiyi et al., 2006). Esta proliferacdo celular pode
organizar-se em diferentes padrdes histopatoldgicos, tais como folicular, plexiforme,
acantomatoso, de células granulares e de células basais, e ainda conter c€lulas fantasmas e
células fusiformes ou ser uma mistura de mais de um destes padrdes (Reichart et al., 1995;
Kessler, 2004; Gardner et al., 2005; Neville et al., 2009). A variante histopatolégica
folicular € a mais comum e mais reconhecida e se caracteriza pela proliferacdo de ilhas de
epitélio odontogénico, lembrando o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte em um estroma
fibroso e maduro. O padrdo plexiforme, que também & frequentemente observado, se
caracteriza pela presenca de corddes de epitélio odontogénico anastomosados em um
estroma frouxo e bem vascularizado. O padrao acantomatoso, se caracteriza pela presenca
de extensa metaplasia escamosa na por¢cdo central de uma ilha de AME folicular. As
demais variantes microscépicas sdo descritas como bastante incomuns, e incluem o padrao
de células granulares caracterizado pela acentuada transformacdo epitelial das porcoes
centrais das ilhas tumorais em células granulares e o padrdo de células basais caracterizado
pela presenca de ninhos de células basaldides lembrando o carcinoma basocelular (Reichart
et al., 1995; Kessler, 2004; Gardner et al., 2005; Neville et al., 2009; Bansal et al, 2010;
Black et al., 2010). O aspecto hemangiomatoso é ainda mais raro e exibe um padrao

plexiforme associado a grandes capilares revestidos por endotélio preenchidos por sangue
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(van Rensburg et al., 2001; Tamgadge et al., 2010). Contudo, independente do padrdo
histopatolégico observado em cada caso de AME sdélido, esta variagdo parece ndo ter
relagdo com o comportamento bioldgico e nem mesmo com o progndstico do AME e, por
1ss0, na maioria das vezes, o laudo histopatolégico ndo inclui esta descri¢io (Bachmann &

Linfesty, 2009).

O AME convencional apresenta um padrao de crescimento infiltrativo se
estendendo pelo osso e o tecido mole adjacente, sendo comum a observacdo de ilhas
neoplasicas distantes da massa tumoral por entre as trabéculas de osso intacto sem
evidéncia de alteracdo radiogréfica (Kessler, 2004; Mendenhall et al., 2007; Neville et al.,
2009; Black et al., 2010), o que justifica, em parte, as elevadas taxas de recorréncia que
variam entre 50 e 90% para os casos tratados apenas por curetagem da lesdo (Kessler, 2004;
Gandhi et al., 2006; Neville et al., 2009). Dessa forma, apesar de ainda ser um assunto
controverso (Neville et al., 2009; Fregnani et al., 2010), as ressec¢des cirurgicas incluindo
margem de tecido dsseo clinica e radiograficamente sadio costuma ser a op¢ao terapéutica
mais indicada (Kessler, 2004; Gardner et al., 2005; Carlson & Marx, 2006; Mendenhall et
al., 2007; Neville et al., 2009; Black et al., 2010; Fregnani et al., 2010). O uso de
radiografias da peca cirdrgica e de bidpsia por congelacdo sdo eventualmente empregados e
podem indicar margem cirurgica comprometida (Carlson & Marx, 2006). A osteotomia
periférica, a crioterapia e o uso da solu¢cdo de Carnoy podem ser utilizados na tentativa de
eliminar as células tumorais residuais (Mendenhall er al., 2007; Neville et al., 2009;

Fregnani et al., 2010) ou minimizar as recorréncias (Fregnani et al., 2010).

Apesar de ser uma lesdo benigna, o AME pode levar o paciente ao 6bito em
decorréncia do seu crescimento persistente e infiltrativo que pode envolver estruturas de
importincia clinica, como a orbita e a base de cranio (Nastri et al., 1995; Neville et al.,
2009). Além disso, pode apresentar comportamento maligno, como AME metastatizante ou
como carcinoma ameloblastico (Sciubba er al., 2005; Mendenhall et al., 2007; Neville et
al., 2009). As recorréncias sdo relativamente comuns € podem depender do tamanho da

lesdo, do tipo de tratamento empregado, do padrdo de loculagdo radiogréfica, da presenca



ou auséncia de rompimento cortical (Fregnani et al., 2010) e ocorrer até décadas apds o

tratamento inicial (Gardner et al., 2005; Carlson & Marx, 2006).

A etiopatogénese do AME ainda n3o foi completamente elucidada, mas
acredita-se que esteja relacionada com alguma alteracdo nos genes associados ao processo
de odontogénese (Kessler, 2004; Gardner et al., 2005), envolvendo especialmente as vias
de sinalizagdo, que inclui o fator de crescimento fibrobldstico, o fator de necrose tumoral, a
via do tipo Wingless (Wnt) e as proteinas Osseas morfogenéticas (Gomes et al., 2010;

Sukarawan et al., 2010; Siar et al., 2011b).

2.3. Tumor odontogénico cistico calcificante

O anteriormente denominado cisto odontogénico calcificante (COC) incluia um
grupo de lesdes de comportamento clinico e aspecto microscopico amplo e, que embora
recebesse a denominacdo de cisto, desde a classificacdo da OMS de 1992 tem sido
caracterizado como um TO, especialmente por possuir duas contrapartes sdlidas, benigna e
maligna, bem definidas (Philipsen & Reichart, 2002; Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003,
Tomich, 2004; Ledesma-Montes et al., 2008; Habibi et al., 2011). A classificacdo atual da
OMS de 2005 desmembrou o grupo de lesdes primariamente caracterizadas pela presenca
de células fantasmas em uma neoplasia benigna cistica denominada TOCC, uma neoplasia
benigna s6lida denominada tumor dentinogénico de células fantasmas e uma neoplasia
maligna denominada carcinoma odontogénico de células fantasmas (Praetorius & Ledesma-
Montes, 2005a; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005b; Takata & Lu, 2005; Ledesma-
Montes et al., 2008).

O TOCC € um TO benigno cistico, que apresenta origem provavel na lamina
dentdria e seus remanescentes e que se caracteriza pela presenca de um epitélio similar ao
do AME (Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Crivelini et al., 2009; Habibi et al., 2011).
O seu amplo espectro clinicopatoldgico permite que seja ainda dividido em quatro tipos
distintos: um tipo cistico simples, que é o mais comum e inclui ainda as lesdes pigmentadas

e contendo células claras (Li & Yu, 2003; Ledesma-Montes et al., 2008; Zornosa & Miiller,



2010), um tipo associado ao ODT e que também € relativamente frequente (Yoshida et al.,
2001; Li & Yu, 2003; Gallana-Alvarez et al., 2005; Ledesma-Montes et al., 2008), um tipo
que exibe uma proliferacdo ameloblastomatosa acentuada, que € raro, costuma ser descrito
como relatos de casos isolados e apresenta comportamento clinico ainda incerto com alguns
autores sugerindo que seja similar ao TOCC e outros que seja similar ao AME (Aithal et
al., 2003; Li & Yu, 2003; Kamboj & Juneja, 2007; Ledesma-Montes et al., 2008), e um
ultimo tipo associado a outros TO diferentes do ODT, como o tumor odontogénico
adenomatodide, o fibroma ameloblastico e o fibro-odontoma ameloblastico (Li & Yu, 2003;
Yoon et al., 2004; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Ledesma-Montes et al., 2008).
Além disso, existe relato na literatura de um caso que evidencia a presenca de um TOCC
em um paciente com um TOQ simultaneo, sugerindo que a coincidéncia destes dois TO
cisticos em um mesmo paciente possa ser resultado de uma origem genética comum (Basile

etal.,2010).

O TOCC pode ocorrer no interior dos 0ssos gniticos ou em sua mucosa de
recobrimento (Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Neville et al., 2009), em que as
lesdes centrais representam entre 80 e 95% dos casos (Johnson et al., 1997; Moleri et al.,
2002; Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003; Ledesma-Montes et al., 2008; Habibi et al.,
2011). Usualmente afeta pacientes jovens, principalmente entre as 1* e 3* décadas de vida,
especialmente quando estd associado a um dente incluso ou a um ODT, o que pode ser
respectivamente observado em cerca de 40% e 84% dos casos (Yoshida et al., 2001;
Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Ledesma-
Montes et al., 2008; Habibi et al., 2011). A média de idade das lesdes periféricas na
literatura € cerca de 10 anos acima quando comparada as lesoes centrais (Fregnani et al.,
2003; Li & Yu, 2003; Ledesma-Montes et al., 2008; Resende ef al., 2011). Nao se observa
predilecdo por sexo (Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Neville et al., 2009), embora
alguns trabalhos exibam discreta predilecio masculina (Fregnani et al., 2003; Ledesma-

Montes et al., 2008; Habibi et al., 2011) ou feminina (Tomich, 2004).

A regido anterior de maxila ou de mandibula é descrita como o principal sitio

de acometimento do TOCC, tanto nos casos intradsseos quanto nos casos extradsseos
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(Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a, Neville et al., 2009), embora exista descricao de
casuisticas com prevaléncia de lesdes somente em maxila (Yoshida et al., 2001; Fregnani et
al., 2003; Li & Yu, 2003; Tomich, 2004; Ledesma-Montes et al., 2008) ou somente em
mandibula (Johnson et al., 1997, Tomich, 2004; Habibi et al., 2011). Clinicamente, as
lesdes centrais manifestam-se, na maioria das vezes, como um aumento de volume lento e
indolor (Johnson et al., 1997; Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003; Praetorius & Ledesma-
Montes, 2005a; Ledesma-Montes et al., 2008), mas podem ser identificadas como achados
radiograficos de rotina (Li & Yu, 2003; Tomich, 2004) ou estarem associados a dor
(Johnson et al., 1997; Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003). Podem ainda provocar
deslocamento ou reabsor¢do dentdria (Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a). As lesodes
periféricas, por sua vez, apresentam-se como nddulos gengivais inespecificos de
consisténcia firme e indolores (Johnson et al., 1997; Tomich, 2004; Praetorius & Ledesma-

Montes, 2005a; Resende et al., 2011).

Radiograficamente, o TOCC intradsseo € descrito principalmente como uma
imagem radiolicida unilocular bem delimitada contendo pequenos focos de calcificagdo em
cerca de 50% dos casos (Moleri et al., 2002; Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003; Tomich,
2004; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Ledesma-Montes et al., 2008), um achado
que costuma ser mais comumente observado nos casos que estdo associados a um ODT
(Tomich, 2004; Ledesma-Montes et al., 2008). A presenga de um dente incluso,
particularmente um canino, costuma ser observada principalmente nos casos de TOCC do
tipo cistico simples (Johnson et al., 1997; Fregnani et al., 2003; Ledesma-Montes et al.,
2008), e expansdo Ossea e reabsorcao radicular também ndo sdo achados infrequentes
(Moleri et al., 2002; Li & Yu, 2003; Tomich, 2004; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a).
O exame radiografico das lesdes localizadas exclusivamente na mucosa de recobrimento
dos ossos gnaticos pode evidenciar a presenca de material calcificado e a erosdo no 0sso

alveolar subjacente em cerca de 10% dos casos (Moleri et al., 2002; Resende et al., 2011).

A histopatologia do TOCC revela uma lesdo cistica revestida por um epitélio
que se assemelha ao do AME, incluindo a proliferacdo de um epitélio caracterizado por

células colunares dispostas lado a lado e com nicleo polarizado na camada basal e células
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dispostas frouxamente lembrando o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte nas camadas
mais superficiais. Nas camadas suprabasais, é possivel encontrarmos células com
citoplasma demarcado, eosinofilico, auséncia do nucleo, que sdao denominadas células
fantasmas e representam a caracteristica mais marcante deste grupo de neoplasias (Johnson
et al., 1997; Yoshida et al., 2001; Fregnani et al., 2003; Li & Yu, 2003; Praetorius &
Ledesma-Montes, 2005a; Ledesma-Montes et al., 2008). E importante destacar que a
presenca destas células fantasmas constitui elemento diagnéstico do TOCC, contudo, nio
patognomonico, visto que proliferacdo localizada de células fantasmas pode também ser
observada em outros TO, tais como o ODT, o AME e o fibro-odontoma ameloblastico
(Moleri et al., 2002; Tomich, 2004) e em duas lesdes ndo odontogénicas, o pilomatrixoma,
uma neoplasia cutdnea de origem folicular, e o craniofaringioma, uma neoplasia da
glandula pituitdria (Johnson et al., 1997; Lucchese et al., 2007). Pode se observar ainda
focos de calcificacdo distrofica e presenca de material dentindide adjacente a camada basal
do revestimento epitelial (Johnson et al., 1997; Yoshida et al., 2001; Fregnani et al., 2003;
Li & Yu, 2003; Tomich, 2004; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Ledesma-Montes et

al., 2008).

O TOCC, associado ou ndo a um ODT, costuma ser tratado com sucesso por
meio de enucleacio, contudo, quando ele estd associado a outro TO, o tratamento deve ser
compatibilizado com o manejo proposto para este outro TO (Tomich, 2004; Praetorius &

Ledesma-Montes, 2005a; Neville et al., 2009).

A etiopatogénese do TOCC e das demais lesdes do amplo grupo de TO
contendo células fantasmas também ndo foi completamente elucidada, mas estudos
incluindo andlise imunoistoquimica e molecular tém evidenciado que alteracdes na via de
sinalizacdo Whnt, incluindo mutacdes nos genes associados a expressdo de [-catenina,
podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento e diferenciacio do TOCC
(Sekine et al., 2003; Ahn et al., 2008). A natureza das células fantasmas também tem sido
motivo de constante debate e, apesar de ainda ndo ter sido determinada, as principais
hipoteses descritas incluiram as seguintes justificativas: uma forma de queratinizacdo

aberrante, uma degeneracdo celular, uma forma de matriz de esmalte, corpos apoptéticos de
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células odontogénicas ou ainda estdgio diferente de uma queratinizacao normal (Takata et
al., 2000; Lucchese et al.,2007; Crivelini et al.,2009), que também ja teve seu

desenvolvimento relacionado a via de sinalizacdo Wnt (Tanaka et al., 2007).

2.4. Via de sinalizacao Wnt/p-catenina

As moléculas da via de sinaliza¢do pardcrina Wnt incluem, na espécie humana,
19 glicoproteinas secretadas e dotadas de fungdes distintas e sobrepostas, que estdo
associadas a proliferacdo e diferenciacdo celular durante o desenvolvimento precoce e a
homeostase na vida adulta, e apresentam capacidade de ativar diferentes vias de sinalizacdo
intracelular, em especial a via associada a proteina [-catenina, a mais estudada e
denominada canodnica (Alberts et al., 2008; Chen et al., 2009; Liu & Millar, 2010). As
glicoproteinas da familia Wnt, uma das mais importantes familias de moléculas de
sinalizacdo durante o desenvolvimento dos organismos multicelulares, estdo distribuidas
por todo o tecido por meio de ligagdo com proteoglicanos de heparan sulfato (Sathi et al.,
2007). Tradicionalmente, a familia Wnt esta dividida em dois grupos de acordo com a sua
capacidade de ativar a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina: os membros da classe Wntl
(Wntl, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt7b e Wnt8a) e os membros da classe Wnt5a (Wnt4,
Wnt5a e Wntll), no qual o primeiro grupo exibe maior potencial de ativacdo da via
canodnica que o segundo (Liu & Millar, 2010), embora, hoje, se saiba que as glicoproteinas
Wntll e Wnt5a também tenham capacidade de ativar a via B-catenina diretamente (Sathi et
al., 2007; Pukrop & Binder, 2008; Liu & Millar, 2010; Lin et al., 2011). Além disso, a
glicoproteina WntSa pode ainda atuar como antagonista da via candnica por meio da
inibicdo da glicoproteina Wnt3 (Mikels & Nusse, 2006; Sathi et al., 2007; Lin et al., 2011),
um mecanismo importante de interacdo entre as vias candnica e ndo-candnica (Mikels &

Nusse, 20006).

A via de sinalizacdo Wnt/B-catenina estd centrada na estabilizacdo e
subsequente acimulo nuclear de B-catenina (Polakis, 2000; Alberts et al., 2008; Chen et al.,
2008; Chen et al., 2009; Liu & Millar, 2010), que atuard na expressao de genes associados

ao ciclo celular durante a proliferacdo, citodiferenciacdo e histodiferenciacio no
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desenvolvimento embrionario e durante o controle da proliferacao e motilidade celulares na
vida adulta (Sathi et al., 2007; Alberts et al., 2008; Tanahashi er al., 2008; Sukarawan et
al., 2010), e que pode ser reativada, principalmente, quando associada ao desenvolvimento
de alguns tipos de neoplasias malignas (Morin, 1999; Polakis, 2000; Clevers, 2006). A via
de sinalizacdo Wnt/B-catenina desempenha também importante papel na odontogénese,
sendo ativada no ectomesénquima odontogénico no inicio do processo de desenvolvimento
do dente (Chen et al., 2009) e ja foi identificada por imunoistoquimica e hibridizacdo in
situ em varios estagios de desenvolvimento deste 6rgdo (Sarkar & Sharpe, 1999; Obara et

al., 2006; Liu et al., 2008; Siriwardena et al., 2009).

A B-catenina é uma proteina citoplasmadtica ligante de caderina multifuncional,
envolvida na adesao celular ao formar uma unidade na membrana celular com a E-caderina,
(Obara et al., 2006; Alberts et al., 2008; Brigidi & Bamji, 2011), e que funciona como
ativadora transcricional no nucleo por meio da familia TCF/LEF (Willert & Nusse, 1998;
Morin, 1999; Miyake et al., 2006; Sathi et al., 2007; Alberts et al., 2008; Matsuzawa et al.,
2009). Esta proteina, normalmente, € degradada de forma rdpida no citoplasma das células
epiteliais e mesenquimais quando ndo estd associada a caderina (Alberts et al., 2008). A
participagdo da B-catenina como ativadora transcricional no nicleo ocorre por ativacido da
via Wnt candnica que vai permitir a estabilizacdo da P-catenina citoplasmdtica, que
acumulada serd translocada para o nucleo da célula e ativara fatores de transcri¢do que irdo
acelerar a expressdo de genes que codificam proteinas associadas ao ciclo celular e a
progressao tumoral (Lustig & Behrens, 2003; Chen et al., 2008; Tanahashi et al., 2008; Liu
& Millar, 2010).

Em situacdes de normalidade com células ndo estimuladas, a proteina
adenomatous polyposis coli (APC) captura a -catenina e a conduz para a formagdo de um
complexo com a axina e o glicogénio sintetase quinase 3-f (GSK-3f), que por sua vez
fosforila todas as proteinas do complexo e permite, entdo, que a B-catenina seja identificada
e removida por mecanismos de ubiquitinacdo e degradada nos proteossomos por intermédio
do componente da ligase de ubiquitina 3-TRCP (Castro et al., 2000; Polakis, 2000; Van
Aken et al., 2001; Alberts et al., 2008; Chen et al., 2008). Na presenca do sinal Wnt
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durante o desenvolvimento por meio da interacdo entre uma das glicoproteinas da classe
Wntl com o receptor de superficie celular Frizzled (FZ) e o seu co-receptor de proteina
relacionada com o receptor de lipoproteina de baixa densidade 5 ou 6 (LRP), ocorre
ativacdo da proteina sinalizadora citoplasmatica denominada Dishelleved (DSH), que ao ser
fosforilada, atua dissociando e inativando o complexo de degradagcdo da B-catenina, que
nao ¢ mais degradada e comeca a se acumular no citoplasma e, subsequentemente, no
nucleo, local no qual exercerd, em associacao com outras proteinas, sua funcio de ativadora
transcricional (Polakis, 2000; Lo Muzio, 2001; Clevers, 2006; Alberts et al., 2008; Liu &
Millar, 2010). Além da sequéncia descrita anteriormente, € importante destacar que esta via
de sinalizacdo pode ocorrer a partir de SDC-1, que € capaz de ativar diretamente Wntl e

Wnt5a. Um resumo do funcionamento da via de sinaliza¢gio Wnt/B-catenina encontra-se

ilustrado sob a forma de um desenho esquematico na figura 1.
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Figura 1. Esquema simplificado e adaptado da via Wnt/B-catenina. A esquerda a via Wnt
desativada, na qual a B-catenina é degrada no citoplasma, e a direita a via Wnt/B-catenina ativada,

na qual a B-catenina atua como ativadora transcricional no nicleo. Fonte base: Liu & Millar, 2010.

Apesar de nem todos os mecanismos serem completamente elucidados, sabe-se
que a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina parece ser bem regulada de forma que as
caracteristicas das proprias glicoproteinas da familia Wnt, a disponibilidade de seus

receptores e a disponibilidade citoplasmatica e nuclear de B-catenina funcionam como
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componentes ativos deste mecanismo (Kikuchi, 2000; Lustig & Behrens, 2003; Mikels &
Nusse, 2006; Pukrop & Binder, 2008).

A glicoproteina Wntl foi primeiramente identificada como um oncogene
mamdrio em 1982 (Lo Muzio, 2001; Clevers, 2006), e a sua superexpressdo ja foi
observada em algumas malignidades de baixo grau, incluindo o carcinoma basocelular, o
carcinoma espinocelular de boca e de es6fago bem diferenciados, o carcinoma de ndo
pequenas células pulmonar e o cancer colorretal bem diferenciado (Lo Muzio, 2001; Chuah
et al., 2009; Siar et al., 2011b). Sugere-se que o seu potencial oncogénico seja resultado de
um mecanismo antiapoptotico (Chuah et al., 2009; Siar et al., 2011b), embora também seja
descrita a possibilidade de uma fungdo de mediador apoptético (Siar et al., 2011b). E
importante destacar que a expressdo de Wntl também ja foi identificada em tumores
benignos localmente agressivos, como o AME e o tumor odontogénico queratocistico (Siar

etal., 2011b).

Como citado anteriormente, Wnt5a atua de forma contraditéria ativando a via
de sinaliza¢do ndo-canonica e inibindo a via de sinalizacdo candnica (Clevers, 2006; Liu &
Millar, 2010; Siar et al., 2011b), e tem sido descrita associada a odontogénese (Liu &
Millar, 2010). Durante o desenvolvimento dentdrio no estdgio de botdo, WntSa é expressa
pelas células mesenquimais adjacentes ao epitélio dentdrio, e se mantém fortemente
expressa no ectomesénquima da papila dentdria durante o estigio de capuz, e
provavelmente estd associada a uma regulacido positiva de inibidores de Wnt nas células
ectomesenquimais durante este periodo de desenvolvimento do dente (Liu & Millar, 2010).
A produgdo de Wnt5a por células tumorais ou pelas células do estroma pode diferenciar o
seu potencial de ser supressora ou promotora de tumor (Pukrop & Binder, 2008). Além
disso, esta glicoproteina tem sido recentemente associada a invasdo tumoral e a metdstase
em casos de melanoma sem associacdo com a via candnica e o acimulo nuclear de [3-
catenina (Lustig & Behrens, 2003; O’Connel er al., 2009), mas potencializado por

proteoglicanos de heparan-sulfato, como o SDC-1 e o syndecan-4 (O’Connel et al., 2009).

O SDC-1, também denominado CD138, é um proteoglicano de heparan sulfato
transmembrana, identificado em células epiteliais, endoteliais € mesenquimais (Leocata et
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al., 2007; Bologna-Molina et al., 2008; Teng et al., 2012) e que, nas células epiteliais
maduras se liga a proteinas da matriz extracelular (MEC), modulando a interacdo entre
epitélio e tecido conjuntivo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular e, o controle da
arquitetura celular (Leocata et al., 2007; Shibata et al., 2007; Teng et al., 2012). E
transitoriamente expresso nas células mesenquimais € nos ameloblastos do germe dentdrio
durante o processo de odontogénese como um receptor regulador de fatores de crescimento
e de moléculas transdutoras de sinais e, pode ativar diretamente Wntl (Leocata et al., 2007)
e Wnt5a (O’Connell et al.,2009), aumentando a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina (Liu &
Millar, 2010; Teng et al., 2012). O padrao de expressdo de SDC-1 € pleiotrépico e estd
diretamente relacionado com o seu potencial de supressio ou promogao tumoral
dependente do tipo de célula em que esta expresso (Davies et al., 2004; Mennerich et al.,
2004; Baba et al., 2006), no qual a expressdao em células epiteliais estd relacionada com a
funcdo supressora e a expressido em células estromais com a fungcdo promotora (Davies et
al., 2004). Além disso, ha evidéncias de que SDC-1 possa modular a via de sinalizagdo
Wnt, e € fundamental na tumorigénese de Wntl induzida em glandulas mamadrias de
camundongos (Alexander et al., 2000). Por conseguinte, pelo papel que desempenha na via
de sinalizacdo Wnt/Bcatenina durante a odontogénese e pela transferéncia de expressiao de
SDC-1 das células epiteliais para as células estromais e MEC em neoplasias malignas
(Leocata et al., 2007), como o cancer de cabeca e pescoco, de ovdrio, de préstata, de
pancreas e de pulmado (Teng et al., 2012), é de se esperar que este proteoglicano esteja

também envolvido no desenvolvimento de TO (Leocata et al., 2007).

Estudos envolvendo as glicoproteinas Wnt sugerem que elas tenham
participag@o na carcinogénese humana por meio de alteragdo na distribui¢do de B-catenina e
inducdo da transcricdo de genes relacionados a proliferacdo celular de forma a levar a um
desequilibrio entre as taxas de apoptose e replicacdo (Polakis, 2000; Lo Muzio, 2001;
Lustig & Behrens, 2003). Dessa forma, a ativac@o aberrante da via de sinalizacdo Wnt/f3-
catenina na vida adulta leva a transloca¢do nuclear de P-catenina e estd associada, na
maioria das vezes, ao desenvolvimento e progressao tumoral de varios tipos de neoplasias
malignas, como o melanoma e o meduloblastoma, e alguns tipos de canceres de estomago,

figado, c6lon, pulmdo, prdstata, ovdrio, endométrio, glandulas salivares e do sistema
16



hematopoiético (Morin, 1999; Polakis, 2000; Clevers, 2006; Sathi et al., 2007; Siriwardena
et al., 2009; Liu & Millar, 2010; Sukarawan et al., 2010), mas também pode estar associada
a alguns tipos de neoplasias benignas, como o pilomatrixoma e o craniofaringioma
(Hassanein et al., 2003; Clevers, 2006) e também de origem em glandula salivar (Liu &
Millar, 2010). Esta translocag¢do foi demonstrada por meio da expressdo imunoistoquimica
nuclear da PB-catenina em diferentes tumores (Castro er al., 2000; Van Aken, 2001;
Saldanha et al., 2004), mas, apesar da recente identificagdo em modelos experimentais e da
possibilidade de ativagdo pela exposicao a proteina de esmalte amelogenina (Matsuzawa et
al., 2009), pouco ainda se sabe sobre o seu papel nas lesdes odontogénicas (Gomes et al.,

2010).

2.5. Papel da via de sinalizacado Wnt/p-catenina no AME e no TOCC

O AME ¢ uma neoplasia epitelial benigna, de crescimento lento e localmente
invasivo, na qual existe uma interagdo entre as células epiteliais tumorais e as células
denominadas ectomesenquimais e a matriz extracelular (MEC) (Leocata et al., 2007) e, por
isso, alguns estudos recentes tém sido realizados na tentativa de identificar o papel das
moléculas sinalizadoras responsdveis por esta interacdo no seu desenvolvimento (Sekine et
al., 2003; Leocata et al., 2007; Sathi et al., 2007; Bologna-Molina et al., 2008; Tanahashi et
al., 2008; Siriwardena et al., 2009; Sukarawan et al., 2010).

Moléculas sinalizadoras da via Wnt candnica, como a [B-catenina ja foram
identificadas na membrana, no citoplasma e no nicleo das células neoplasicas de AME
sOlido (Kumamoto & Ooya, 2005; Tanahashi et al., 2008; Alves Pereira et al., 2010), de
forma semelhante ao observado no epitélio dentdrio interno e externo e nas células do
reticulo estrelado do 6rgdo dentdrio durante a amelogénese (Tanahashi et al., 2008; Liu &
Millar, 2010), num processo que pode ser ativado pela amelogenina, que como
demonstrado em estudos experimentais in vivo, leva a superexpressdo de B-catenina por
modificacdo ou suplementagdo da via Wnt/B-catenina (Matsuzawa et al., 2009). Dessa
forma, a superexpressdo nuclear de B-catenina identificada em AME e ndo em germes

dentdrios por estudos imunoistoquimicos (Kumamoto & Ooya, 2005; Tanahashi et al.,
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2008; Siriwardena et al., 2009), parece ter relacio com o seu processo de tumorigénese,
especialmente pela identificacdo concomitante de aumento da proliferacdo celular na

superexpressao da proteina Ki-67 (Tanahashi et al., 2008).

Em AME, o padrao de expressdo de B-catenina parece ser varidvel de acordo
com o tipo histopatoldgico, podendo apresentar superexpressao nuclear em AME folicular e
acantomatoso, superexpressdo de membrana em AME plexiforme (Sekine et al., 2003;
Kumamoto & Ooya, 2005; Miyake et al., 2006), expressao forte nas células granulares
centrais e expressao fraca nas células cuboidais periféricas no AME de células granulares
(Sathi et al., 2007), reforcando o seu possivel papel no processo de citodiferenciacdo das
células neopldsicas dos AME (Kumamoto & Ooya, 2005). Ainda assim, é importante
destacar que os niveis transcricionais e a dosagem da proteina -catenina ainda ndo foram
identificados (Gomes et al., 2010) e que esta superexpressdo de B-catenina parece ndo estar
relacionada com uma mutacdo no gene que codifica esta proteina (Sekine et al., 2003;
Miyake et al., 2006; Tanahashi et al., 2008; Siriwardena et al., 2009), caracteristica, ao
contrdrio, observada nos TOCC (Sekine et al., 2003; Ahn et al., 2008), que também
exibiram positividade imunoistoquimica nuclear e citoplasmatica de B-catenina somente

nas células epiteliais (Hassanein et al., 2003; Ahn et al., 2008).

Alguns trabalhos avaliaram a expressdao imunoistoquimica de Wntl em AME
(Leocata et al., 2007; Chuah et al., 2009; Siar et al., 2011b), e de um modo geral, a maioria
dos casos exibiu positividade numa propor¢do que variou entre cerca de 70% e 90% (Chuah
et al., 2009; Siar et al., 2011b), com destaque para o fato das lesdes primdrias de AME
s6lido plexiforme exibirem forte positividade com maior frequéncia que suas lesdes
recorrentes € que o inverso aconteceu nos casos de AME unicistico (Chuah et al., 2009).
Além disso, em estudo avaliando a expressao das diferentes moléculas de Wnt associadas a
via candnica e a via ndo-candnica, foi possivel observar que, independente do subtipo
histopatoldgico, a imunoexpressdo mais representativa foi a de Wntl (Siar et al., 2011b),
um achado que ndo foi reproduzido em outro estudo que observou uma menor positividade
de Wntl nas variantes desmoplésica e plexiforme de AME (Leocata et al., 2007). Contudo,

levando em consideracdo a arquitetura complexa do AME, a positividade para Wntl ¢
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descrita nas células da periferia e da porcao central de aspecto similar ao reticulo estrelado
do 6rgdo dentario (Chuah et al., 2009; Siar et al., 2011), bem como nas dreas de
queratinizagdo da metaplasia escamosa € de células granulares (Chuah et al., 2009), e
eventualmente nas células estromais e na MEC associadas (Leocata et al., 2007). A
presenca de quantidade significativa de casos Wntl negativos observados na série de AME
publicada por Leocata et al. (2007), pode ser justificada pela probabilidade de participacdo
de outros membros da familia sinalizadora Wnt, como a Wnt5a, no desenvolvimento do

AME (Leocata et al., 2007: Sathi ef al., 2007; Sukarawan et al., 2010; Siar et al., 2011b).

A expressdao de Wnt5a, molécula de sinalizacdo da via Wnt ndo-candnica capaz
de regular o crescimento, a padronizagdo e a diferenciacdo do desenvolvimento dentdrio
(Lin et al., 2011), foi observada nas células epiteliais de AME, incluindo as células
granulares (Sathi et al., 2007; Sukarawan et al., 2010), enquanto foi observada somente nas
células mesenquimais nos estagios iniciais do desenvolvimento do dente (Liu & Millar,
2010) com expressao fraca nas células mesenquimais e forte nas células do epitélio dentario
interno e externo do 6rgdo dentdrio, além de ser também expressa em ameloblastos pré-
secretores (Sukarawan et al., 2010). Estudos experimentais identificaram ainda que a
superexpressao de Wnt5a em linhagem de células de AME foi capaz de promover a
sobrevida da célula com perda de inibi¢do de contato, perda de ancoragem dependente e
aumento da formac¢do tumoral, justificando assim o seu possivel papel no desenvolvimento
e invasividade dos AME, podendo posteriormente ser inibida e servir como uma
abordagem terapéutica futura na tentativa de evitar as grandes cirurgias para a cura do
AME (Sukarawan et al., 2010). Contudo, estudo avaliando as vias canOnicas e nao-
canbdnica de Wnt em 72 casos de AME, ndo identificou positividade para Wnt5a em

nenhum dos seus casos (Siar et al., 2011b).

Finalmente, alguns trabalhos avaliaram a expressio comparativa de SCD-1,
proteoglicano capaz de ativar a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina por meio de Wntl e
Wnt5a, em AME e germes dentérios (Leocata et al., 2007: Sathi et al., 2007; Sukarawan et
al., 2010). Nos germes dentérios, a expressao de SDC-1 foi observada em 100% das células

estromais e na MEC, em cerca de 70% das células epiteliais ¢ em alguns ameloblastos,
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enquanto que no AME, esta expressdo foi observada em cerca de 50% das células
estromais, 70% da MEC e 20% das células epiteliais, achados que corroboram com a
funcdo esperada para este proteoglicano na interacdo ectomesenquimal dos germes
dentdrios e com o possivel envolvimento no processo tumorigénico dos AME ao substituir
a expressdo epitelial pela expressdao estromal (Leocata et al., 2007), o que € ainda mais
reforcado pela menor expressio de SDC-1 observada em carcinomas ameloblésticos
quando comparado a algumas variantes de AME (Bologna-Molina er al., 2009). E
importante ressaltar que a reducdo na expressdo de SDC-1 nas células epiteliais de AME,
observada também por Bologna-Molina et al. (2008), e a sua concomitante transferéncia
para as células estromais, tem sido descrita em neoplasias malignas e pré-malignas em suas
progressodes tumorais e desenvolvimento de metastases (Leocata et al., 2007). Além disso, a
manutengdo da expressdo de SDC-1 nos foliculos dentdrios parece ter relagdo com a
manutencdo da movimentagdo e proliferacdao das células no processo de erup¢ao dos dentes
(Shibata et al., 2007). E, finalmente, sabe-se que a ativagdo da via de sinalizacdo Wnt
acarreta em aumento de proteoglicanos de heparan sulfato, como SDC-1 (Leocata et al.,

2007; Alberts et al., 2008; Liu & Millar, 2010).
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3. Proposicao

3.1. Objetivo geral

Avaliar de forma comparativa a expressdo imunoistoquimica de marcadores
associados direta ou indiretamente a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina no desenvolvimento

do AME sélido e do TOCC.

3.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a expressdo imunoistoquimica das glicoproteinas de sinaliza¢do da

familia Wnt candnica (Wntl) e ndo-candnica (Wnt5a) em AME solidos e TOCC.

2. Avaliar a expressao imunoistoquimica citoplasmdtica e nuclear da proteina f3-

catenina em AME solidos e TOCC.

3. Avaliar a expressdo imunoistoquimica do proteoglicano de heparan-sulfato

SDC-1 em AME sodlidos e TOCC.

4. Comparar a expressao imunoistoquimica dos marcadores associados a via de

sinalizacdo Wnt/B-catenina entre as lesdes de AME e TOCC.
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4. Material e métodos

4.1. Selecao da amostra

A selecdo dos casos foi feita a partir do arquivo de laminas da tese de doutorado
intitulada “Estudo demografico e clinicopatologico retrospectivo de tumores odontogénicos
de uma casuistica da cidade do Rio de Janeiro” aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (FOP-
UNICAMP) sob o ndmero 133/2008 (Anexo 1).

Foram avaliados 34 casos de AME e 6 casos de TOCC do arquivo do
Laboratério de Histopatologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (FO/UERIJ), no qual os critérios de inclusdo foram: quantidade
suficiente de material para a realizagdao das reagcdes imunoistoquimicas e a disponibilidade

dos blocos de parafina.

Apés a selecdo inicial, os blocos de parafina provenientes de bidpsias
representativas € de peca cirurgica de 18 casos de AME e 6 casos de TOCC foram

selecionados e incluidos neste estudo.

4.2. Analise dos dados demograficos, clinicos e radiograficos

Os dados referentes as caracteristicas demograficas (idade e sexo dos
pacientes), clinicas (localizacdo das lesdes e presenca de sintomas) e radiograficas (tipo de
imagem radiografica) foram obtidos a partir das informagdes do arquivo da tese de
doutorado intitulada “Estudo demografico e clinicopatoldgico retrospectivo de tumores
odontogénicos de uma casuistica da cidade do Rio de Janeiro”. Para a descri¢do da
localizag¢do anatdmica das lesdes, a maxila e a mandibula foram divididas em trés diferentes
regides: anterior (incisivos e caninos), intermedidria (pré-molares) e posterior (a partir dos
molares, incluindo angulo e ramo na mandibula e tuberosidade na maxila). As informagdes
sobre a evolugdo dos casos nao estavam disponiveis, pois todos os dados do arquivo da tese

foram obtidos a partir da ficha de requisi¢ao laboratorial.
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4.3. Analise histopatologica

A partir dos blocos de parafina selecionados, cortes histologicos corados em
hematoxilina e eosina, com espessura de Sum foram confeccionados para todos os casos e
reavaliados sob microscopia Optica no Laboratério de Patologia oral da Faculdade de

Odontologia da Universidade Federal Fluminense de Nova Friburgo (FOUFF/NF).

A avaliacdo microscopica foi realizada pelo pesquisador responsédvel e seu
orientador, e a confirmagdo do diagndstico final foi baseada nos critérios propostos pela

OMS para a Classificacdao dos TO (Barnes et al., 2005).

4.4. Analise imunoistoquimica

Os cortes histolégicos de 3um em laminas silanizadas foram realizados no
Laboratério de Patologia Oral da FOUFF/NF e as reacdes imunoistoquimicas foram
realizadas no Laboratério de Imunoistoquimica da Faculdade de Odontologia da

Universidade Estdcio de S4 do Rio de Janeiro (FO/UNESA).

As reacOes imunoistoquimicas foram realizadas de acordo com o protocolo do
Laboratério de Imunoistoquimica da FO/UNESA da seguinte forma: os cortes histolégicos
foram desparafinizados em um xilol a 50° C por 20 minutos e em outro xilol a temperatura
ambiente por cinco minutos, hidratados em solugdes de dlcool em concentracdes
decrescentes (absoluto, 90°, 70° e 50°) e lavados em &4gua corrente. A recuperagdo
antigénica foi realizada com uma solu¢do de acido citrico monohidratado (10mM, pH 6,0,
25°C) e incubados em dois ciclos de 12 minutos aquecidos em forno de microondas. Apds
resfriamento do liquido, por um periodo de 20 minutos em temperatura ambiente, os cortes
foram lavados em 4gua corrente durante cinco minutos, e posteriormente, mergulhados em
solugdo de peréxido de hidrogénio a 20 volumes em cinco banhos de cinco minutos cada,
com o intuito de inibir a a¢do da peroxidase enddgena, e novamente lavados em dgua
corrente. Posteriormente, os cortes foram deixados por cinco minutos no leite, lavados em

dgua corrente e colocados em solucao de PBS (phosphate-buffered saline) de pH 7,4. Os
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cortes foram incubados separadamente com anticorpos monoclonais primdrios, diluidos em
albumina bovina sérica a 1% (BSA), em cimara imida ao longo de toda a noite na
temperatura de 4° C (tabela 3). Apds a incubacdo com o0s anticorpos primdrios, os cortes
foram tratados com os anticorpos secundarios do sistema ADVANCE (Dako) e a revelagao
feita por meio do cromdégeno Diaminobenzidina (SIGMA) para visualizar a atividade da
peroxidase. As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Carazzi. Os controles
positivos, usados em todas as reacOes, estdo descritos na tabela 3. E nado foi utilizado
controle negativo. Os casos que apresentaram imunomarcac¢ao negativa foram repetidos
para confirmar esse resultado e um caso de AME que apresentou negatividade para todos os

anticorpos foi excluido desse estudo.

Tabela 3 — Anticorpos primdrios, clones, fabricantes, diluicdes e controles positivos empregados na

andlise imunoistoquimica dos casos de AME e TOCC.

Anticorpo primdrio Clone Fabricante Diluigcao Controle positivo
Whntl Policlonal purificado ~ R&D SYSTEMS 1:100 Carcinoma de mama
WntSa 442625 R&D SYSTEMS 1:50 Intestino delgado de rato

B-catenina 17C2 NOVOCASTRA 1:100 Hiperplasia fibrosa
SDC-1 (CD138) MI15 DAKO 1:100 Hiperplasia fibrosa

A expressao dos marcadores imunoistoquimicos foi avaliada quanto a
localizacdo e porcentagem de células marcadas, em que a expressdo de Wntl e WntSa foi
avaliada no citoplasma das células epiteliais, a expressio de SDC-1 foi avaliada na
membrana e citoplasma das células epiteliais e no estroma. A avaliacdo da porcentagem
positiva de Wntl, Wnt5a e SDC-1 foi classificada em: indetectdvel; detectivel em menos

de 50% das células; e detectdvel em 50% das células ou mais. Com rela¢do ao marcador B-
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catenina, a anélise foi classificada em negativa; presente na membrana; na membrana € no
citoplasma; no citoplasma; ou no citoplasma e no nicleo, sem levar em consideracao o
percentual de células marcadas. As andlises foram realizadas pelo pesquisador responséavel
e seu orientador de forma independente e conjunta até que se obtivesse um consenso na

marcacao.

A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP e aprovada. O certificado da
resolugdo estd anexado ao final desta dissertacdo (Anexo 2).
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5. Resultados

5.1. Caracteristicas clinicas

Um total de 24 lesoes, sendo 17 casos de AME e seis casos de TOCC foi
incluido no estudo final e a coleta das informagdes clinicas foram realizadas com o intuito

de situar os casos com o perfil da literatura.

As informagdes clinicas dos casos de AME selecionados incluiram 14 casos
envolvendo a mandibula (82,3%), principalmente na regido intermedidria e/ou posterior,
um caso envolvendo a maxila (5,8%), e dois casos ndo tinham esta informacao disponivel.
Quatro casos envolveram concomitantemente as regides intermedidria e posterior da
mandibula. O sexo masculino foi afetado em 10 casos (58,8%), o sexo feminino em seis
casos (35,3%), e em um caso esta informacgdo estava indisponivel. A idade no momento do
diagndstico variou entre 12 e 72 anos, com uma média de 33,9 anos de idade. O aspecto
radiogréfico descrito nas fichas de requisi¢do incluiu cinco casos como imagem radioldicida
(29,4%), trés deles especificadas como uniloculares (17,6%), quatro como multiloculares
(23,5%) e cinco sem informagdo sobre loculagdo disponivel (29,4%). Seis casos foram
descritos como assintomaticos (85,7%), um caso apresentou sintoma (14,3%), e em 10

casos esta informacao estava indisponivel.

Nos casos de TOCC, trés casos envolveram a mandibula, dois casos
envolveram a maxila e um caso ndo tinha esta informacao disponivel, sendo cinco pacientes
do sexo feminino e um caso sem informacao sobre o sexo do pacientes. As idades variaram
entre 10 e 28 anos no momento do diagndstico e a idade média foi de 17 anos. Trés casos
estavam descritos como assintomdticos € os demais nio apresentavam esta informacao

disponivel.

A distribuicdo das informagdes clinicas dos casos de AME e TOCC avaliados

encontra-se descrita nas tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4 — Distribuicio das caracteristicas demogréficas, clinicas e radiograficas dos 17 casos de

AME avaliados.

Caso Idade Sexo Aspecto radiogrdfico Local Sintoma
1 28 M ND MAND N
2 48 M RL MAN ND
3 18 M RLU MANpD N
4 43 M RLM MANpD N
5 26 M RLU MAN:ip ND
6 22 F RL MAXp ND
7 31 F RLM MANip ND
8 40 F RLM MANip N
9 29 F ND ND ND

10 32 F RLM MAN:ip S
11 ND M ND MANa ND
12 35 M RL MAN ND
13 12 M RLU MANa N
14 55 M ND MANa ND
15 17 F RL MAN N
16 ND ND ND ND ND
17 72 M RL MANa ND

Legendas utilizadas: M = masculino; F = feminino; RL = radioltcida; RLM = radiolicida multilocular; RLU = radiolucida
unilocular; MAN = mandibula; MANp = mandibula posterior; MANip = mandibula intermediaria posterior; MANa =
mandibula anterior; MAXp = maxila posterior; S = sim; N = ndo; ND = ndo disponivel.
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Tabela 5 — Distribui¢do das caracteristicas demogréficas, clinicas e radiograficas dos seis casos de

TOCC avaliados.

Caso Idade Sexo Aspecto radiogrdfico Local Sintoma
1 28 F RLU MAXaip N
2 15 F RLM MANp N
3 11 F MIS ND ND
4 10 F RLU MANai N
5 22 ND MIS MAXp ND
6 16 F RL MANp ND

Legendas utilizadas: F = feminino; RLU = radioltcida unilocular; RLM = radiolucida multilocular; MIS = radioltcida com
areas radiopacas (mista); MAXaip = maxila anterior intermediaria posterior; MANai = mandibula anterior intermediaria ;
MANp = mandibula posterior; ND = ndo disponivel.

5.2. Caracteristicas histopatolégicas

Os casos de AME exibiam as caracteristicas microscopicas cldssicas com
proliferacdo epitelial de células colunares exibindo nucleo polarizado lembrando
ameloblastos e de 4reas com arranjo frouxo lembrando o reticulo estrelado do 6rgao
dentario, em que sete casos exibiam padrio plexiforme, quatro casos exibiam padrao
folicular e um caso exibia padrdo acantomatoso. Além disso, cinco casos exibiam um
padrdo hibrido com a presenca de mais de uma variante microscopica € um dos casos do
tipo plexiforme apresentava ainda um aspecto hemangiomatoso (figuras 2, 3, 4 e 5 e tabela

8).

Os casos de TOCC também exibiam as caracteristicas microscopicas classicas,
incluindo a presenca de cavidade cistica revestida por epitélio ameloblastomatoso com
formacdo de células fantasmas, e dois casos exibiam ainda presenca de material calcificado

(figura 6).
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Figura 2 - AME plexiforme Figura 3 - AME folicular
(hematoxilina e eosina, aumento original 200x)  (hematoxilina e eosina, aumento original 200x)
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Figura 4 - AME acantomatoso Figura 5 - AME com aspecto hemangiomatoso
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Figura 6 - TOCC
(hematoxilina e eosina, aumento original 200x)
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5.3 Caracteristicas imunoistoquimicas

Os casos de AME exibiram positividade imunoistoquimica para pelo menos um
dos marcadores utilizados, contudo, a anélise individual revelou algumas variacdes gerais e
de acordo com o padrdo histopatolégico e encontra-se descrita na tabela 6. O anticorpo
Wntl foi positivo em 64,5% dos casos, sendo positivo em menos de 50% das células
tumorais em nove casos (52,9%), positivo em 50% ou mais das células tumorais em trés
casos (11,6%) e indetectdvel em cinco casos (29,4%) (tabela 7 e figura 7). O anticorpo
Wnt5a foi positivo em nove casos (53%), todos eles com padrdo de positividade em menos
de 50% das células tumorais, e em oito casos (47%) sua expressao foi indetectavel (tabela 8
e figura 8). O anticorpo SDC-1 foi positivo em todos os casos, sendo identificado em 50%
ou mais das células tumorais em 12 casos (70,6%), e positivo em menos de 50% das células
epiteliais em cinco casos (29,4%). Além disso, marcacdo positiva para o SDC-1 foi
observada no estroma das lesdes em sete casos (41,2%) (tabela 9 e figura 9). A avaliacdo da
B-catenina mostrou positividade em 14 casos (82,4%), em que se observou marcacao
citoplasmatica em 12 casos (70,6%), marcacdo em citoplasma e membrana em dois casos

(11,8%) e com expressao indetectavel em trés casos (17,6%) (tabela 10 e figura 10).

Nos casos dos TOCC, todos os casos exibiram positividade imunoistoquimica
para pelo menos um dos marcadores utilizados, e de forma similar ao que se observou no
AME, a analise individual revelou algumas variacOes (tabela 11). O anticorpo Wntl foi
positivo em todos os casos, sendo identificado em menos de 50% das células tumorais em
quatro casos (66,7%) e em 50% ou mais das células tumorais em dois casos (33,3%). A
marcacdo nas células fantasmas foi observada em cinco casos (83,3%) (tabela 12 e figura
11). O anticorpo Wnt5a também foi positivo em todos os casos, sendo identificada uma
distribuicdo igualitdria no percentual de células marcadas, com trés casos (50%) exibindo
positividade em menos de 50% das células tumorais e trés casos (50%) exibindo
positividade em 50% ou mais das células tumorais. A marca¢do nas células fantasmas foi
observada em todos os casos (tabela 13 e figura 12). O anticorpo SDC-1 também foi
positivo nos seis casos, sendo identificado em menos de 50% das células em todos (83,3%).

Sua expressao ocorreu no epitélio ameloblastomatoso do revestimento cistico nas células
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que lembram o reticulo estrelado do 6rgdo de esmalte, mas foi positivo nas células
fantasmas somente em dois casos (33,3%) (tabela 14 e figura 13). A andlise da B-catenina
revelou marcagdo positiva em cinco casos (83,3%), todos eles com marcacio em
citoplasma e nucleo das células epiteliais. A marcagdo foi negativa nas células fantasmas

(tabela 15 e figura 14).

Tabela 6 — Distribuicdo detalhada da marca¢do imunoistoquimica dos anticorpos Wntl, Wnt5a,

SDC-1 e B-catenina nos 17 casos de AME.

Caso Wntl Wnt5a SDC-1 p-catenina Padrdao histopatologico

1 2 1 2 4 Hibrido

2 1 0 2 4 Folicular

3 0 0 1 4 Plexiforme
4 0 0 2 3 Plexiforme

5 0 0 2 4 Acantomatoso
6 1 1 1 0 Hibrido

7 2 1 2 4 Plexiforme
8 1 0 2 4 Folicular

9 2 0 2 4 Plexiforme
10 0 1 1 0 Hibrido
11 1 1 1 4 Hibrido
12 0 1 2 4 Hibrido
13 1 1 2 3 Plexiforme
14 1 0 2 0 Plexiforme
15 1 1 2 4 Folicular
16 1 0 1 4 Plexiforme
17 1 1 2 4 Hibrido

Legendas utilizadas: 0 = indetectdvel; 1 = detectdvel em menos de 50% das células; 2 = detectdvel em 50% ou mais das células; 3 =
positivo em membrana e citoplasma; 4 = positivo no citoplasma; 5 = positivo no citoplasma e no nicleo. Fontes: Ogburek et al. (2007) e
Kotsinas et al. (2002) modificados.
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Tabela 7 — Resumo da distribui¢do do padrdo de imunomarcagdo de Wntl nos 17 casos de AME.

Wntl
Detectavel
50% ou mais das células 3 casos 11,6 %
64,5%
Detectavel
menos de 50% das células 9 casos 32,9%
Indetectavel 5 casos 29.,4% 29.4%

Tabela 8 — Resumo da distribui¢ao do padrao de imunomarcagao de Wnt5a nos 17 casos de AME.

Wnt5a
Detectavel
50% ou mais das células 0 0%
53%
Detectavel
menos de 50% das células 9 casos 3%
Indetectavel 8 casos 47% 47%

Tabela 9 — Resumo da distribui¢do do padrio de imunomarcacio de SDC-1 nos 17 casos de AME.

SDC-1
Detectavel
50% ou mais das células 12 casos 70,6%
100%
Detectavel 5 casos 20.4%

menos de 50% das células
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Tabela 10 — Resumo da distribui¢do do padrdo de imunomarcagdo de 3-catenina nos 17 casos de

AME.
p — catenina

Presente no citoplasma 12 casos 70,6%

82,4%
Presente na membrana e no
. 2 casos 11,8%
citoplasma

Negativa 3 casos 17,6% 17,6%

Tabela 11 — Distribuicdo detalhada da marcacdo imunoistoquimica dos anticorpos Wntl, Wnt5a,

SDC-1 e B-catenina nos 6 casos de TOCC.

Caso Wntl Wnt5a SDC-1 p-catenina
1 1 2 1 5
2 1 2 1 5
3 2 2 1 5
4 2 1 1 5
5 1 1 1 5
6 1 1 1 0

Legendas utilizadas: 0 = indetectavel; 1 = detectdvel, mas em menos de 50% das células; 2 = detectdvel em pelo
menos 50% das células; 3 = positivo em membrana e citoplasma; 4 = positivo no citoplasma; 5 = positivo no
citoplasma e no nticleo. Fontes: Ogburek et al. (2007) e Kotsinas et a/.(2002) modificados.

Tabela 12 — Resumo da distribui¢do do padrdo de imunomarcagdo de Wntl nos 6 casos de TOCC.

Wntl
Detectavel
50% ou mais das células 2 casos 33,3 %
100%
Detectavel
menos de 50% das células 4 casos 66,7%
Indetectavel 0 0% 0%
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Tabela 13 — Resumo da distribui¢do do padrdo de imunomarcagdo de Wnt5a nos 6 casos de TOCC.

Wnt5a
Detectdvel 0%
50% ou mais das células 3 casos
100%
Detectével
menos de 50% das células 3 casos 50%
Indetectavel 0 0% o

Tabela 14 — Resumo da distribui¢io do padrdo de imunomarcag@o de SDC-1 nos 6 casos de TOCC.

SDC-1
Detectavel 0 0%
50% ou mais das células
83,3%
Detectavel
menos de 50% das células 3 casos 83,3%
Indetectivel 1 caso 16,6% 16,6%

Tabela 15 — Resumo da distribuicdo do padrdo de imunomarcagdo de B-catenina nos 6 casos de
TOCC.

J — catenina

Presente no citoplasma e no

. 5 casos 83.,3%
nicleo

100%
Negativa 1 caso 16,6%
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Figura 7 - Expressao imunoistoquimica de Wntl no
citoplasma das células epiteliais de AME (imunoperoxidase,

aumento original 200x).

Figura 8 - Expressdo imunoistoquimica de Wnt5a no

citoplasma das células epiteliais de AME em uma drea cistica

(imunoperoxidase, aumento original 200x).
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Figura 9 - Expressao imunoistoquimica de SDC-1 na membrana
e citoplasma das células epiteliais e no estroma do AME.

(imunoperoxidase, aumento original 200x).

Figura 10 - Expressao imunoistoquimica de B-catenina no

citoplasma das células epiteliais de AME (imunoperoxidase,

aumento original 200x).
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Figura 11 - Expressdo imunoistoquimica de Wntl no citoplasma de células epiteliais (A) e nas

células fantasmas (B) do TOCC (imunoperoxidase, aumento original 200x).

Figura 12 - Expressio imunoistoquimica de Wnt5a no citoplasma das células epiteliais (A) e nas

células fantasmas (B) do TOCC (imunoperoxidase, aumento original 200x).
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Figura 13 — Expressdo imunoistoquimica de SDC-1 nas
células epiteliais e estromais do TOCC. As células fantasmas

foram negativas (imunoperoxidase, aumento original 200x).

Figural4 - Expressdo imunoistoquimica de -catenina a no

citoplasma e no nicleo das células epiteliais do TOCC. As
células fantasmas foram negativas (imunoperoxidase, aumento

original 200x).
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6. Discussao

O AME, que representa aproximadamente 40% dos TO em todo o Mundo
(Avelar et al., 2011), tem sido base para o desenvolvimento de diferentes estudos utilizando
a técnica de imunoistoquimica com o objetivo de esclarecer a sua histogénese e,
principalmente, sua biologia tumoral (Gardner et al., 2005; Bologna-Molina et al., 2008;
Neville et al., 2009; Gomes et al., 2010; Alves Pereira et al., 2010) e, assim, este estudo foi
realizado com o intuito de estender o conhecimento acerca do padrdo de expressdao
imunoistoquimica de alguns marcadores associados direta ou indiretamente a via de
sinalizagdo Wnt/B-catenina, que estd relacionada a proliferacdo celular e, que pode
contribuir para o desenvolvimento do AME, assim como de outros TO, como o TOCC,

uma les@o com similaridades microscopicas com AME e comportamento clinico distinto.

De um modo geral, apesar do nimero limitado de casos, o grupo de AME
analisados nesta pesquisa se enquadra no perfil clinico e demografico descrito na literatura
(Reichart et al., 1995; Kessler, 2004; Gardner et al., 2005) com cerca de 80% das lesdes
localizadas em mandibula, uma grande parte na regidao de molares como uma lesdo
assintomdtica (Avelar et al., 2008; Fulco et al., 2010). Contudo, apesar de ndao haver uma
prevaléncia significativa por nenhum dos sexos (Kessler, 2004; Gardner et al., 2005), a
nossa casuistica evidenciou uma prevaléncia pelo sexo masculino numa propor¢do de uma
mulher para 1,6 homens. A maioria dos casos de AME deste estudo, foi diagnosticada na
terceira década de vida, de forma similar a casuistica descrita por Reichart et al. (1995),
mas um pouco acima da segunda década de vida descrita nas casuisticas de Adebiyi et al.
(2006) e Siar et al. (2011a). Radiograficamente, o padrdo radiolicido multilocular descrito
como mais frequente também foi observado neste estudo (Reichart et al., 1995; Kessler,
2004; Ghandi et al., 2006), assim como microscopicamente, o padrao plexiforme também
foi o padriao individualmente mais observado (Reichart et al., 1995; Neville et al., 2009;

Fulco et al., 2010; Siar et al., 2011a).

A via de sinalizagdo Wnt/B-catenina e seus componentes tém sido estudados em
processos fisioldgicos como a odontogénese e também em processos patoldgicos como as

neoplasias benignas e malignas (Sarkar & Sharpe, 1999; Lo Muzio, 2001; Hassanein et al.,
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2003; Ro et al., 2006; Leocata et al., 2007; Liu et al., 2008; Liu & Millar, 2010) e, dentre
os seus componentes a Wntl, a Wnt5a e a PB-catenina ja foram identificadas em AME
(Leocata et al.,, 2007, Kumamoto & Ooya, 2005; Chuah et al, 2009; Sukarawan et al.,
2010; Siar et al., 2011b).

A expressdo positiva da glicoproteina Wntl em AME variou entre 68% e 100%
das lesdes (Leocata et al., 2007; Chuah et al., 2009; Siar et al., 2011b), variacdo que ndo
inclui os nossos achados de 64,5% dos casos de AME positivos para a Wntl, mas que é
similar aos resultados de Leocata et al. (2007), que observou esta positividade em 68% dos
seus casos. Neste estudo ndo foi observada uma relagc@o positiva entre a expressao de Wntl
e o subtipo histopatolégico do AME sélido, resultado que também foi encontrado no estudo
desenvolvido por Siar et al. (2011b). Assim, esta expressao de Wntl, que € o indutor da via
candnica mais reconhecido, pode indicar a possivel importancia desta glicoproteina no
processo tumorigénico dos AME (Siar et al., 2011b), e uma das possiveis causas para essa
variagdo de positividade nos resultados pode ser o envolvimento de outros membros

indutores da familia Wnt (Leocata et al., 2007, Siar et al., 2011b).

A glicoproteina Wnt5a é conhecida como inibidora da via candnica, mas seu
potencial de ativar a sinaliza¢do de B-catenina também tem sido descrito (Mikels & Nusse,
2006; Pukrop & Binder, 2008; Siar et al., 2011b). Em AME, a Wnt5a foi primeiramente
descrita em AME granular por Sathi et al. (2007) e, posteriormente observada em cerca de
90% dos casos avaliados por Sukarawan et al. (2010). No entanto, estudo avaliando 35
casos de AME e 14 das glicoproteinas da via Wnt/B-catenina, ndo encontrou expressiao
imunoistoquimica positiva para Wnt5a em nenhum dos casos (Siar et al., 2011b). O nosso
trabalho evidenciou positividade para Wnt5a de 53% nos casos de AME. Esta variacdo de
resultados pode ocorrer por uma ativagdo e/ou inativagdo das vias candnica e nado-candnicas
de acordo com o grau de diferenciacdo da célula tumoral (Siar et al., 2011b) e, no caso
especifico de WntSa, esta variacdo ocorre também pelo papel dicotomico dessa molécula na
progressdo tumoral, podendo inibir a via canOnica ou ativd-la dependendo da
disponibilidade dos receptores (Mikels & Nusse, 2006; Pukrop & Binder, 2008; Siar et al.,
2011b).
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Dentre os componentes associados a via de sinalizacio Wnt/B-catenina, pode-se
incluir os proteoglicanos de heparan sulfato, moléculas que ja foram descritas em processos
tumorais (Davies et al., 2004). Em nosso estudo, utilizamos SCD-1, um dos membros da
familia que melhor tem sido estudado e com expressdo frequentemente alterada em tumores
malignos (Blackhall et al., 2001; Davies et al., 2004; Mennerich et al., 2004; Baba et al.,
2006; Ro et al., 2006) e nos AME (Leocata et al., 2007; Bologna-Molina et al., 2008).
Localiza-se na superficie celular e apresenta multiplas fun¢des, como adesdo celular,
interagdo entre a célula e a MEC, e modulacdo no processo de proliferagdo celular

(Mennerich et al., 2004; Leocata et al., 2007; Alberts et al., 2008).

Alguns estudos sobre o papel de SCD-1 nos AME observaram uma diminui¢ao
da expressdo de SCD-1 nos AME so6lidos comparados aos germes dentarios e aos AME
unicisticos (Leocata et al., 2007; Bologna-Molina et al., 2008), resultados que sdo
reforcados por estudo que identifica a perda de expressdo em carcinomas amelobldsticos
comparados aos AME periféricos e desmopldsicos (Bologna-Molina et al., 2009). E
importante destacar ainda que uma avaliacio entre os diferentes subtipos histopatolégicos
de AME s6lido ndo observou diferenca significativa na expressdo de SCD-1 entre eles
(Bologna-Molina et al., 2008), resultado similar ao observado em nosso estudo e detalhado
na tabela 8. Apesar de exibirem pelo menos uma area detectdavel para SDC-1 em todos os
casos, os AME avaliados na presente dissertacdo, apresentaram uma provavel perda de
expressao ao exibir uma positividade de no maximo 50% das células tumorais em cerca de
30% dos casos. Tal perda pode estar associada a um aumento da proliferacdo celular, como
jé identificado em carcinoma de mama em estudo realizado por Baba et al. (2006), que
mostrou significante relacdo entre a diminuicdo de expressdo de SDC-1 e o aumento da
expressdo de Ki-67, reconhecido marcador de proliferacdo celular. Contudo, esta
correlagdo positiva ainda nao foi confirmada em estudos incluindo AME, mas vale ressaltar
que, dois estudos realizados pelo mesmo grupo de autores observaram que os AME
desmoplésicos exibiam os menores niveis de expressdo de Ki-67 e os maiores niveis de

SDC-1 nas células tumorais (Bologna-Molina et al., 2008; Bologna-Molina et al., 2009).
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Além disso, nossos resultados revelaram a identificagado de SDC-1 no estroma
da lesao em cerca de 40% dos casos de AME, o que pode ser justificado a partir dos
achados em um estudo avaliando carcinoma de ovario, que identificou a expressdo estromal
de SDC-1 nas dreas mais invasivas do tumor (Davies et al., 2004), ou de outro estudo que
observou um aumento da expressdao de SDC-1 no estroma préximo as células tumorais de
carcinomas de mama, pulmao, célon e bexiga (Mennerich et al., 2004). Tal alteracdo na
expressao estromal de SDC-1 pode tornar as células tumorais mais propensas ao fendtipo
de invasividade e migracdo, bem como aumentar o papel promotor de tumor deste
proteoglicano (Davies et al., 2004; Mennerich et al., 2004), aspecto que também pode
ocorrer em AME, que além de exibirem uma redugdo da expressao de SDC-1 comparados
aos germes dentdrios, foi identificado uma expressdao de SDC-1 em localizag@o estromal em
alguns destes casos de AME (Leocata et al., 2007). E, ao avaliar a relagdao da expressao de
SDC-1 e de Wntl em 29 casos de AME, o mesmo grupo de autores mencionados na frase
anterior sugeriu que o SDC-1 possa representar um fator importante na carcinogénese
induzida pela via Wnt em epitélio odontogénico (Leocata et al., 2007), uma relagdo que ja
havia sido evidenciada em tumores de mama em rato (Alexander er al., 2000). Os
resultados do nosso trabalho também mostraram uma positividade concomitante de SDC-1

e Wntl em 12 casos (70,6%), o que pode evidenciar a relacio entre essas moléculas.

7z

A P-catenina € uma proteina com participacdo em dois processos
independentes, o de adesdo celular e de transcricdo nuclear por meio do seu acimulo no
citoplasma e posterior entrada no nucleo por estimulacdo da via Wnt/B-catenina (Castro et
al., 2000; Van Aken et al., 2001). Essa € um componente essencial da via Wnt, e assim,
uma alteracdo na propria P-catenina, bem como de outros componentes dessa via, pode
gerar a estabilidade citoplasmdtica desta proteina, consequentemente, contribuindo para
processos relacionados a proliferagdo celular, como ji demonstrado em alguns tipos de
canceres humanos (Willert & Nusse,1998; Polakis, 2000). E importante salientar que a
mutagdo direta da -catenina nem sempre € encontrada simultaneamente ao seu acimulo na
célula, como foi evidenciado em alguns TO, incluindo o AME (Miyake et al., 2006;

Tanahashi et al., 2008). Portanto, nestes casos, é provavel que outros processos estejam
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envolvidos, e, dentre eles, devemos considerar a ativacdo aberrante da via Wnt, que vai

permitir o acimulo de B-catenina, que poderd contribuir na tumorigénese do AME.

A expressdo de B-catenina em mucosa normal, como a oral e a esofdgica
costuma ser em membrana celular (Castro et al., 2000; Lo Muzio, 2001), mas em casos de
neoplasias malignas, incluindo o carcinoma espinocelular esofdgico, é possivel observar a
perda desta expressdo (Takayama et al., 1996; Castro et al., 2000). No grupo de casos de
AME de nosso estudo, a perda de expressao -catenina na membrana ocorreu em 15 dos 17
casos analisados (88,2%) e, considerando a fun¢do da B-catenina na adesdo celular, o seu
rompimento com a E-caderina pode gerar falha de adesdo e desorganizacao tecidual (Castro
et al., 2000). Outra alteracdo importante na expressdo de [-catenina observada em
neoplasias € a marcagdo nuclear, que pode ser identificada em cerca de 20% dos casos de
carcinoma de células basais (Saldanha et al., 2004), o que ndo foi observado em nenhum
dos nossos casos de AME, embora a marcagdo citoplasmatica, que evolutivamente podera
levar a marcac@o nuclear, tenha sido observada em cerca de 80% dos nossos achados. De
forma similar, estudos incluindo AME identificaram uma marcac¢do nuclear variando de
focal a moderada quase que na totalidade dos casos avaliados (Miyake et al., 2006;
Siriwardena et al., 2009), mas alguns outros estudos identificaram percentual de marcagao
nuclear em AME menor em torno de 20% e de 60% (Kumamoto & Ooya, 2005; Tanahashi
et al., 2008; Alves Pereira et al., 2010). Em nosso estudo ndo foi observada a expressdao
nuclear da B-catenina em AME, o que pode ser resultado da menor casuistica ou do papel
de WntSa, marcador constantemente positivo em nosso estudo e capaz de inibir a via
Wnt/B-catenina, o que consequentemente, promoveria um menor acimulo nuclear de -
catenina. E importante destacar que a superexpressio da P-catenina ndo tem sido
relacionada a mutagdo do gene dessa proteina em AME (Sekine et al., 2003; Miyake et al.,
2006; Tanahashi et al., 2008; Siriwardena et al., 2009). Ainda assim, a imunopositividade
citoplasmatica de B-catenina ndo esperada e observada na maioria dos nossos casos de
AME, pode reforgcar o provavel envolvimento da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina no

processo de tumorigénese desta lesao.
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O TOCC € uma lesdao menos frequente que o AME, mas que geralmente figura
entre os cinco TO mais frequentes e que pode representar até e 7,2% dos casos nos estudos
epidemioldgicos envolvendo TO oriundos de diferentes regides, como ilustrado nas tabelas
1 e 2 da revisdo da literatura. A primeira descri¢do deste tumor foi feita por Gorlin et al.
(1962), que o denominou cisto odontogénico calcificante, mas, este tumor foi recentemente
renomeado para melhor classificar as grandes variagdes clinicas e patoldgicas que ele pode
exibir (Tomich, 2004; Praetorius & Ledesma-Montes, 2005a; Ledesma-Montes et al.,
2008). Com relagdo ao perfil clinico e demogréfico, os casos analisados reproduziram, em
sua maior parte, o perfil descrito na literatura ao se apresentarem como uma lesdo
radioldcida, que estava associada a areas radiopacas em 33,3% dos casos, em pacientes
entre a 2* e 3" décadas de vida foi a mais afetada (Li & Yu, 2003; Fregnani et al., 2003;
Ledesma-Montes et al., 2008). Houve uma predilecao pelo sexo feminino como descrito
por Tomich (2004), mas distinto da maioria dos trabalhos que descrevem o sexo masculino
ou a auséncia de predile¢do por sexo (Fregnani et al., 2003; Praetorius & Ledesma-Montes,
2005a; Ledesma-Montes et al., 2008; Neville et al., 2009; Habibi et al., 2011). Os
resultados conflitantes observados neste estudo podem ser justificados pela amostra

limitada de TOCC utilizados.

A avaliacdo de Wnt em epitélio odontogénico com diferentes técnicas tem
evidenciado a importancia da via Wnt/B-catenina no desenvolvimento dentdrio (Liu et al,
2008) e, por isso, alguns pesquisadores t€ém investigado a participacdo dos membros da
familia Wnt em lesdes de origem odontogénica, como o AME (Leocata et al., 2007;
Sukarawan et al., 2010). Contudo, estudos avaliando a associagdo de TOCC com a via
Whnt/B-catenina sdo escassos na literatura e geralmente incluem somente a avaliacdo de -

catenina (Hassanein et al., 2003; Ahn et al., 2011).

A anélise de Wntl nos TOCC de nosso estudo revelou positividade no epitélio
ameloblastomatoso em todos os casos, mas em graus variados em cada um destes casos e
nas células fantasmas na maioria dos casos. A presenca de Wntl nas células do epitélio
pode contribuir para a proliferacdo e invasividade (Polakis, 2000; Lo Muzio, 2001), mas

neste caso talvez possa ter algum papel no desenvolvimento das células fantasmas, de

44



forma similar ao observado e sugerido por Tanaka et al. (2007), que avaliaram as células

fantasmas presentes e associadas a ODT.

J4 o padrdo de imunomarcacdo de WntSa em nossos casos de TOCC revelou
positividade para todos os casos de forma varidvel tanto nas células do epitélio de
revestimento quanto nas células fantasmas e, apesar do nimero limitado de casos podemos
sugerir um papel inibidor nas lesdes de TOCC, considerando que os nossos resultados
evidenciaram uma maior expressao desta glicoproteina em TOCC do que em AME, uma
lesdo de comportamento clinico sabidamente mais agressivo, corroborando, assim, com 0
potencial de Wnt5a em atuar como supressor, que ja foi descrito na literatura (Pukrop &

Binder, 2008; Siar et al., 2011Db).

Como demonstrado em nosso estudo, a expressao de Wntl e WntSa nos TOCC
foi positiva em todos os casos num padrdo diferente do que foi observado nos AME, que
apresentaram cerca de 30% dos casos negativos para Wntl e cerca de 50% dos casos
negativos para WntSa. Estes resultados ampliam um pouco o conhecimento geral acerca do
padrdo imunoistoquimico das glicoproteinas Wnt nestes TO e evidenciam a complexidade
do estudo de vias de sinalizac¢do, considerando a similaridade, mas também a diversidade
dos resultados encontrados em relacdo a literatura (Leocata et al., 2007; Chuah et al., 2009;
Siar et al., 2011b). Com relagdo aos resultados referentes ao TOCC, este estudo € pioneiro
na avaliacdo destas glicoproteinas e os resultados podem sugerir uma participagdo da via de
sinalizacdo Wnt/B-catenina no desenvolvimento destes tumores de forma mais evidente do

que nos AME, especialmente no que se refere a histodiferenciacao das células fantasmas.

Com relacdo ao SDC-1, os TOCC apresentaram positividade nas células do
epitélio ameloblastomatoso de todos os casos negatividade nas células fantasmas na
maioria dos casos. A presenca de SDC-1 no estroma foi evidente somente em um caso, 0
que pode estar relacionado a menor invasividade desta lesdo em contraposi¢ao as lesdes de
AME, que apesar de benignas sdo mais agressivas, € principalmente, em contraposi¢do as
neoplasias malignas, que podem apresentar marcagdo estromal mais significativa (Davies et

al., 2004; Mennerich et al., 2004; Ro et al., 2006; Leocata et al., 2007).
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O tunico componente da via Wnt/B-catenina ja avaliado anteriormente em
TOCC foi a B-catenina, que foi descrita com positividade citoplasmdtica e nuclear
frequentes (Hassanein et al., 2003; Sekine et al., 2003; Ahn et al., 2008), de forma similar
aos nossos resultados que revelaram que cinco dos seis casos de TOCC exibiam marcagao
imunoistoquimica no citoplasma e nucleo das células epiteliais (83,3%). Mutagdes
associadas ao gene da proteina f-catenina também ji foram identificadas em TOCC,
sugerindo que talvez esta alteracdo na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina possa influenciar o
desenvolvimento e a diferenciacdo do epitélio odontogénico nos TOCC (Sekine et al.,

2003; Ahn et al., 2008).

Este trabalho evidenciou que o estudo de vias de sinalizacdo, incluindo a via
Wnt/B-catenina em TO € importante para ampliar o conhecimento das suas biologias
tumorais, e talvez, possibilitar no futuro o emprego de novas estratégias de tratamento que
incluam a possibilidade de uso dos componentes destas vias como alvos terapéuticos (Siar
et al.,2011b; Teng et al., 2012). Além disso, € importante destacar que a investigacdo de
outros componentes desta via de sinalizacdo associada a utilizagdo de técnicas que
demonstrem o funcionamento destas moléculas considerando as limitagdes da

imunoistoquimica pode contribuir para a elucidacdo da etiopatogénese do AME e do

TOCC, assim como de outros TO.
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7. Conclusoes

Os nossos resultados evidenciam uma possivel participacdo da via Wnt/B-

catenina no processo bioldgico dos AME e TOCC por mecanismos distintos.

A expressao de Wntl e Wnt5a pode indicar que estas glicoproteinas participam

mais no desenvolvimento dos TOCC do que nos AME.

A expressao de Wntl e de Wnt5a nas células fantasmas do TOCC reforga o

provavel papel destas glicoproteinas na histogénese e diferenciacdo destas células.

A positividade citoplasmatica da PB-catenina nos AME e nos TOCC, que
apresentaram também positividade nuclear, reforcam a provével participacdo desta proteina

no desenvolvimento dessas lesOes.

A superexpressao de SDC-1 e sua localizacdo estromal nos AME parecem

contribuir para o desenvolvimento destas lesdes, mas ndo dos TOCC.
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