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Resumo

As lesdes odontogénicas estdo entre as lesdes destrutivas mais frequentes dos
maxilares, cuja patogénese e mecanismo de crescimento ndo sao totalmente
conhecidos. Recentemente, a presenca de mastocitos e o remodelamento do
colageno foram reconhecidos na patogénese de lesbes odontogénicas mais
agressivas. Este estudo teve como objetivo avaliar de forma quantitativa, a
presenca da deposicdo de colageno e os mastocitos em lesdes odontogénicas. A
amostra consistiu de 20 casos de ceratocisto odontogénico e 20 casos de
ameloblastoma. Seccdes histoldgicas foram submetidas as técnicas histoquimicas
utilizando Tricrémico de Masson e o Azul de Toluidina. Para a analise do colageno
intersticial e do numero de mastdécitos, cinco campos foram selecionados em cada
caso, onde as imagens foram capturadas através do programa Motic Image Plus 2.0
com ampliacdo final em 400x. Para comparar se havia diferenca estatistica
significativa entre o nUmero de mastocitos e a area percentual de colageno das duas
lesbes, o teste de Mann-Whitney foi aplicado com nivel de significancia de 5%. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram diferencas na deposicéo de colageno
em ameloblastoma e em ceratocisto odontogénico. Em relacdo a deposicdo de
colageno, foi encontada uma é&rea percentual média de 17,28% + 10,29 nos
ameloblastomas e de 21,48% + 13,11 nos ceratocistos odontogénicos (p = 0,028).
Em relacdo aos mastocitos, os casos de ameloblastoma apresentaram uma
contagem média de 1,50 = 1,34 células. Por outro lado, os casos de ceratocistos
odontogénicos apresentaram escore médio de 1,80 + 1,54 mastécitos (p = 0,105).
N&o foi observada correlacdo entre 0 aumento do nimero de células e 0 aumento da
deposicdo de colageno tanto nos casos de ameloblastomas quanto nos de
ceratocisto odontogénico. E possivel que diferencas no padrdo do tecido conjuntivo
possam influenciar a concentracdo real de mastocitos e vice-versa e que essas
diferencas sejam responsaveis pelas variacdes observadas entre as duas lesdes.

Palavras-chave: Ameloblastoma. Mastécitos. Colageno. Ceratocisto Odontogénico.



Abstract

Odontogenic lesions are among the most frequent destructive lesions of jaws which
their pathogenesis and growth mechanism are not cleared. Recently, the presence of
mast cells and collagen remodeling have been recognized in the pathogenesis of
more aggressive odontogenic lesions. This study aimed to evaluate the presence of
collagen deposition and mast cells in odontogenic lesions. Sample consisted of 20
cases each of odontogenic keratocysts and ameloblastomas. Histologic sections
were submitted to histochemistry using Masson’s Thricrome and Toluidine Blue stain.
For the analysis of interstitial collagen and mast cell numbers, five fields were
selected in each case, where the images were captured through the Motic Image
Plus 2.0 program with final magnification in 400x. To compare if there was a
significant statistical difference between the number of mast cells and the percentage
area of collagen between the two lesions, the Mann-Whitney test was applied with a
significance level of 5% The results obtained in this work demonstrate differences in
the deposition of collagen in ameloblastoma and odontogenic keratocyst. In relation
to collagen deposition, an average percentage area of 17.28 + 10.29 in
ameloblastomas and 21.48 + 13.11 in odontogenic keratocysts was found (p =
0.028). In relation to mast cells, the cases of ameloblastoma had a mean count of
1.50 £ 1.34 cells. On the other hand, odontogenic keratocysts presented a mean
score of 1.80 + 1.54 mast cells (p = 0.105). No correlation was observed between the
increase in cell numbers and the increase of collagen deposition in both
ameloblastomas and odontogenic keratocysts. It is possible that differences in
connective tissue pattern may influence the actual concentration of mast cells and
vice versa and that these differences are responsible for the observed variations
between the two lesions.

Keywords: Ameloblastoma. Mast Cell. Collagen. Odontogenic Keratocyst.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento dos dentes ocorre como resultado do arranjo das interacdes
epitélio-mesenquimais. Além da formacgéo dos dentes, as intera¢des entre os tecidos
do aparato odontogénico podem levar ao desenvolvimento de diversos cistos e
tumores odontogénicos (TOs), abrangendo um amplo espectro de lesdes que variam
de cistos de desenvolvimento a neoplasias malignas. Alguns destes cistos e tumores
exibem um curso agressivo resultando na destruicdo de estruturas adjacentes e

tecidos mais profundos (RAJ et al., 2015).

Os Tumores Odontogénicos (TOs) constituem lesfes de frequéncia relativamente
comum dentre as neoplasias encontradas nos 0ssos gnaticos, com histogénese
associada a remanescentes epiteliais, mesenquimais e mistos relacionados a
odontogénese. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define os TOs e as lesdes
semelhantes a tumores como um grupo de doencas heterogéneas que variam desde
proliferacdo hamartomatosa benigna ndo neoplasica a crescimentos neoplasicos

benignos e malignos (EL NAGGAR et al., 2017).

Os cistos sédo definidos como uma cavidade patologica revestida por epitélio.
Com raras excecoes, cistos revestidos por epitélio nos 0ssos do corpo sao
observados somente nos 0ssos gnaticos. A maioria dos cistos dos 0ssos gnaticos
sao revestidos por epitélio derivado de epitélio odontogénico, logo, sdo denominados
cistos odontogénicos. De acordo com sua origem s&o subclassificados em cistos de

desenvolvimento ou inflamatoérios (NEVILLE et al., 2016).

O epitélio dessas lesfes foi investigado extensivamente em relacdo ao seu papel
na proliferagdo e comportamento agressivo das lesdes. Entretanto, ha poucos

estudos que relacionam o papel do tecido conjuntivo de suporte, especialmente do
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colageno, presente na Matriz Extracelular (MEC) dessas lesdes (NAYAK et al., 2011;

SINGH et al., 2012; SHETTY et al., 2015).

A MEC serve como arcabougco das ceélulas, exerce influéncia sobre o
comportamento celular, afeta o crescimento, a diferenciacdo, a mobilidade e
viabilidade celular. Esse microambiente pode ser alterado por condigdes patoldgicas
e essas alteracfes ocorrem paralelamente a superexpressdo de proteases que

modificam sua composicdo (MARASTONI et al., 2008).

O tecido conjuntivo compreende essencialmente as células e a MEC que é
composta por quatro familias de proteinas intimamente associadas: colagenos,
elastina, glicoproteinas  adesivas e  proteoglicanos  (VISWANATHAN;

VENKATAPATHY; DANASEKARAN, 2010).

Tem-se observado que o comportamento de cistos e TOs é dependente ndo
somente do epitélio, mas também do tecido conjuntivo de suporte, e uma vez que as
fibras colagenas sdo o maior componente do tecido conjuntivo em TOs, o estudo
delas pode apresentar significancia no entendimento do seu comportamento

biolégico (HANGELBROEK et al., 2012).

O colageno representa aproximadamente um terco do conteudo de proteina
total do corpo e também é responséavel por mais da metade do peso seco da pele,
correspondendo a proteina predominante na MEC. As fibras colagenas
desempenham um papel fundamental na manutencdo da integridade tecidual e
também na determinacéo da funcéo dos tecidos. Portanto alteracbes nessa proteina
acarretam o desenvolvimento de diversas patologias. Alguns estudos tém

demonstrado que alteracdes no tecido conjuntivo desempenham um papel
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fundamental na patogénese de cistos e TOs (SHOULDERS, 2009; NAYAK et al.,

2011; SINGH et al., 2012; SHETTY et al., 2015).

Os cistos odontogénicos sédo possivelmente as lesbes benignas destrutivas
mais comuns nos 0SsSOS gnaticos, sendo caracterizados por um crescimento
expansivo nao infiltrativo. O exato mecanismo de crescimento e expansdo
associados a essas lesfes ainda ndo sao totalmente conhecidos, mas sabe-se que
véarios tipos de células, incluindo os mastécitos (MCs), podem participar desse
fendbmeno através da liberacdo de mediadores como a heparina e enzimas
hidroliticas que facilitam a desagregacdo dos glicosaminoglicanos e proteoglicanos

presentes na capsula de tecido conjuntivo do cisto. (ANANDANI et al., 2017).

O desenvolvimento dos TOs é controlado pelo potencial proliferativo
intrinseco das células tumorais e das circunstancias do microambiente, como a
inflamacé&o no local do tumor, por exemplo (MALTBY, 2009). Os MCs séo células
imunes caracterizadas por pequeno nucleo e citoplasma granular. Quando ativadas,
secretam substancias biologicamente ativas que estdo armazenadas em seus
granulos citoplasmaticos (por exemplo, triptase, histamina e heparina) ou sao
produzidas durante a ativacao celular tais como fatores de crescimento, quimiocinas
e citocinas (DE NORONHA SANTOS NETTO et al., 2012; MARICHAL; TSAI; GALLI,
2013). Os MCs séo conhecidos por sua participacdo nas reac¢des de anafilaxia,
reabsorcdo 0ssea e interagcdo com outras células imunes (DE NORONHA SANTOS

NETTO et al., 2012).

Devido a poucos trabalhos na literatura investigando o papel do tecido

conjuntivo, especialmente do colageno, ha ainda falta de compreenséao de todos os
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mecanismos envolvidos na patogénese e de seu papel no comportamento biolégico

dos cistos e TOs.

Nesse sentido, o presente estudo buscou identificar e quantificar a area de
colageno presente no ameloblastoma e no CO relacionando com a quantidade de
MCs nessas duas lesdes e diante dos resultados, tracar a significancia clinica desse
achado. Ainda ndo esta claro como o tecido conjuntivo, o epitélio e as céluas
inflamatorias, especialmente os MCs, relacionam-se no desenvolvimento das lesbes

odontogénicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ameloblastoma

O Ameloblastoma foi primeiramente descrito por Cusack, em 1827.
Etimologicamente, o nome deriva da antiga palavra francesa “amel’, que significa
esmalte e da palavra grega “blastos”, que significa germe ou broto. Ao longo do
tempo, esse tumor foi referido por muitos nomes diferentes, incluindo cistosarcoma
adamantino, epitelioma, adamantinoma e finalmente ameloblastoma (MCCLARY et

al, 2016).

O ameloblastoma € um TO localmente agressivo que se origina do epitélio
odontogénico dentro de um estroma fibroso (SCIUBA et al., 2013). Embora
classificado como um tumor benigno, o ameloblastoma também € o TO mais comum
de origem epitelial com implicacdes clinicas graves (BASSEY; OSUNDE;

ANYANECHI, 2014).

Os fatores etiologicos associados ao ameloblastoma ainda ndo estdo bem
estabelecidos. Teorias mais antigas relacionaram o tumor a traumas, inflamacdes,
deficiéncias nutricionais, exodontias dentdarias e caries. Outra teoria proposta foi a da
morfodiferenciacdo dos pré-ameloblastos em ameloblastos na fase do sino. Os
fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento dentario, morfogénese e
citodiferenciacdo foram associados ao desenvolvimento do ameloblastoma porque
alguns deles estéo alterados significativamente nos tecidos ameloblasticos (EFFIOM

et al., 2017).

Uma analise de 34 genes diferentes dos tecidos de ameloblastoma

demonstrou que 11 deles estavam superexpressos e 23 deles subexpressos em
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relacdo ao germe dentario. Alguns dos genes superexpressos incluem o proto-
oncogene de c-fos (FOS), o receptor do fator de necrose tumoral 1A (TNFRSF1A), o
coldgeno tipo VIII alfa 1 (COL8Al), o inibidor da cinase 1A (CDKN1A), a
metaloproteinase da matriz 12 (elastase de macréfagos ) (MMP-12) e
metaloproteinase da matriz 13 (colagenase 3) (MMP-13). Os genes altamente
subexpressos incluiram o sonic hedgehog (SHH), o fator 3 associado ao receptor de
TNF (TRAF3), deletado no carcinoma colorretal, ARHGAP4, caderina 12 (CDH12),
caderina 13 (CDH13), fator de crescimento derivado de teratocarcinoma 1 (TDGF1),
fator de crescimento transformante beta 1 (TGFB1), patch (PTCH) e proteina

morfogenética éssea 2 (BMP2) (EFFIOM et al., 2017).

A patogénese molecular do ameloblastoma € agora atribuida a desregulacao
da via de proteina quinase ativada por mitbgenos (MAPK), baseada em estudos
usando tecidos de ameloblastoma, linhas celulares e camundongos transgénicos
(BROWN E BETZ, 2015). Dentre os diversos marcadores imuno-histoquimicos, as
moléculas envolvidas com as vias de sinalizacdo celular tem sido demonstradas
como principais ativadoras da proliferacdo celular desorganizada nesses tumores
(KURPPA et al.,, 2014). Alguns trabalhos recentes tem demonstrado uma alta
frequéncia da proteina mutada BRAF associadas aos ameloblastomas
mandibulares. Essa mutacdo é denominada BRAF V600E e ocorre devido a
substituicio do aminoacido valina pelo &acido glutAmico na posicdo 600
(HEIKINHEIMO; KURPPA; ELENIUS, 2015; KURPPA et al., 2014). A mutacéo do
gene BRAF é um evento precoce e critico na etiopatogenia do ameloblastoma

(BROWN E BETZ, 2015).
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Os receptores da familia tirosina/quinase, tais como fatores de crescimento
epidérmico encontram-se expressos no epitélio odontogénico. A ativacdo desses
receptores com seus ligantes ocorre no meio extracelular e uma vez ativados, esses
receptores contribuem para ativagcdo das vias intracelulares (SWEENEY et al.,

2014).

A via de proteinas quinases ativadas por mitbgenos (RAS/MAPK) é ativada
sequencialmente em cadeia e outras proteinas da via intracelular como a quinase
especifica para serina/treonina (RAF) e BRAF se tornam ativas (SWEENEY et al.,
2014). A proteina BRAF é uma proteina da via intracelular derivada da RAF e
promove a proliferacdo celular através de cascatas de fosforilagdo. Em condicbes
fisiolégicas normais, ocorre proliferacdo celular controlada, juntamente com as vias
de apoptose. Em condi¢Bes patoldgicas, ocorre proliferacdo celular descontrolada,

inibicdo da apoptose e surgimento de neoplasisas (SWEENEY et al., 2014).

A sinalizacdo SHH/PTCH controla o destino das células, padronizacdo e
crescimento de numerosos tecidos, incluindo dentes (BITGOOD E MCMAHON,
1995), determinando seu crescimento e forma. O gene Patched-1 (PTCH ou
PTCH1), que é mapeado no cromossomo 9¢22.3-31 é considerado um gene
supressor de tumor esta envolvido na etiologia dos TOs (BARRETO et al, 2002).
PTCH1 codifica um receptor transmembrana para Sonic Hedgehog (SHH) e outras
proteinas da via Hedgehog (HH). Normalmente, PTCH1 reprime as fun¢bes do efetor
de sinalizagdo Smoothened (SMO) (HOOPER E SCOTT, 2005), formando um
complexo na membrana da célula, que tem um efeito supressor da transducéo do
sinal de crescimento. Em casos de PTCH mutado, seu efeito inibitério sobre SMO é

perdido, resultando em proliferacdo e estimulacéo celular. O ligante SHH ao interagir
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com PTCH também interrompe esta inibicdo, permitindo a transducédo do sinal e

causando estes mesmos efeitos (MADRAS E LAPOINTE, 2008) (Figura 1).

Hh OFF Hh ON

Primary cilia § UQ“ ?
J SMo Primary cilia

L]/

Hh ligand
PTCH1 MG ,
%M—; ' Cytoplasm MSM@ aLl Cytoplasm
\-7- PTCH1
Nucleus X
GLI1 target genes: GLI1/PTCH1 Nucleus GLI1 target genes: GLI1/PTCH1

Figura 1. Esquema mostrando a via de sinalizacdo Sonic hedgehog (SHH): na auséncia do ligante
Hedgehog, Smoothened (SMO) é sequestrada por Patch (PTCH1), receptor de membrana celular,
ndo ocorrendo, portanto, sinalizagéo intracelular. A ligacdo da proteina hedgehog ao receptor Patch
(PTCH1) resulta na liberacéo e desinibicdo de SMO. A liberacdo de SMO ativa GLI1, que age na

transcricdo de diversos genes envolvidos na progressao tumoral. (TRIEU et al., 2016).

Com relacdo a via alterada, Sweeney et al (2014) demonstraram que a via
MAPK e a mutacdo BRAF V600E estd relacionda com ameloblastomas
mandibulares. J& a via Hedgehog e as mutacdes da proteina pertencente a esta via,
proteina SMO, esta relacionada com ameloblastomas maxilares. Esse fato sugere
gque os ameloblastomas maxilares e mandibulares podem ter diferentes

etiopatogenias.

De acordo com Kaye et al. (2014), a comprovagédo da mutacdo BRAF V600E
abriu novas perspectivas para o tratamento do ameloblastoma. Em seu relato de

caso foi demonstrado o uso de drogas especificas como o Dabrafenib e Trametinib
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(inibidores da BRAF e MEK) em um paciente com ameloblastoma recorrente e
metastase pulmonar que nao era candidato a resseccao cirurgica devido a extensao
do tumor. Segundo o0s autores, houve uma resposta positiva sugerindo a

possibilidade de terapias neoadjuvantes no manejo dos tumores.

No tocante a reabsorcdo Ossea presente nestes tumores, € sabido que a
remodelacdo 6ssea normal € regulada pelas interacdes do receptor ativador do fator
nuclear kappa B (RANK) presentes em precursores de osteoclastos juntamente com
o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL). Osteoblastos
também secretam osteoprotegerina (OPG), um receptor solivel que interage com
RANKL para controlar as interacbes RANK-RANKL. Como RANK, RANKL e OPG
sao expressos em diferentes variantes de ameloblastoma, a desregulacdo da via de
sinalizacdo RANK-RANKL e os niveis alterados de OPG tém sido associados a

reabsorcdo 6ssea nos ameloblastomas (STEFANIK et al., 2008).

O sistema de apoptose mediado por caspases € outra via que também pode
estar implicada na etiopatogenia do ameloblastoma. Esse sistema apresenta-se
regulado de forma desigual em diferentes variantes do ameloblastoma, levando a
uma aberrante sobrevivéncia do tecido ameloblastico. A forte imunorreatividade de
pAKT e PI3K em algumas variantes do ameloblastoma, especialmente o padrao
histoldgico plexiforme, sugere que a via AKT / PI3K possa promover a proliferacao

de células ameloblasticas (JHAMB E KRAMER, 2014).

Outras vias moleculares que foram associadas com a patogénese,
invasividade e recorréncia do ameloblastoma incluem a via p53-MDM2
(KITKUMTHORN et al., 2010) e a via de sinalizacdo de Notch (SIAR et al., 2010)

como também marcadores moleculares syndecan-1 (CD138) (AL-OTAIBI et al.,
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2013; SAFADI et al.,2016) e CD10 (ABDEL-AZIZ E AMIN, 2012). Alguns destes
também foram considerados como marcadores de diagnéstico ou marcadores de

prognéstico tumorais (JHAMB E KRAMER, 2014).

Frequentemente, o ameloblastoma é assintomatico e descoberto como um
achado ocasional em exame radiografico de rotina ou pode se manifestar como um
aumento de volume de crescimento lento e indolor. O tumor também pode levar ao
deslocamento e a perda de dentes, parestesia, dor e expansdo das corticais. Cerca
de 80% de todos os ameloblastomas estéo localizados na mandibula, principalmente
na regido do terceiro molar; 20% dos ameloblastomas surgem na maxila,

particularmente na regido posterior (MENDENHALL et al., 2007).

O ameloblastoma constitui cerca de 14% de todos os tumores e cistos do
maxilar e sdo os TOs mais prevalentes nos paises em desenvolvimento (LASISI et
al, 2013; OGINNI et al, 2015). A incidéncia global de ameloblastoma é de 0,5 casos
por milhdo de pessoas por ano (BROWN E BETZ, 2015), e é um tumor
odontogénico frequentemente encontrado na Africa e na China (BASSEY; OSUNDE;
ANYANECHI, 2014). No hemisfério ocidental, o ameloblastoma € o segundo TO
mais comum, sendo o primeiro o odontoma. A populacdo afro-americana € cinco
vezes mais propensa a desenvolver ameloblastoma em comparacdo com a
populagdo caucasiana (MCCLARY et al, 2016). A maioria dos pacientes com
ameloblastoma tem entre 30 e 60 anos de idade, mas a idade média no momento do
diagnostico varia de um continente a outro, estimado em aproximadamente 42,3 e
30,4 anos na Europa e Africa, respectivamente (OLUSANYA et al, 2013; OOMENS

E VAN DER WAAL , 2014). Apenas 10-15% dos casos de ameloblastoma ocorrem
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na populacdo pediatrica, mas isso pode chegar a 25% na Africa e na Asia (BANSAL

et al, 2015).

O ameloblastoma se assemelha histologicamente ao 6rgao do esmalte de um
dente em desenvolvimento que nao forma tecidos rigidos dentarios porque o
estroma ndo possui as propriedades do mesénquima dentario. Apesar das
semelhancas, € intrigante que o ameloblastoma ainda exiba um padréo distintivo de

crescimento clinicamente invasivo e agressivo (ANYANECHI E SAHEEB, 2014).

Em 2017, o ameloblastoma sofreu modifica¢des na classificagdo baseado nos
resultados de estudos genéticos atuais. O debate do ameloblastoma benigno versus
maligno foi realizado. Reconhecendo sua agressividade local e propensdao a
recorréncia, o ameloblastoma permaneceu benigno, apesar da incrivel variante rara
conhecida como ameloblastoma maligno. Atualmente, a classificacao foi simplificada
pela OMS e reduzida ao ameloblastoma, ameloblastoma unicistico, extra-6sseo /
periféricos e ameloblastoma metastéatico. O termo sélido / multicistico foi descartado
porque a maioria dos ameloblastomas convencionais apresenta degeneracéo cistica
sem diferencas bioldgicas. O ameloblastoma desmoplésico foi reclassificado como
um subtipo histolégico e ndo como uma lesdo separada, pois 0 ameloblastoma
apresenta diferentes tipos histologicos, incluindo o folicular, plexiforme,
acantomatoso, células granulares, basaldide e desmoplasico (SOLUK-TEKKEPYN;

WRIGHT, 2017).

O folicular é o padrao de diagndstico mais comum, apresentando ilhas de
epitélio cujas areas centrais apresentam células frouxas assemelhando-se ao
reticulo estrelado do esmalte. Nas areas centrais pode ocorrer degeneracao cistica.

As células basais dessas ilhas sdo colunares, hipercrométicas e alinhadas em
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palicada. Tipicamente, seus nucleos sédo deslocados para longe da membrana basal
e seu citoplasma é geralmente vacuolizado (NEVILLE et al., 2016; REGEZI, 2013;

WOO, 2013; SOLUK-TEKKEPYN; WRIGHT, 2017).

O padréo histolégico plexiforme apresenta-se como corddes anastomosados,
esses corddes sao delimitados por células colunares que circundam células
angulares e frouxas. Basicamente, € bem semelhante ao padrdo folicular, o que
diferencia sdo as anastomoses das ilhas formando longos corddes (NEVILLE et al.,

2016; REGEZI, 2013; WOO, 2013; SOLUK-TEKKEPYN; WRIGHT, 2017).

O padrao acantomatoso pode ser definido como um ameloblastoma folicular
que sofreu metaplasia escamosa, ou seja, suas células centrais transformaram-se
em ceratinécitos, sendo comum encontrar presenca de ceratina no interior das ilhas
(NEVILLE et al., 2016; REGEZI, 2013; WOO, 2013; SOLUK-TEKKEPYN; WRIGHT,

2017).

O padrédo desmoplasico caracteriza-se pela presenca de finos cordées com o
estroma densamente colagenizado (NEVILLE et al., 2016; REGEZI, 2013; WOO,

2013; SOLUK-TEKKEPYN; WRIGHT, 2017).

O padrao granular é caracterizado pela presenca de células claras e de
citoplasma granular eosinofilico, as células periféricas sdo semelhante aos
ameloblastos (colunares altas) (NEVILLE et al., 2016; REGEZI, 2013; WOO, 2013;

SOLUK-TEKKEPYN; WRIGHT, 2017).

O padrédo basaldide é o mais raro e assemelha-se com o carcinoma de
células basais (NEVILLE et al, 2016; REGEZI, 2013; WOO, 2013; SOLUK-

TEKKEPYN; WRIGHT, 2017).
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O ameloblastoma unicistico representa um ameloblastoma que se apresenta
como um cisto e tem menor taxa de recorréncia ap0s remoc¢ao conservadora. Pode
apresentar trés padroes de proliferacdo: luminal, intraluminal e mural. Esses
subtipos podem interferir diretamente no comportamento bioldgico, tratamento e
prognéstico da lesdo. Robinson e Martinez foram os primeiros a descrever o
ameloblastoma unicistico em 1977 e constataram que essa variagcdo possui um
comportamento biolégico pouco agressivo e responde de maneira favoravel ao
tratamento conservador. As lesBes unicisticas apresentam aspectos radiograficos
caracterizados por areas radiollcidas, uniloculares e com margens bem definidas,
podendo ou ndo estar associado a um dente ndo irrompido, lembrando clinicamente

um cisto dentigero ou CO (GALE; POLJAK; ZIDAR, 2017).

As opcdes de tratamento atuais para o ameloblastoma incluem tratamento
conservador (enucleacdo ou curetagem) e resseccdo. O primeiro esta associado a
altas taxas de recorréncia, enquanto o Uultimo resulta em deformidade facial

significativa e morbidade (MENDENHALL et al., 2007).

O tratamento cirdrgico ressectivo com margens de seguranca € o de eleicao,
pois o ameloblastoma apresenta agressividade local, crescimento infiltrativo e altas
taxas de recidiva. Baseados nessas caracteristicas clinicas e na morbidade causada
por essa modalidade terapéutica, estudos de biologia molecular e com marcadores
tumorais tém sido desenvolvidos para estabelecer o prognéstico tumoral e verificar

respostas diante de terapias-alvo (KURPPA et al., 2014).
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2.2 Ceratocisto Odontogénico

O Ceratocisto Odontogénico (CO) € uma lesdo cistica de natureza
odontogénica. O termo “ceratocisto odontogénico” foi descrito pela primeira vez por
Philisen em 1956 (ERYILMAZ et al., 2009) e suas caracteristicas clinicas foram
descritas pela primeira vez por Pindborg e Hansen em 1963 (PINDBORG E
HANSEN, 1963). Ao longo dos anos, muitos pesquisadores tém tentado entender
sua natureza, identifica-lo, classifica-lo e maneja-lo e em decorréncia dos dados

obtidos nas pesquisas, essa lesao foi classificada e reclassificada diversas vezes.

O CO é um cisto de desenvolvimento odontogénico controverso que sofreu
mudancas conceituais e terminologicas nas Uultimas décadas (SHEAR, 2004;
GOMES et al., 2007; WRIGHT et al., 2014; POGREL, 2015). O nome "ceratocisto"
surgiu na década de 1950 para descrever qualquer cisto que exibisse ceratinizacdo
e foi recomendado como terminologia oficial para um tipo especifico de cisto
odontogénico nas classificacbes da OMS de 1971 e 1992. Havia dois subtipos
histopatolégicos de CO o0 subtipo paraqueratinizado e o ortoqueratinizado

(PINDBORG, 1971; KRAMER et al., 1992).

O CO é assim chamado porque a ceratina € produzida pelo revestimento
cistico. E um tipo de cisto intra-6sseo revestido com paraceratina. Corresponde a um
cisto odontogénico de desenvolvimento que deriva da lamina dentaria, contendo em
seu interior fluido limpido e um material caseoso que se assemelha a detritos de
ceratina. Vale ressaltar que o CO é mais comumente encontrado em sua forma intra-
0ssea, mas a contraparte periférica foi relatada na regido gengival bucal na altura
dos caninos da mandibula. Os COs periféricos tém predominancia no sexo feminino

(SHARIF et al., 2015; WENIG, 2015; DINIZ et al., 2018).
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O CO ¢é um diagnostico clinicamente significativo devido ao seu
comportamento destrutivo local e as taxas de recorréncia variando até 62%
(MAURETTE et al.,, 2006). Enquanto a maioria dos COs sédo esporadicos, em
pacientes com a doenca genética hereditaria conhecida como Sindrome do
Carcinoma Nevoide Basocelular (SCNB) sao observados multiplos COs. Também
conhecida como sindrome de Gorlin-Goltz, esta sindrome autossémica dominante
rara caracteriza-se por multiplos COs e associado a outras caracteristicas clinicas,
incluindo costelas bifidas, hipertelorismo, bossas frontais e mdultiplos carcinomas

basocelulares da pele (FIGUEIRA et al., 2018).

O CO geralmente é relatado em regidao posterior de mandibula e esta
associado com dentes nao irrompidos e/ou impactados. Quando classificados como
um cisto odontogénico, os COs representam aproximadamente 7.8% de todos os
cistos dos maxilares e sua incidéncia varia de 4% a 16.5%. Essa lesdo ocorre em
todas as idades, apresentando um pico de incidéncia entre a segunda e a quarta
década de vida. H& predominancia na populacdo branca masculina, apresentando
uma razdo masculino/feminino de 1,6/1. Quanto a localizacdo, o CO é encontrado
com mais frequéncia na mandibula, duas vezes mais quando comparado com a
maxila, principalmente em regido de angulo e ramo (69% a 83% dos casos). Os
cistos mandibulares podem atravessar a linha média e os maxilares podem
acometer o espaco antral, assoalho de cavidade nasal e regido dos terceiros
molares. Uma localizacdo incomum relatada pela literatura do CO € a articulacéo

temporomandibular (ERYILMAZ et al., 2009).

O CO é geralmente descoberto em radiografias de rotina, com exce¢do das

lesGes extensas. Nos casos de lesdes extensas, pode observar-se tumefagao, dor
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associada, aumento de volume, parestesia e mobilidade de dentes envolvidos pela

lesdo (MALLMANN et al., 2012).

Os pacientes geralmente apresentam massas lentamente expansivas e
indolores dos maxilares que séo frequentemente associadas a dentes néao
erupcionados e/ou impactados. Geralmente é uma lesdo assintomatica e na maioria
dos casos ndo causa expansdo da cortical 6éssea ou aumento de volume
(BHARKAVA; DESHPANDE; POGREL, 2012). Apresenta-se como uma lesao
encapsulada com um conteddo fluido ou semissélido de coloracdo branco-

amarelada, em seu interior.

Radiograficamente, a sua apresentacdo é variavel. Apresenta-se como
imagem radioltcida unilocular ou multilocular, podendo ou ndo estar associada a
dentes, porém raramente causa reabsorcfes dentarias. Essas sdo caracteristicas
imaginolégicas comuns também a outras lesfes odontogénicas, variando desde
cistos dentigeros, radiculares e periodontais laterais até lesfes tumorais como
ameloblastomas. Por isso, o diagnostico do CO ainda dependente do exame
histopatoldgico (LI, 2011). Os COs tém o potencial de se infectar secundariamente e
tendem a ser mais destrutivos localmente devido a infeccdo secundaria e a natureza
estrutural do osso maxilar. A transformacdo maligna do revestimento de CO é

extremamente rara (PHILIPSEN, 2005).

A cavidade cistica € revestida por epitélio pavimentoso estratificado
paraceratinizado com 5 a 10 camadas de células. As células da camada basal séao
colunares ou cubicas, dispostas em palicada e, muitas vezes, hipercromaticas. O
epitélio se mostra fracamente aderido por uma fina e plana membrana basal a uma

capsula de tecido conjuntivo fibroso, friavel, bem vascularizada e geralmente livre de
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infiltrado inflamatério que pode conter microcistos. Restos epiteliais e cistos satélites
podem ser encontrados na capsula, essa caracteristica associada a delgacidade e
friabilidade da capsula e do revestimento epitelial sdo alguns dos fatores
responsaveis pelas altas taxas de recidiva do CO. A cavidade cistica contém um
liquido claro, semelhante ao exsudato do plasma, podendo estar preenchida com um

material caseoso que consiste em restos de ceratina (DA CONCEICAO et al., 2012).

Outras evidéncias histolégicas e imuno-histoquimicas encontradas séo o alto
indice mitético, hiperosmolalidade intraluminal, atividade colagenolitica na capsula
fibrosa, sintese de IL-1 e IL-6 por ceratindcitos, aumento da expressdo da proteina
relacionada ao hormonio da paratiredide e a maior expressdo do PCNA (KAPLAN et

al., 2004; KOLOKYTHAS et al., 2007).

O CO apresenta simultaneamente caracteristicas clinicopatologicas de leséo
cistica e de neoplasia benigna (SHEAR, 2002). O comportamento e as
caracteristicas moleculares desta lesdo, tais como, comportamento agressivo, altas
taxas de recidiva, caracteristicas histologicas distintas e alteracbes moleculares e
genéticas ausentes em outras lesbes odontogénicas sugerem um potencial
verdadeiramente neoplasico e esse fato levou a OMS, em 2005, a alterar sua
classificagdo para tumor odontogénico benigno intraésseo de comportamento

potencialmente agressivo e infiltrativo (BARNES et al., 2005; HENLEY et al., 2005).

Nos anos seguintes, houve muita discusséo sobre a necessidade de distinguir
os dois subtipos histopatologicos de CO, uma vez que 0 paraceratinizado
apresentou maior taxa de recorréncia e uma eventual associacdo com a SCNB. Esta
evidéncia resultou na separacdo desses subtipos em duas doencas distintas e no

abandono do termo "CO" pela OMS em 2005. O subtipo paraceratinizado tornou-se
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o0 "tumor odontogénico ceratocistico” (TOC), que integrou o grupo de tumores
epiteliais odontogénicos em sua classificacdo, enquanto o subtipo ortoceratinizado
continuou no grupo de cistos de desenvolvimento odontogénico como "cisto

odontogénico ortoceratinizado" (BARNES et al., 2005).

A OMS, em 2017, voltou a classificar o TOC como cisto de desenvolvimento
odontogénico, retomando a terminologia original "CQO". Na classificacao atual, o CO
permanece distinto do cisto odontogénico ortoceratinizado e mantém os critérios
histopatologicos estabelecidos em 2005: um revestimento epitelial paraceratinizado
de cinco a oito camadas de células, podendo apresentar areas de metaplasia

escamosa quando ha inflamacéo na capsula (EL NAGGAR et al., 2017).

A classificacdo de 2005 da OMS levou em consideragcdo o comportamento
agressivo da lesao e o fato que uma proporcao delas estd associada com a mutacao
ou inativagdo do gene PTCH1, considerado como um fator chave que suporta a
redesignacdo da lesdo como TOC. Embora as alteracbes de PTCH sejam
observadas em até 80% de TOCs, elas ndo sao especificas, uma vez que a perda
de heterozigose na regiao 9922.3 (onde o gene PTCHL1 foi mapeado) foi encontrada
em outros cistos de desenvolvimento incluindo cisto dentigeno. A marsupializacéo
foi relatada como um tratamento eficaz para o CO e pode estar associada a
reversao do epitélio ao padrdo normal, e com baixas taxas de recorréncia que
normalmente ndo estdo associadas a neoplasia. Ao considerar todos os dados
disponiveis, o grupo de consenso da OMS concluiu que pesquisas adicionais sao
necessarias, mas, no presente momento, ndo houve evidéncias suficientes para
sustentar uma origem neoplasica do CO. Foi decidido, portanto, que o CO continua

sendo o0 nome mais apropriado para esta lesdo, e o TOC foi removido da

classificacdo (SPEIGHT et al., 2017).
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O tratamento de COs continua controverso. Os desafios estdo na
minimizacdo do risco de recorréncia e da morbidade cirdrgica. Numerosas
modalidades, que vado desde a descompressao isoladamente, até a enucleacéo
simples com ou sem curetagem, até a resseccéao, foram utilizadas no gerenciamento
de COs (MADRAS, 2008). Os pesquisadores tentaram investigar os resultados
desses procedimentos de forma sistematica. No entanto, a integracdo de dados em
estudos individuais revelou muitas inconsisténcias para estabelecer conclusdes

definitivas.

A enucleacdo, com ou sem curetagem, consiste na remoc¢ao da leséo intacta
e ndo ha comprometimento das estruturas adjacentes (VOORSMIT, 1985). Ela é
indicada para lesfes de até trés centimetros de diametro. Por ser dificil a remogéo
da lesdo inteira, a curetagem é feita para raspar a parede do cisto, de forma a
remover o conteudo do mesmo (MEISELMAN, 1994). Pode ser radical, com a
retirada de todo cisto juntamente com qualquer mucosa adjacente, com curetagem
para reducdo do osso circundante e sem a utilizacdo de medidas adjuvante ou

convencional, ja descrita anteriormente (IRVINE; BOWERMAN, 1985).

A solucdo de Carnoy é um fixador de tecidos, que desde a década de 80, é
usado no tratamento de lesGes 6sseas. Sua composi¢do € 3mL de cloroférmio, 6mL
de &lcool absoluto, 1mL de &cido glacial acético e 1g de clorito férrico. Foi proposto,
originalmente que fosse utilizada na cavidade do cisto antes da Enucleacédo, mas é
geralmente usada apos. E aplicada na cavidade 6ssea com o intuito de eliminar os
remanescentes teciduais do CO, promovendo uma necrose quimica superficial

(RIBEIRO JUNIOR et al., 2007).
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A marsupializacdo é indicada para cistos extensos e consiste em estabelecer
cirurgicamente uma comunicacdo entre a cavidade patoldégica e o meio bucal,
eliminando a pressao hidrostatica no interior do cisto, 0 que causa uma reducao
progressiva da lesdo. A crioterapia com nitrogénio liquido possui o principio basico
gue consiste na agressdo de lesdes de pele, mucosas e 0ssos através do
congelamento intenso da area afetada, seguido por periodo de reaquecimento e

repeticdo do congelamento (FERNANDES; ETGES; TORRIANI, 2010).

O tratamento conservador, e mais indicado, do CO € enucleacdo com ou sem
curetagem e marsupializacdo, pois possui a vantagem de preservar as estruturas
anatdmicas incluindo os dentes. O tratamento agressivo inclui osteotomia periférica,

curetagem com uso da solucéo de Carnoy e/ou ressec¢ao em bloco.
2.3 Colageno

As fibras colagenas sao produzidas predominantemente por fibroblastos
tendo seu processo de formacdo complexo. As cadeias polipeptidicas de colageno
sdo sintetizadas em ribossomos e enviadas para o reticulo endoplasmatico,
momento em que sdo denominadas cadeias pré-alfa. Cada uma dessas cadeias se
combina com outras duas, enrolando-se, e forma uma molécula helicoidal de fita
tripla, chamada pré-colageno. Quando enviadas ao meio extracelular, peptideos séo
removidos das moléculas de pré-colageno convertendo-se em moléculas de
colageno. No meio extracelular, também, essas moléculas de colageno agrupam-se
em polimeros, originando fibrilas que irdo se associar em feixes maiores: as fibras de

colageno (ALBERTS et al., 2002; RUBIN et al., 2006).

Os fibroblastos representam o principal componente celular do tecido

conjuntivo e séo eles os responsaveis pela sintese de sua matriz tecidual. Quando
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desenvolve-se um quadro patologico, diversas aleragcdes ocorrem no tecido

conjuntivo. (MANGIA et al., 2011; OTRANTO et al., 2012).

O tecido conjuntivo é fundamental para a manutencdo das funcdes e
integridade dos tecidos epiteliais formando um ambiente em que existe uma
continua interacdo molecular. Alteracbes neste microambiente, induzidas por
citocinas, podem contribuir para a invaséo tumoral e o desenvolvimento das lesdes.
Sugere-se que fatores de crescimento que participam na cicatrizacdo tecidual
possam desempenhar um papel na mudanca do microambiente do estroma,

favorecendo o desenvolvimento tumoral (VERED et al., 2005).

E sabido que no microambiente estromal de alguns canceres, a exemplo do
carcinoma da mama, os fibroblastos adquirem um fenétipo modificado, semelhantes
aos associados com a cicatrizacdo tecidual (MANGIA et al., 2011). Em tumores
sélidos, a presenca deste tipo de fibroblastos estd associada ao aumento da
deposicdo de estroma colagenoso denso (MANGIA et al.,, 2011; OTRANTO et al,

2012).

Um estudo sobre fibrose cardiaca demonstrou que a triptase liberada dos
MCs ativa o receptor de protease ativado (PAR-2) nos fibroblastos cardiacos. Esta
ativacdo esta associada a conversdo dos fibroblastos quiescentes aos MFs
hipersecretores, e geralmente é acompanhada pelo aparecimento de fibrose no
coracao hipertenso. Essa via exerce papel crucial nas doencas inflamatorias de
diversos tecidos, como pele, intestino e vias aéreas (DIXON E CUNNINGTON, 2011,
KETABCHI et al., 2007).
Os fibroblastos com fenotipo modificado sdo denominados MFs e sao

caracterizados morfologicamente por grandes células fusiformes com propriedades
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fenotipicas de musculo liso (DESMOULIERE; GOYOT; GABBIANI, 2004; MANGIA et

al., 2011).

Os MFs desempenham papel importante no microambiente do estroma
tumoral e estdo associados a processos como progressao neoplasica, angiogénese
e metastase (MANGIA et al., 2011). Essas células atuam produzindo uma série de
fatores que modulam o comportamento tumoral e endotelial e sdo capazes de
degradar componentes da MEC através das metaloproteinases MMPs-2, 3 e 9 (DE
WEVER et al., 2008), da uroquinase ativadora do plasminogénio (DESMOULIERE;
GOYOT; GABBIANI, 2004) e da proteina ativadora de fibroblastos (CHEN et al.,
2017). Produzem também, fatores de crescimento, quimiocinas e proteinas
remodeladoras da matriz dentro do microambiente do estroma (VONG; KALLURI,

2011).

Sabe-se que as interacdes teciduais ocorrem durante a odontogénese
(fisiol6gica) e o processo da doenca (patologico). Tecidos que contribuem para a
odontogénese passam por etapas de diferenciacdo com o periodo de tempo. Assim,
qualquer um dos tecidos que participam desse processo pode estar envolvido no
desenvolvimento de uma miriade de patologias, seja na forma de cistos,
hamartomas ou tumores, coletivamente referidos como cistos odontogénicos e TOs

(WILSON et al., 2017).

A complexidade dos efeitos de inducdo no aparato odontogénico e o
envolvimento dos tecidos ectodérmico e mesodérmico provavelmente sao
responsaveis por uma variedade de formas que as lesBes odontogénicas

apresentam (WILSON et al., 2017).
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Uma sequéncia de interacdes indutivas entre o epitélio do 6érgado do esmalte e
o tecido conjuntivo mesenquimal do saco dentario ocorre durante a odontogénese.
As lesbes odontogénicas representam uma gama de condicbes, cujas
caracteristicas provavelmente dependem do estagio de inducdo para a formacao
dos dentes, antes da proliferacdo neoplasica ou hamartomatosa. Além disso, tem
sido sugerido que altera¢cBes indutivas podem permitir a progressao de um tipo de

TO para outro (BECKER et al., 1992).

O estroma das lesbes odontogénicas consiste de matriz fibrosa colagenosa
com fibroblastos em proliferacdo, exibindo predominantemente fibras colagenas tipo
[, Il e tipo IV, juntamente com fibras de oxitalano, elastina e reticulina. Componente
inflamatorio é visto, se secundariamente infectado. As lesdes também mostram boa
vascularizagdo. Juntamente com essas mudancas, evidéncias de alteracdes
enameloides, dentindides, metaplasicas, alteracdes degenerativas (fibro-mixdide,
hialinizacéo), calcifica¢des distroficas sdo observadas em muitas lesdes como CO,
cistos odontogénicos epiteliais calcificantes, tumor odontogénico adenomatoide,
ameloblastoma e fibroma ameloblastico como resultado das interacBes epitélio-
mesenquimais. Pode-se conjecturar a partir de varios estudos que as lesdes
odontogénicas mostram um grau variavel de alterac6es indutivas no tecido
conjuntivo e que o estroma desempenha um papel importante junto com o epitélio
em exibir seu comportamento biolégico desde a origem até sua progressao

(SHAFER et al., 1983; HIRSHBERG et al., 1999).

No tocante as lesdes cisticas, acredita-se que o crescimento e a expansao
dos cistos odontogénicos sejam resultado da pressdo osmoética exercida pelos
conteudos cisticos, mas estudos recentes tém se concentrado na importancia das

interacdes epitélio-mesenquimais. Tem sido sugerido que o tecido conjuntivo é
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essencial para manter os tecidos epiteliais e ambos formam um ecossistema com
interacbes moleculares continuas. O tecido conjuntivo pode ser considerado como

uma parte funcional do cisto e n&o apenas suporte estrutural (VIJ; RAO, 2011).

A expanséao de varios cistos odontogénicos envolvem a degradacgéo da matriz
O0ssea e a ligacao celular a varios componentes da MEC. Todos esses estudos
chamam a atencdo para as interagfes entre o epitélio e o tecido conjuntivo, que
pode ser responsavel pelo crescimento dos cistos. AlteracBes na capacidade de
coloracdo do colageno foram também observadas na fibrose submucosa oral, o que
pode indicar as mudancas no nivel bioquimico que, por sua vez, pode ser
responsavel pelas alterac6es do tecido conjuntivo que contribuem para as mudancas

atipicas que muitas vezes ocorrem no epitélio suprajacente (VI1J; RAO, 2011).

O epitélio desempenha um papel importante na patogénese dessas lesées; O
estroma provavelmente desempenha um papel igualmente importante na
patogénese e no comportamento bioldgico. Evidéncias de proteinas caracteristicas
da MEC, presenca de material enamelbide, dentindide, granulo-filamentoso,
substancias eosinofilicas, cemento e calcificacbes e presenca de osso distréfico
apoiam e comprovam as interacdes epitélio-mesenquimais. Acredita-se também que
as proteinas da MEC sdo componentes integrais do tecido conjuntivo estromal, que
desempenha um papel importante nas caracteristicas histomorfolégicas e no

comportamento biologico das les6es (HIRSHBERG et al., 1999).

Tem-se observado que o comportamento de cistos e TOs é dependente néo
somente do epitélio, mas também do tecido conjuntivo de suporte, € uma vez que as
fibras coladgenas sédo o maior componente do tecido conjuntivo destas lesbes, 0

estudo delas pode apresentar significancia no entendimento do seu comportamento
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biologico (HANGELBROEK et al., 2012). O colageno representa aproximadamente
um terco do conteudo de proteina total do corpo e também é responsavel por mais
da metade do peso seco da pele, correspondendo a proteina predominante na MEC.
As fibras colagenas desempenham um papel fundamental na manutencdo da
integridade tecidual e também na determinacdo da funcdo dos tecidos, portanto
alteracdes nessa proteina acarretam o aparecimento de diversas patologias. Alguns
estudos tém demonstrado que alteracbes no tecido conjuntivo desempenham um

papel fundamental na patogénese de cistos e TOs (SHOULDERS, 2009).

Durante o desenvolvimento de quadros patoldgicos, o coldgeno pode mostrar
variagdes na forma como as fibras individuais sdo organizadas em termos de
didametro e perfil transversal. A formacédo de fibrilas de coldgeno € complexa e
depende de numerosas modificacbes secundérias ou pés-traducionais. Defeitos
nestas modificacdes estdo associados a varias doencas (EYDEN; TZAPHLIDOU,

2001).

Segundo Ross e Romrell (1995), as fibras colagenas tém aparéncia de
estruturas ondeadas de largura varidvel e comprimento indeterminado. De forma
contraditoria, Rubin et al. (2006) descrevem que essas fibras tém tamanhos
uniformes e exemplificam a sua organizacdo macromolecular usando como modelo
a cornea. Nessa estrutura, cerca de 10 a 20 camadas de fibras de colageno séo
dispostas paralelamente umas as outras (ROSS e ROMRELL, 1995; RUBIN et al.,
2006) numa arquitetura descrita como altamente organizada (REICHENBERGER et
al., 2000). A densidade das fibras coldgenas, em condi¢fes fisiologicas, se da de
duas formas distintas proximo a lamina basal: junto as papilas do tecido epitelial,
apresenta-se como uma camada de fibras colagenas finas e frouxamente arranjadas

e, mais distante delas, dispde-se na forma de uma camada de fibras colagenas que
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se agrupam em espessos feixes paralelos (ARAUJO E ARAUJO, 1984;
BERKOVITZ, HOLLAND e MOXHAM, 2004). E sabido que essas fibras sdo os
principais componentes do tecido conjuntivo do foliculo pericoronario, das capsulas
fiborosas do CO e do estroma tumoral do ameloblastoma (BROWNE, 1971;

JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1997).

O colageno € uma macromolécula de glicoproteina de formas e tamanhos
variados, constituindo, quantitativamente, o principal componente do tecido
conjuntivo e desempenhando um papel chave na arquitetura e integridade da MEC.
A maioria dos tecidos do corpo humano é composta basicamente por fibras
colagenas tipo | e lll. O colageno tipo | € o mais abundante e o mais encontrado, é
responsavel pela for¢a tensora e possui elasticidade limitada. Ja o colageno tipo Il &
guem confere resisténcia para a distensibilidade do arcabouco estrutural, com
limitada forga tensora e tende a estar associado com o tipo I. Atualmente, diversas
técnicas de coloragBes histoldgicas tém sido utilizadas com o intuito de diferenciar
os tecidos e aprimorar 0 estudo destes, tanto em pesquisas cientificas quanto em
procedimentos para diagnéstico. A coloracdo histolégica de Tricrbmico de Masson
proporciona visualizar e analisar quantitativamente as fibras colagenas do tecido
conjuntivo, conferindo a coloragéo azul a todas estas fibras, porém ndo permitindo a

diferenciacéo entre os tipos | e Il (SINGH et al., 2012).

O crescimento neoplasico requer um estroma funcional e a capacidade das
células epiteliais de induzir a formacédo de tal estroma é de grande importancia. O
estroma do tecido conjuntivo desempenha a funcao de barreira, evitando assim a
evasdo do sistema imune do hospedeiro. Desempenha um importante papel no
suprimento de nutrientes e também na remoc¢do dos residuos. Entretanto, a

guantidade de estroma presente difere entre as lesdes. O estroma € composto
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principalmente por feixes de fibras de colageno, que podem ser categorizados como
fibras finas e grossas. Os colagenos tipo | e Il sdo predominantes. O colageno tipo |
consiste em fibras grossas e maduras e o0 colageno tipo Il consiste em fibras finas e
imaturas. Varios estudos comprovam que as lesdes odontogénicas agressivas
apresentam mais colageno imaturo, o que pode ser atribuido a forma precursora de
colageno (procolageno) (HIRSHBERG et al.,1999; MAHAJAN et al., 2013; RAJ et al.,

2015).

Browne, em 1971, observou em seu estudo que as fibras colagenas que
compunham as cépsulas do CO eram dispostas circunferencialmente em um arranjo
menos denso do que em outros cistos odontogénicos, embora muitos COs avaliados
pelo autor apresentassem fibras coldgenas em um arranjo denso, relativamente livre
de inflamacdo. Ja, Ahlfors, Larsson e Sjogren (1984) referem dois tipos diferentes de
densidade em COs: uma porcdo de colageno em proximidade com o epitélio,
arranjada frouxamente e outra, mais distante, disposta circunferencialmente de

forma densa.

As fibras colagenas encontradas na parede do CO sao estruturalmente
desorganizadas. Esse padrédo de arranjo solto e paralelo do colageno observado no
CO pode ser util para facilitar a separacao do revestimento epitelial da parede do
tecido conjuntivo subjacente. O processo de colagendlise pode ser produzido por
colagenase ou outra protease e € responsavel pela separacéo do epitélio do CO de
sua parede de suporte. Isso representa um problema para a enucleacéo e, portanto,
contribui para a natureza recorrente e agressiva da lesdo. Outras caracteristicas
importantes sdo a presenca de cistos satélites e o potencial invasivo da lesdo. O CO
apresenta tecido conjuntivo frouxo, o que pode ser interpretado como patolégico ou

o pobre empacotamento de fibras colagenas como resultado do desenvolvimento de
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processos inflamatdrios. Pode-se especular que essa caracteristica esta associada a
alteracdes induzidas pelo epitélio da lesdo, promovendo degradacdo da MEC e

crescimento infiltrativo. (HIRSCHBERG et al., 1999; MOURE et al., 2011).

O colageno encontrado nessas lesdes é fracamente compactado e pode ser
composto por procolagenos e colagenos intermediarios. Os coladgenos
desnaturados, fracamente compactados, sdo mais suscetiveis a degradacdo pela
colagenase, assim como por outras proteinases, ao contrario do colageno nativo,
que possui estrutura helicoidal estavel e € resistente a degradacdo. Essa
caracteristica pode sugerir uma natureza mais agressiva do CO em comparacao

com outros cistos odontogénicos como também explicar 0 mecanismo de expansao

rapida da leséo e altas taxas de recidiva (HIRSCHEBERG et al., 1999).

O desenvolvimento dos TOs é controlado pelo potencial proliferativo
intrinseco das células tumorais e das circunstancias do microambiente, como a
inflamacé&o no local do tumor, por exemplo (MALTBY, 2009). As interacfes epitélio-
mesenquimais desempenham um papel muito importante nos mecanismos
homeostéaticos dos tecidos adultos determinando o desenvolvimento do aparato
odontogénico como também das patologias dele decorrentes. A MEC desempenha
um papel fundamental no crescimento, regulacao, diferenciacdo e organizacdo dos

tecidos (SHETTY et al., 2015).

Fatores relacionados aos componentes epiteliais e mesenquimais participam
na regulacdo do crescimento de lesdes cisticas odontogénicas e tumores. A
alteracdo na expressao de proteinas especificas da MEC, associada a presenca
exuberante de MMPs e a auséncia de expressdo de inibidores de

metaloproteinases, pode influenciar o comportamento dessas lesdes. No caso dos
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tumores, esta situacao contribui para o crescimento e maior agressividade da leséao

(PINHEIRO et al., 2004).

Virchow ja suspeitava que a inflamacdo e o céancer estdo relacionados
intimamente; naquele momento ndo havia ferramentas para confirmar esta viséo,
bem como a de Paget que inventou a teoria "sementes e solo", na qual as células
(sementes) buscam um solo (microambiente) adequado. Somente na década de
1980, o conceito de microambiente tumoral foi introduzido. Desde entdo, com o
avanco das pesquisas, varios aspectos das interacdes entre as lesdes e seu
ambiente foram elucidados. O microambiente tumoral inclui fibroblastos e MFs,
MEC, vasos pré-existentes e recém- formados, bem como células inflamatorias

(BARRETO et al., 2011).

Frente a condicbes patoldgicas, os componentes da MEC do tecido podem
estar alterados. Processos inflamatérios e neoplasicos benignos sdo alguns dos

exemplos dessas condigdes.

Na inflamacéo, o edema, fendbmeno exsudativo associado a saida de plasma
sanglineo para o intersticio, causa alteracdo morfolégica do tecido pelo afastamento
dos seus constituintes (BOGLIOLO, 1994; RUBIN et al., 2006). Além disso, 0s
constituintes da MEC podem ser degradados quando da liberacdo de mediadores
quimicos de processos inflamatérios, uma vez que, ao exercerem fagocitose, 0s
fagdcitos liberam para o meio extracelular hidrolases acidas e neutras - entre elas
colagenases e elastases - que podem lesar fibras colagenas e elasticas, entre
outros. Arquitetura alterada e disfuncéo do tecido podem ser resultantes também de
processos de reparo incompletamente efetivos quando do processo inflamatério

prolongado (BOGLIOLO, 1994).
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Quando em neoplasias benignas, seu crescimento expansivo caracteristico
provoca compressao das estruturas adjacentes, que podem tornar-se hipotroéficas.
Assim, forma-se, com frequéncia, uma capsula fibrosa em torno do tumor, que é
constituida pela compressdo do estroma proximo a lesdao (BOGLIOLO, 1994;

ROBBINS, KUMAR e COTRAN, 1994; BROOKS et al., 2002).

O ambiente tumoral € circundado por um infiltrado de células inflamatorias,
como linfocitos, neutréfilos, macréfagos e MCs (RIBATTI et al., 2009). Tais células
se comunicam através de uma complexa rede de vias de sinalizag¢do intracelulares,
mediada por moléculas de superficie de adesédo, citocinas e seus receptores
(CRIVELLATO; RIBATTI, 2007; RIBATTI et al., 2009; MALTBY et al, 2009). As
células inflamatdrias estimulam a proliferacdo de células endoteliais e formacéo de
vasos sanguineos, sendo um importante mecanismo para a progressao das lesdes
(ULLAH et al, 2013). Um estudo prévio demonstrou que os MCs estédo relacionados
ao desenvolvimento de TOs, sendo um importante componente de seu estroma

(PEREIRA et al., 2012).

A funcdo da inflamacédo pode ser extremamente complexa: além da Obvia
reacao imunoldgica contra as células cancerosas, 0s participantes de um processo
inflamatorio e reparador sao realmente necessarios para a progressao das lesées
(ALLEN; LOUISE JONES, 2011; BIANCHI et al., 2011; WEINBERG, 2013). Embora
se possa produzir uma imagem esbocada da funcdo das células linféides ou
macrofagos, a compreensdo de outros participantes € escassa ou inexistente. Uma

dessas células esquecidas da interagéo parénquima-estromal € o MC.

O CO é conhecido por sua natureza agressiva e alta taxa de recorréncia,

especialmente em comparagcdo com outros cistos odontogénicos. O ameloblastoma
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€ um TO epitelial benigno localmente agressivo, com um acentuado potencial de
invasao, que resulta em multiplas recorréncias apos enucleacéo e curetagem. Diante
disso, um numero crescente de estudos tem tentado identificar fatores epiteliais e
mesenquimais que determinem o comportamento dessas doencas. Essas lesbes
surgem dos remanescentes da odontogénese, que € controlada pela interacdo entre

0os componentes epitelial e mesenquimal (HENRIQUES et al., 2011).

Como as lesBes odontogénicas as vezes mimetizam os eventos relacionados
a morfo-histodiferenciacdo necessaria para o desenvolvimento dentario, acredita-se
que durante a tumorigénese, as interacdes epitélio-mesenquimais também sao
determinantes para a evolucdo dessas lesbes. Entretanto, segundo Silveira et al.
(2007), muitos estudos tém investigado apenas 0os componentes epiteliais de cistos
e TOs. O mecanismo de crescimento dos cistos odontogénicos, bem como o
potencial invasivo e destrutivo de alguns TOs, pode ser influenciado pela secrecao
de MMPs, proteinas que podem ser produzidas pelo epitélio e pelas células

mesenquimais (SILVEIRA et al., 2007).

2.4 Mastocitos

Os MCs séo células importantes do sistema imunologico pertencentes da
linhagem hematopoiética originando-se de células-tronco hematopoiéticas (CTHS) e
amadurecem sob a influéncia do ligante c-kit e do fator de células-tronco (SCF)

(HASSAN; ZANDER, 1996; KRYSTEL-WHITTEMORE et al., 2016).

Os MCs estéo presentes em quase todos os tecidos, e muitas vezes proximos
dos epitélios, fibroblastos, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. Os MCs
armazenam granulos e apoés a ativacao liberam um amplo espectro de mediadores

biologicamente ativos que individualmente demonstraram ter efeitos positivos ou
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negativos em varias células alvo. Os MCs podem ser ativados ndo sO por IgE,
antigenos especificos e superalérgenos, mas também por uma infinidade de
estimulos imunolégicos e ndo imunologicos (MARONE; GALLI; KITAMURA, 2002;
GALLI; TSAI, 2012; BORRIELLO et al., 2014). Os MCs e seus mediadores tém sido
classicamente associados a um papel prejudicial em disturbios alérgicos, mas essas
células podem aumentar a resisténcia aos venenos animais (SCHNEIDER et al.,

2007).

MCs estao presentes em tecidos normais e patoldgicos. Sao células imunes
caracterizadas por pequeno nucleo e citoplasma granular. Quando ativadas,
secretam substancias biologicamente ativas que estdo armazenadas em seus
granulos citoplasmaticos (por exemplo, triptase, histamina e heparina) ou sao
produzidas durante a ativacao celular tais como fatores de crescimento, quimiocinas
e citocinas (DE NORONHA SANTOS NETTO et al., 2012; MARICHAL; TSAI; GALLI,
2013). Os MCs sao conhecidos por sua participacdo nas reagfes de anafilaxia,
reabsorcdo 0ssea e interacdo com outras células imunes (DE NORONHA SANTOS
NETTO et al.,, 2012). Estudos in vitro demonstram que essas células influenciam
muitos aspectos da biologia tumoral, a exemplo do crescimento tumoral,
angiogénese induzida pelo tumor e remodelacao tecidual (MOSHREF et al., 2010).
No entanto, a contribuicdo definitiva dos MCs permanece controversa (MOSHREF et
al., 2010; PEREIRA et al., 2012). Nao esta claro se essas células agem favorecendo
ou inibindo o crescimento tumoral. Os MCs demonstraram desempenhar um papel
importante na angiogénese por meio da producdo de alguns fatores, por exemplo,
triptase, VEGF, FGF, TNF, IL-8 , histamina e heparina (MOSHREF et al., 2010;
MOHTASHAM, 2010). A angiogénese tem um papel critico em muitas condicdes

patolégicas como o desenvolvimento tumoral e as metastases. Por outro lado, os
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MCs podem restringir o crescimento das les6es produzindo varios fatores, incluindo

IL-1, IL-4, IL-6 e TNF (KUMAMOTO; OHKI; OOYA, 2002; MOHTASHAM, 2010).

Em condi¢des normais, os MCs maduros néo circulam na corrente sanguinea.
No entanto, os progenitores de mastocitos migram para os tecidos e se diferenciam
em MCs sob a influéncia do SCF e varias citocinas. Os MCs estao presentes em
todo o corpo e desempenham papéis importantes na manutencdo de muitas funcdes
fisiologicas, bem como na fisiopatologia das doencas. Essas células tém uma
distribuicdo generalizada nos tecidos e sdo encontrados predominantemente na
interface entre o hospedeiro e o ambiente externo em locais de potencial entrada de
agentes patogénicos ou contato com substancias prejudiciais, como a pele, mucosa
respiratéria e trato gastrointestinal (METCALFE et al., 1997; GALLI; NAKAE; TSAI,
2005; METCALFE E BOYCE, 2006). Os MCs povoam o tecido conjuntivo,
particularmente nas regides subepiteliais e no tecido conjuntivo em torno de vasos
sanguineos, nervos, células musculares lisas, glandulas mucosas e foliculos

capilares (Fig. 2) (GALLI NAKAE; TSAI, 2005).



46

Figura 2: Os mastdcitos (flechas) sdo vistos alinhados ao longo da parede de um vaso sanguineo (V)
do mesentério (Adaptado KRYSTEL-WHITTEMORE et al., 2016).

Os MCs sédo uma das células de defesa do sistema imunolégico que contém
granulos citoplasmaticos metacromaticos (SEIFI et al., 2012). A degranulacdo de
MCs desempenha um papel importante na iniciacdo da resposta inflamatoria e é de
grande importancia na patogénese de diferentes doencas, como o liquen plano oral
e as doencas periodontais (SHYLAJA, 2010). Além disso, os MCs sdo uma rica fonte
de heparina e enzimas proteoliticas que participam da degradacdo do tecido
conjuntivo (CHATTERJEE et al.,, 2008). Os MCs estimulam a producdo de

prostaglandinas que é considerada importante no processo de reabsor¢ao 0ssea.

Com relacéo a varios papéis de MCs, como a participacdo na inflamacéo, a
degradacédo da MEC e a reabsorcéao 6ssea, essas células podem desempenhar um

papel na patogénese dos cistos dos maxilares e no seu mecanismo de crescimento.
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Um estudo realizado por Teronen et al. (1996) constatou que os MCs estavam
localizados em areas de inflamacdo e logo abaixo do epitélio das lesdes
odontogénicas. Observaram também MCs na borda do osso, indicando alta
atividade celular. Diante desses achados sugere-se que os MCs e suas enzimas
podem contribuir significativamente para a remodelacdo tecidual durante o
crescimento das lesdes odontogénicas e para a destruicdo do 0sso circundante,

levando a expanséo da lesao.

MCs ja foram encontrados em cistos e TOs, especialmente em cisto dentigero
(CD) e CO. Os produtos de degranulacdo celular podem estar associados a
destruicdo da MEC e estimulacdo da producéo de citocinas, facilitando assim a

expansao dessas lesdes (CHATTERJEE et al., 2008).

A participacdo dos MCs nas lesBes odontogénicas esta parcialmente
associada a inflamacdo. Essas células contribuem para o aumento cistico pela
liberacdo de heparina e outras enzimas hidroliticas, que facilitam a degradacédo dos
glicosaminoglicanos e proteoglicanos intraluminal aumentando assim a pressao
osmoética e hidrostatica. Os MCs liberam triptase e prostaglandinas, duas
substancias que participam na reabsorcéo 0ssea na interface cisto-0sso, levando ao

aumento cistico (CHATTERJEE et al., 2008).

Os MCs, no estagio maduro, contém em seu interior uma grande quantidade
de mediadores, como a histamina, citocinas e proteinases. Eles armazenam grandes
guantidades de serinoprotease ativa pré-formadas, como a triptase e quimase, em
seus granulos secretores (METCALFE, BARAM, MEKORI, 1997; CAUGHEY, 2007;

RIBATTIA et al., 2009; DE NORONHA SANTOS NETTO et al., 2012).
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Os Mcs participam na regulacdo das células e no controle do tecido
conjuntivo. Varios estudos revelam que os MCs sdo células potencialmente
fibrogénicas, através da liberacdo de potentes mediadores de fibrose (BERTON et

al., 2000, GARBUZENKO et al., 2002).

A triptase secretada pelos MCs é um fator fibrogénico capaz de estimular a
sintese de RNAm das fibras coldgenas e quimiotaxia, onde o MC, mesmo em pouca
quantidade, pode modular varias atividades dos fibroblastos localizados na matriz
colagénica. Os principais efeitos incluem a proliferacdo celular, sintese de colageno

e de proteinas, producao e ativacdo de MMP-2 (BERTON et al., 2000).

Em estudos realizados, verificou-se que a triptase produzida pelos MCs
estimula a atividade proliferativa dos fibroblastos conjuntivais em meio de cultura e
este estimulo foi mediado pelo receptor para a triptase, o PAR2 (ASSANO-KATO,

2005).

O papel mais conhecido dos MCs € na reacdo alérgica (AKIN, 2014;
WERNER-BUSSE et al, 2014), porém eles desempenham também a funcédo de
protecdo, estando envolvidos no processo de cicatrizacdo e na defesa contra
organismos patogénicos (MANGIA et al., 2011; GALLI; BORREGAARD; WYNNI,
2011; AKIN, 2014; WERNER-BUSSE et al, 2014). Um dos papéis importantes dos
MCs é regular a dindmica do crescimento tumoral, interagindo com o seu
microambiente, contribuindo para a progressao do tumor (PEREIRA et al., 2012; DE
NORONHA SANTOS NETTO et al.,, 2012; STOCKMANN et al, 2014). Os MCs
exercem efeitos poderosos sobre os fibroblastos, através de uma de suas
proteinases, a triptase, que é um potente mitdgeno, estimulando sintese de colageno

em pulméo e na derme (MANGIA et al., 2011). Estudos realizados em carcinoma
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mamario mostraram que no microambiente do estroma tumoral havia presenca
significativa de MCs que se infiltram no estroma do tecido desde as etapas iniciais
de carcinogénese e aumentam significativamente no carcinoma invasivo (ZUDAIRE
et al., 2006; MANGIA et al.,, 2011). Diversos mediadores liberados pelos MCs,
durante a sua degranulacdo, sdo capazes de modificar o0 microambiente do estroma
tumoral, induzindo a proliferacdo de fibroblastos e sua transdiferenciacdo em MFs

(MANGIA et al., 2011).

As enzimas mastocitarias apresentam um papel proteolitico, estimulando a
angiogénese e degradando a MEC. A triptase atua estimulando a proliferacdo de
células endoteliais vasculares humanas, promovendo a formacédo do tubo vascular
em cultura e também degradando matriz do tecido conjuntivo para proporcionar
espaco para 0 crescimento neovascular. Esta degradacdo ocorre através da
ativacdo de MMPs latentes, com consequente liberacdo de VEGF e FGF-2

(RIBATTIA et al., 2009).

A quimase atua degradando componentes da MEC e, portanto, pode ocorrer
liberacdo do VEGF. Esta proteinase também promove a angiogénese através da
conversado de angiopoetina | em angiopoetina Il (MURAMATSU et al., 2000; RIBATTI
et al., 2009). A quimase é capaz de ativar a MMP-9, que estd envolvida na
remodelacdo angiogénica, estromal e invasdo de células tumorais (KANBE et

al.,1999; RIBATTI et al., 2009).

Os MCs podem desempenhar papéis distintos durante o desenvolvimento das
lesbes. Por um lado, eles podem exibir atividade supressora por secretarem
diferentes interleucinas inibitorias e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Por outro

lado, eles podem ajudar na progressdo de tumores através da promocédo da
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angiogénese, da degradacdo da MEC e imunossupressdo (THEOHARIDES E
CONTI, 2004, GOMES et al, 2013). Com relacdo a sua capacidade pro-
angiogénica, os MCs podem secretar moléculas como VEGF, FGF-2, IL-8 e TGF-
(CRIVELLATO; RIBATTI, 2008). Os MCs podem desempenhar um papel muito
importante ndo s6 na angiogénese, mas também na linfangiogénese tumoral

(GOMES et al, 2013).

O actmulo de MCs em tumores humanos foi inicialmente relatado por Paul
Ehrlich e por Eugen Westphal em 1889. Existem evidéncias convincentes de que 0s
MCs associados aos tumores sdo um componente do infiltrado de uma longa lista de
tumores humanos soélidos e hematolégicos (ACIKALIN et al., 2005). Curiosamente,
0os MCs podem exercer atividades pro- ou anti-tumorigénicas, dependendo, entre
outros, do estagio e do tipo de tumor, das caracteristicas do microambiente tumoral
e da sua localizag&o no tumor (isto é, intra-tumoral vs peri-tumoral) enquanto que em
alguns casos, eles parecem ser células inertes (ANTSIFEROVA et al.,, 2013;
MARICHAL; TSAI; GALLI, 2013). As localizacdes distintas dos MCs refletem a
heterogeneidade funcional e impactam significativamente em varios aspectos da
iniciagéo e progressao do tumor. Assim, entender essas diferencas e sua correlagao
com o resultado do tumor fornecerdo informagdes importantes para entender o papel

dos mastqcitos e sua utilidade terapéutica.

Os MCs se acumulam no estroma em torno de certos tumores e as moléculas
gue secretam podem favorecer o crescimento tumoral. Estes incluem heparina, IL-8
e VEGF, que induzem neovasculariza¢do, histamina, que € um imunossupressor,
fatores mitogénicos, como o PDGF, NGF, SCF e proteases, que degradam a matriz

circundante Em contraste, os mediadores de MCs prejudiciais ao tumor incluem
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citocinas, tais como IL-1, IL-4, IL-6 e TNF- a, que podem induzir apoptose de células

tumorais (Figura 3).
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Figura 3: O possivel papel do aumento do nimero de mastécitos no estroma de alguns tumores. (a)
Os mastocitos podem ser recrutados por quimiotaticos derivados de tumores, tais como MCP-1,
RANTES e SCF, para secretar seletivamente moléculas benéficas para o tumor; estes poderiam
incluir fatores de crescimento, a histamina, que € mitogénica (H1) e uma imunossupressora (H2),
agentes de neovascularizacao, tais como heparina, VEGF e IL-8, bem como proteases que poderiam
permitir a formacdo de novos vasos sanguineos e metastases. A degranulagdo parece ser bloqueada
por inibidores derivados de tumores, tais como poliaminas oxidadas ou éxido nitroso (NO) derivado
de novos vasos sanguineos. (b) Os mastdcitos podem se acumular em reacdo ao tumor. Podem
desgranular e secretar moléculas, tais como IL-4 e TNF-a, que induzem a apoptose, IL-1 e IL-6, que
sdo proé-inflamatdrias ou triptase, o que estimula a inflamacao induzida pelos receptores ativados por
protease, bem como sulfato de condroitina, que pode bloquear as metastases. Abreviaturas: IFN-a,
interferon-y; IL-8, interleucina-8; MCP-1, proteina quimiotactica de mondcitos-1; NGF, fator de
crescimento neural; NO, éxido nitrico; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; SCF, fator
de células-tronco; TGF-B, factor de crescimento transformante 3; TNF-a, factor de necrose tumoral-a;
VEGF, fator de crescimento de células endoteliais vasculares (Adaptado: THEOHARIDES; CONTI,
2004).

Os MCs parecem mais ativos no local da interacdo tumor-hospedeiro, onde
moldam o microambiente para favorecer a invasao de tecidos normais préximos. A
ativacdo do MC ocorre em resposta a sinais recebidos através de uma grande
variedade de receptores e culmina na liberacdo de moléculas solGveis capazes de
influenciar as células estromais, imunes e tumorais vizinhas. As atividades

imunoldgicas dos MCs dependem do seu relacionamento com outras células imunes
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cuja modulacdo pode contribuir para imunossupressao local ou inflamacédo. No
entanto, os MCs podem modular diretamente a atividade das células tumorais e
moldar o microambiente tumoral modificando a MEC. A elucidac&o do real papel dos
MCs no desenvolvimento e progressdao do tumor dard a oportunidade de
desenvolver novas terapias direcionadas ao MC como parte de tratamentos

combinatdrios para pacientes com cancer (RIGONI et al., 2015).



53

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar a deposi¢ao de colageno e a presenca de MCs no ameloblastoma e

no CO.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar se existe relacdo entre a quantidade de MCs e a deposicdo de
colageno na MEC das duas lesdes;

e Medir a relacao entre o numero de células e a area percentual de colageno de
cada grupo

e Comparar os valores médios do numero de MCs e da area percentual de

colageno de cada grupo;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

A execucdo do presente trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCSI/IUFPE), através do parecer 2.219.558 bem como através da declaracéo
de anuéncia e autorizagdo do uso de dados dos laboratorios de Patologia Oral da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (UFRN) (Anexo A, B e C), obedecendo integralmente aos principios éticos

estabelecidos na resolucao 466/12 do CNS.

4.2 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional descritivo de carater qualiquantitativo e

com corte transversal.
4.3 Grupo de estudo

A pesquisa foi realizada com amostras de tecidos obtidas no Servico de
Patologia Oral nos laboratérios da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), localizados respectivamente
em Campina Grande (PB) e Natal (RN).

Foram selecionados 40 blocos de parafina contendo fragmentos das lesdes,
obtidas através de biopsias excisionais realizadas em pacientes diagnosticados com
ameloblastoma (20 casos) e CO (20 casos).

Foram incluidos os blocos correspondentes as lesdes diagnosticadas como
ameloblastoma e CO, os quais apresentavam material disponivel para obtencao dos

cortes a serem utilizados para a avaliacdo histologica do colageno e dos MCs. Como
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critério de exclusdo foram dispensados blocos de parafina degradados, com
quantidade de material insuficiente para realizacdo do estudo e lesbes

secundariamente inflamadas.

4.3.1 Método de coleta
Tais amostras foram seccionadas de forma seriada em microtomo RM 2125
RTS Leica (cortes histolégicos 5 um de espessura), coletadas em lamina histolégica

e coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para estudo microscépico.

A analise e avaliacdo histopatoldgica das laminas coradas em HE foram
realizadas para fins diagndsticos segundo os critérios de classificacdo da OMS de

2017 (EL NAGGAR et al., 2017).

Para analise histoldgica, os cortes obtidos em duplicata foram montados em
laminas histologicas. Posteriormente os cortes foram submetidos as técnicas de

coloracédo Tricrobmico de Masson (TM) e Azul de Toluidina (AT).

As laminas para montagem histolégica foram quimicamente lavadas e
desengorduradas com solucdo detergente alcalino Extran®. Apés a limpeza, foi
aplicada uma fina camada de resina extraida das folhas de Babosa (Aloe vera)
garantindo a aderéncia e evitando o desprendimento do tecido durante os

procedimentos de coloracéo.

Apos a microtomia dos blocos de parafina, os cortes histolégicos obtidos (5
um) foram desparafinizados, hidratados e submetidos a técnica de coloragéo
especial TM, para evidenciar a deposicdo de colageno intersticial, AT para

evidenciar os MCs e a técnica HE que é utilizada rotineiramente para obtencédo dos
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diagnoésticos histopatologicos. Posteriormente, as laminas foram desidratadas em

etanol 95%, diafanizadas em xilol e montadas com laminula e Entellan®.

A coloracdo histolégica de TM proporciona visualizar e analisar
quantitativamente as fibras coldgenas do tecido conjuntivo, conferindo a coloracéo
azul a todas estas fibras. A coloracdo AT é frequentemente utilizada para identificar
0s MCs em virtude da heparina contida em seus granulos citoplasmaticos. Essa

coloragéo confere cor parpura aos MCs.

4.3.2 Andalise histomorfométrica

Para andlise do colageno intersticial e da quantidade dos MCs foram
selecionados aleatoriamente cinco campos em cada caso, na regido periférica das
células tumorais (ameloblastoma) e da regido periférica das células do revestimento
cistico (CO), onde foram captadas imagens com magnificacdo final em 400x. A
captura das imagens dos cortes histologicos foi realizada através de uma
workstation composta por sistema de video-camera Moticam 1000 1.3 MP, resolucéo
de 1280 x 1024 (Moticam®) acoplado & um microscépio éptico (Labomed Lx 400) e

computador contendo o software MOTIC IMAGE PLUS © 2.0.

O parametro morfométrico adotado foi a distribuicdo da area média de colageno
intersticial por campo captado na lamina histolégica (area total do campo = 227.55 X
170.66 pum?). Foram eleitos 05 campos em cada caso de ameloblastoma e de CO.
Totalizando 100 campos de ameloblastoma (20 casos) e 100 campos de CO (20
casos). Todas as analises foram realizadas na magnificacdo de 400x. Os dados
obtidos foram anotados em planilhas e posteriormente enviados para analise

estatistica.
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Para a contagem de MCs, foi utilizado microscopio optico (Labomed Lx 400) e o
software ImageJ® 1.47, com uma magnitude de 400x. A metodologia utilizada para
contagem das células € a mesma utilizada pelo protocolo do CAP (College of
American Pathologists) em pacientes com carcinoma de mama invasivo (LESTER et
al., 2009). A leitura foi realizada em cinco campos por lamina, na regido periférica
das células tumorais (ameloblastoma) e na regido periférica das células do
revestimento cistico (CO), totalizando uma &area de 0,65 mm? por campo. A soma
total dos cinco campos equivale a aproximadamente 3,25 mmz2. As respectivas areas
do campo foram calculadas de acordo com a tabela do protocolo do CAP. O numero
médio de MCs foi obtido pela leitura dos cinco campos e expressos como células /

campo

Para o célculo da éarea percentual de colageno por campo foi utilizado o
software ImageJ® 1.47, com uma magnitude de 400x cuja leitura foi realizada em
cinco campos por lamina. A coloracdo especial TM confere cor azul as fibras
colagenas. Foi utilizada a ferramenta Color Threshold do software ImageJ® 1.47 para
medicdo da area percentual de colageno em cada um dos cinco campos. As
fotomicrografias foram avaliadas pelo software apds a calibracdo das imagens pelo
comando Color threshold (Image > Adjust > Color threshold) na funcdo RGB color
para a cor azul (Minimo de 140 e Maximo de 190), saturacdo (Minimo de 0 e Maximo
de 254) e brilho (Minimo de 0 e Maximo de 190). Apds a calibracdo e selecdo das
areas de colageno da imagem, foi utilizado o comando Analyze (Analyze >
Measure), efetuando assim a medicdo da area de colageno em cada um dos cinco

campos da lamina (Figura 4).
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4.3.3 Anélise estatistica

Os dados obtidos para cada variavel avaliada foram registrados, tabulados e
calculados em planilha no software SPSS versdo 20.0 para Windows. Para
comparar se havia diferenca estatistica significativa nos valores medianos da
contagem de células (mastécitos/campo) e area percentual de colageno (%), o teste
de Mann-Whitney para amostras independentes foi aplicado. Foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Para medir a relacédo entre contagem de MCs e area percentual

de colageno (%), calculou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman para cada

grupo.
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5 RESULTADOS - ARTIGO ORIGINAL

ANALISE DA DEPOSICAO DE COLAGENO E DISTRIBUICAO DE
MASTOCITOS EM AMELOBLASTOMA E CERATOCISTO

ODONTOGENICO

Sousa, R.C. 1; Godoy, G.P.2

Resumo

As lesdes odontogénicas estdo entre as lesdes destrutivas mais frequentes dos
maxilares, cuja patogénese e mecanismo de crescimento nao sdo totalmente
conhecidos. Recentemente, a presenca de mastécitos e o remodelamento do
coldgeno foram reconhecidos na patogénese de lesBes odontogénicas mais
agressivas. Este estudo teve como objetivo avaliar de forma quantitativa, a
presenca da deposi¢cdo de colageno e os mastécitos em lesdes odontogénicas. A
amostra consistiu de 20 casos de ceratocisto odontogénico e 20 casos de
ameloblastoma. Seccdes histoldégicas foram submetidas as técnicas histoquimicas
utilizando Tricrémico de Masson e o Azul de Toluidina. Para a analise do colageno
intersticial e do numero de mastécitos, cinco campos foram selecionados em cada
caso, onde as imagens foram capturadas através do programa Motic Image Plus 2.0
com ampliacdo final em 400x. Para comparar se havia diferenca estatistica
significativa entre o nUmero de mastocitos e a area percentual de colageno das duas
lesbes, o teste de Mann-Whitney foi aplicado com nivel de significancia de 5%. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram diferencas na deposicdo de colageno
em ameloblastoma e em ceratocisto odontogénico. Em relacdo a deposicdo de
colageno, foi encontada uma area percentual média de 17,28% + 10,29 nos
ameloblastomas e de 21,48% + 13,11 nos ceratocistos odontogénicos (p = 0,028).
Em relacdo aos mastocitos, os casos de ameloblastoma apresentaram uma
contagem média de 1,50 + 1,34 células. Por outro lado, os casos de ceratocistos
odontogénicos apresentaram escore médio de 1,80 + 1,54 mastécitos (p = 0,105).
N&o foi observada correlagdo entre o aumento do nimero de células e o aumento da
deposicdo de colageno tanto nos casos de ameloblastomas quanto nos de
ceratocisto odontogénico. E possivel que diferencas no padréo do tecido conjuntivo
possam influenciar a concentracdo real de mastdcitos e vice-versa e que essas
diferencas sejam responsaveis pelas variacoes observadas entre as duas lesdes.

Keywords: Cistos Odontogénicos. Mastocitos. Colageno.
Rodrigo Csillaz de Sousa

rcsillaz@gmail.com
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! Programa de Pés-Graduacdo em Patologia-Universidade Federal de Pernambuco-

Brasil.

Introducao

O ameloblastoma € uma neoplasia odontogénica, de origem epitelial,
localmente invasiva, que se apresenta comumente como um aumento de volume de
crescimento lento e indolor, podendo apresentar também deslocamentos, perdas
dentarias, parestesia, dor e expansdo das corticais (1) (2). O ceratocisto
odontogénico (CO) é um cisto de desenvolvimento que difere de outros cistos
odontogénicos em virtude do crescimento mural associado com a proliferacdo do
revestimento epitelial no 0sso esponjoso. Além disso, a alta taxa de recorréncia
sugere o comportamento agressivo e 0 potencial inerente ao crescimento dessa

leséo (3).

O epitélio dessas lesbes foi investigado extensivamente em relacdo ao seu
papel na proliferacdo e comportamento agressivo das lesdes, entretanto o
comportamento de cistos e tumores odontogénicos ndo dependente exclusivamente

do epitélio, mas também do tecido conjuntivo de suporte.

As interacfes epitélio-mesenquimais que ocorrem durante a odontogénese
dao origem a dentes e a uma variedade de patologias nas formas de cistos e
tumores odonogénicos. A proliferacdo de células epiteliais é indispensavel na
formacado de cistos odontogénicos e o tecido conjuntivo é parte funcional dos cistos

e ndo somente estrutural (4).
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O tecido conjuntivo compreende essencialmente as células e a MEC que é
composta por quatro familias de proteinas intimamente associadas: colagenos,

elastina, glicoproteinas adesivas e proteoglicanos.

As fibras colagenas sdo o maior componente do tecido conjuntivo em tumores
odontogénicos e o0 seu estudo pode apresentar significancia no entendimento do seu
comportamento biolégico (5). O desenvolvimento dos tumores odontogénicos é
controlado pelo potencial proliferativo intrinseco das células tumorais e das
circunstancias do microambiente, como a inflamacéao no local do tumor, por exemplo
(6). A matriz extracelular (MEC) € um componente essencial do microambiente
estromal, pois serve como arcabouco das células, exerce influéncia sobre o
comportamento celular, afeta o crescimento, a diferenciagdo, a mobilidade e

viabilidade celular (7).

(O

A regido periférica das células tumorais e do revestimento cistico
circundada por um infiltrado de células inflamatérias, como linfécitos, neutréfilos,
macrofagos e mastocitos (8). Tais células estimulam a proliferacdo de células
endoteliais e formacéo de vasos sanguineos, sendo um importante mecanismo para
a progressdo das lesbes (9). Os Mcs sdo conhecidos por sua participacdo nas
reacoes de anafilaxia, reabsorcao 6ssea e interacdo com outras células imunes (10).
Essas células influenciam muitos aspectos da biologia tumoral, a exemplo do
crescimento, angiogénese induzida pelas lesdes e remodelacédo tecidual (11). No
entanto, a contribuicdo definitiva dos mastocitos permanece controversa (11) (12).
N&o esta claro se essas células agem favorecendo ou inibindo o crescimento das

lesdes (13) (14) (15).
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Os MCs parecem desempenhar um papel central na patogénese de cistos
odontogénicos. A pressao hidrostatica do fluido luminal € importante no aumento do
cisto e a atividade dessas células pode contribuir para isso, aumentando a pressao
osmotica do fluido de pelo menos trés maneiras: a) pela liberacéo direta de heparina
no fluido luminal; b) pela liberacdo de enzimas hidroliticas que poderiam degradar
componentes da MEC capsular e facilitar sua passagem para o fluido; c) pela acéo
da histamina na contracdo da musculatura lisa, aumentando a permeabilidade
vascular e facilitando a transudacédo de proteinas do soro (16). Ha ainda falta de
compreensao de todos os mecanismos envolvidos na patogénese e do papel do
tecido conjuntivo e das células inflamatérias, particularmente, dos MCs, no

comportamento biol6gico dos cistos e tumores odontogénicos.

O presente estudo buscou determinar a ocorréncia e caracterizar a deposicao
de colageno e quantificar os mastocitos no microambiente de ameloblastomas e

COs.

Material e métodos

Aspectos éticos

A execucdo do presente trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE), através do parecer 2.219.558, obedecendo integralmente aos
principios éticos estabelecidos na resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude

(CNS).
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Coleta dos dados e das amostras

A pesquisa foi realizada com amostras de tecidos obtidas em dois servigos de

Patologia Oral.

Foram selecionados 40 blocos de parafina contendo fragmentos das lesdes,
obtidas através de biopsias excisionais realizadas em pacientes diagnosticadas com
ameloblastoma (20 casos) e CO (20 casos). Foram incluidos os blocos que
apresentavam material disponivel para obtencdo dos cortes. Como critério de
exclusao foram dispensados blocos de parafina degradados, com quantidade de

material insuficiente e lesdes secundariamente inflamadas.

Os blocos foram seccionados de forma seriada em micrétomo RM 2125 RTS
Leica (cortes histoloégicos 5 um de espessura) e obtidos em triplicata. Os cortes
foram montados em laminas histologicas e submetidos ao processamento
histoldgico de rotina. Foram utilizadas técnicas de coloragdo Hematoxilina-Eosina
(HE), tricromico de Masson (TM) e Azul de Toluidina (AT) proporcionando confirmar
o diagndéstico, visualizar e analisar quantitativamente as fibras coladgenas do tecido
conjuntivo, conferindo a coloracdo azul a todas estas fibras e também a visualizacéo

dos mastqcitos, respectivamente.

Para andlise do colageno intersticial e da quantidade dos mastécitos foram
selecionados cinco campos em cada caso, totalizando 100 campos de cada grupo
de lesbes, onde foram captadas imagens das regides periféricas das células
tumorais e do revestimento cistico, com magnificacéo final em 400x. A captura das
imagens dos cortes histolégicos foi realizada através de uma workstation composta

por sistema de video-camera Moticam 1000 1.3 MP, resolucdo de 1280 x 1024
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(Moticam®) acoplado & um microscépio éptico (Labomed Lx 400) e computador

contendo o software MOTIC IMAGE PLUS © 2.0.

Para a contagem dos mastocitos, a leitura foi realizada em cinco campos por
lamina, com uma magnitude de 400x, totalizando 100 campos de cada grupo de
lesdes, uma area de 0,65 mm? por campo. A soma total dos cinco campos equivale

a aproximadamente 3,25 mmz.

Para o célculo da éarea percentual de colageno por campo foi utilizado o
software ImageJ® 1.47, com uma magnitude de 400x. A coloracdo especial TM
confere cor azul as fibras colagenas. Foi utilizada a ferramenta Color Threshold do
software ImageJ® 1.47 para medicdo da area percentual de colageno em cada um
dos cinco campos. As fotomicrografias foram avaliadas pelo software apés a
calibracdo das imagens pelo comando Color threshold (Image > Adjust > Color
threshold) na funcdo RGB color para a cor azul (Minimo de 140 e Maximo de 190),
saturacdo (Minimo de 0 e Maximo de 254) e brilho (Minimo de 0 e Maximo de 190).
Apés a calibracdo e selecdo das areas de colageno da imagem, foi utilizado o
comando Analyze (Analyze > Measure), efetuando assim a medi¢do da éarea de

colageno em cada um dos cinco campos da lamina (Figura 01).



Process Analyze Pugns Window Melp
-l[j' Dwite | 4|8 | ~|

CiteStiteC

Fle Edt Wmoge Process Anshyze Pugins Window Help
Bolclol«<lalnsAlalolld oxs) |8l #

J 2w
Theasholang medos  [Oetavt -

TR stoig C0ae fuos .

Coberspace [H38 )

I” Darx pacxorouns

Figura 1: Comando Select da ferramenta Color Threshold software ImageJ® 1.47
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O parametro morfométrico adotado foi a distribuicdo da area média de colageno

intersticial por campo captado na lamina histolégica (area total do campo = 227.55 X

170.66 um?). Todas as analises foram realizadas na magnificacéo de 400x. Os dados

obtidos foram anotados em planilhas no software SPSS versdo 20.0 para Windows.

Para comparar se havia diferenca estatistica significativa nos valores medianos da
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contagem de células (mastécitos/campo) e area percentual de colageno (%), o teste
de Mann-Whitney para amostras independentes foi aplicado. Foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Para medir a relacdo entre contagem de MCs e area percentual

de colageno (%), calculou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman para cada

grupo.

Resultados

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a presenca de deposicao
de coldgeno em todos os casos de Ameloblastoma e de CO (Figuras 02 e 03). As
areas percentuais de colageno das duas lesGes estdo decritas na tabela 1,
apresentando diferenga estatisticamente significativa (p=0,028) (tabela 1).

Em relacdo aos casos de Ameloblastomas, foram encontrados diferentes
tipos histolégicos: Folicular (08 casos), Plexiforme (07 casos) e Acantomatoso (05
casos). Nao foram encontradas as variantes histoldgicas desmoplasica, células

granulares e células basais.
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Figura 2: Caso de Ameloblastoma com fibras colagenas frouxamente arranjadas. Tricobmico de

Masson 400x

\

Figura 3: Caso de Ceratocisto Odontogénico. Apesar dessa pequena area mais densa, em geral o

que se observa é um arranjo mais frouxo e paralelo das fibras colagenas. Tricémico de Masson 400x.
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Tabela 01 - Medidas descritivas da Area (%) segundo os grupos Ameloblastoma e Ceratocisto

Odontogénico

GRUPO N Média 1323‘;;% Minimo | Maximo Cvoaer';g’éggtgge p-valor®
Ameloblastoma 20 17,28 10,29 0,02 50,24 59,55 0,028
Ceratocisto 20 21,48 13,11 0,61 48,71 61,03
Total 40 19,38 11,94 0,02 50,24 61,63

1- Teste ndo paramétrico de Mann Whitney

A contagem de células (mastocitos/campo) esta descrita na tabela 2 e essa

diferenca entre os grupos nao foi estatisticamente significativa p=0,105 (tabela 02).

Tabela 02 - Medidas descritivas do nimero de células por campo segundo os grupos Ameloblastoma
e Ceratocisto Odontogénico

GRUPO N Média [;ZZ‘:;% Minimo | Méximo Cvoaer';:éggtﬁ,ge p-valor*
Ameloblastoma 20 1,50 1,34 0,00 8,00 89,14 0,105
Ceratocisto 20 1,80 1,54 0,00 9,00 85,41
Total 40 1,65 1,44 0,00 9,00 87,57

1- Teste ndo paramétrico de Mann Whitney

No presente estudo, dos 200 campos analisados, totalizando casos de
ameloblastoma (20) e CO (20), encontrou-se mastocitos em 80,5% dos campos. Nos
casos de ameloblastoma, dos 100 campos analisados, 80% dos campos havia MCs.
Nos casos de CO, dos 100 campos analisados, em 81% dos campos havia MCs.
Foram observados MCs em pelo menos um dos cinco campos analisados de cada

caso, totalizando 100% dos casos (figura 04 e 05).



Figura 5: Mastécitos encontrados em caso de Ameloblastoma.
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Em relacdo ao paralelismo das fibras colagenas, 80% dos casos de CO
mostrou arranjo paralelo das fibras em relacdo a superficie epitelial, enquanto que
os ameloblastomas apresentaram menor porcentagem, em 30% dos casos
observou-se o paralelismo das fibras.

N&o ha nenhuma correlacdo entre a contagem de Mastocitos / campo x area

(%) tanto nos casos de ameloblastoma como nos de CO (tabela 03).

Tabela 03 - Correlagao de Spearman entre as variaveis contagem
de mastdcitos e Area (%).

Contagem (Mastocitos) x Area (%)

Grupo . p-
N Correlacédo de Spearman 1
valor
Ameloblastoma 20 0,066 0,782
Ceratocisto 20 0,042 0,859

1-Teste de significancia da correlagéo
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Discusséo

A maioria dos estudos tem se concentrado na avaliacdo da atividade
proliferativa epitelial das lesdes odontogénicas (17), mas o papel do mesénquima
ndo pode ser subestimado. O estroma € essencial para manter os tecidos epiteliais e
ambos formam um ambiente com intera¢cdes moleculares continuas (18).

O crescimento tumoral representa processos dinadmicos regulados por
alteracdes moleculares induzidas pelas proprias células tumorais, bem como por
condi¢cdes microambientais favoraveis que sdo essenciais para a sobrevivéncia e
multiplicagdo celular. Participam desse processo certas citocinas, fatores de
crescimento e células inflamatérias, como os MCs (19), (20). Devido a essas
funcdes, acredita-se que os MCs também podem desempenhar um papel importante
no crescimento e expansao dos tumores e cistos odontogénicos.

Além das células tumorais e inflamatorias, a MEC desempenha um papel
muito importante na regulacdo do crescimento, na diferenciagcdo e na organizacao
dos tecidos. O colageno é o principal componente da MEC. Durante a expansao
tumoral, o colageno pode mostrar variacdes na maneira como as fibrilas individuais
sdo compactadas em fibras como também pode apresentar mudancgas no diametro e
perfil transversal das fibras. Essas alteracdes sao oriundas dos mecanismos
patolégicos que operam nessas situacbes e sdo caracterizados por diferentes
ambientes biomoleculares. A formacdo de fibrilas de colageno € complexa e
depende de numerosas modificacbes secunddarias ou pés-traducionais. Defeitos
nessas modificagdes estdo associados a varias doencgas (21).

Véarias pesquisas sugerem que 0os MCs podem participar de processos
desmoplasicos e fibroticos. Em 1995, foi demonstrada a participacdo destas células

em um processo de fibrose presente no quadro de escleroderma em camundongos,
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guando ficou evidenciada uma reducédo da fibrose associada a deplecdo mastocitaria
(22). Também foi descrita a associacdo entre o aumento da populacdo de
mastécitos e o0 processo fibrotico desenvolvido no coracdo, em modelos
experimentais, bem como em casos de fibrose hepatica em humanos (23) (24) (25).

No presente estudo ndo foi encontrado processos fibréticos tanto no
ameloblastoma quanto no CO, mesmo nos casos que apresentaram alta
concentracdo de MCs. Nos casos de ameloblastoma, nao foi encontrada a variante
desmoplasica, caracterizada por um estroma densamente colagenizado.

Diversos mediadores secretados pelos MCs estdo envolvidos no processo de
remodelacdo da MEC e na deposicdo de colageno. A histamina apresentou
capacidade de induzir proliferacao de fibroblastos e sintese de colageno, sendo esse
mesmo tipo de atividade comum a heparina (26) (27). Outra substancia também
estocada nos granulos, a triptase, foi capaz de induzir a proliferacdo de fibroblastos
in vitro. Mais ainda, os MCs podem liberar uma ampla gama de citocinas com
atividade fibrogénica, nestas estédo inclusas IL-4, IL-13, TNF-a, TGF-B e FGF. Outra
possibilidade seria uma contribuicdo direta dos MCs para o processo de fibrose
através da potencialidade destas células em produzir glicoproteinas de MEC (28).

Num estudo realizado em 2012, o qual analisou a distribuicdo de mastdcitos
em ameloblastoma convencional e unicistico, tumor odontogénico adenomatéide,
tumor odontogénico calcificante, mixoma odontogénico e CO foi detectada a
presenca de MCs em 96% dos casos analisados e a maioria das células estavam
localizadas na regido periférica das células tumorais e das células do revestimento
cistico (12).

No presente estudo, os MCs apresentavam uma forma alongada, oval e / ou

arredondada, com marcacdo histoquimica arroxeada, comumente localizada
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préxima aos vasos sanguineos. Na maioria dos campos, os MCs estavam
localizados na regido periférica das células tumorais e das células do revestimento
cistico, totalizando aproximadamente (87%) dos campos analisados, enquanto que
menos MCs foram encontrados adjacentes a células tumorais e epiteliais do CO.

Segundo Maltby et al. (29), a localizacago de MCs nas regibes
periparenquimais de tumores sugere que 0 recrutamento dessas células pode
ocorrer devido a sua migracao de tecidos circundantes saudaveis ou da migracao de
progenitores de MCs via vasos sanguineos proximos ao tumor. No presente estudo
foi observada a presenca de mastécitos proximo aos vasos sanguineos, um achado
relativamente comum (19). Além desse achado, parece haver uma intima
comunicacao celular entre essa populacéo de células e o sistema vascular tumoral,
criando um microambiente favoravel ao desenvolvimento neoplasico. Alguns autores
observaram forte associacdo entre a secrecdo de fatores angiogénicos e o
crescimento tumoral. Os mastocitos secretam diversos fatores angiogénicos, tais
como FGF2, VEGFA, TNFs, CXCL8 (30), (31) como também diversas proteases, tais
metaloproteinases (MMPSs) (principalmente MMP9), assim como quimase e triptase
que modificam as pr6-MMPs para suas formas ativas (32) (33).

Os MCs séao células importantes do sistema imune inato e sistema imune
adquirido que secretam uma série de produtos biologicamente ativos armazenados
em seus granulos incluindo triptase e quimase (34), (35), (36). Estas células também
participam no processo de angiogénese e nos tecidos reparo e remodelacao (37),
(38), (39). Segundo Ribatti (34) e Crivellato (8) e Stockmann et al. (39), os MCs
estdo envolvidos na tumorigénese e progressdo tumoral, principalmente por sua

capacidade de liberar fatores proangiogénicos.
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No presente estudo, foi na regido periférica das células tumorais e das células
do revestimento cistico em que foi encontrado maior quantidade de MCs. Isso esta
em concordancia com diversos estudos que indicam que essas células podem
desempenhar um papel central na patogénese de cistos e tumores odontogénicos.

Na patogénese do CO, a pressao hidrostatica intraluminal € um fator
importante para o crescimento cistico e os MCs contribuem com a liberacdo de
heparina no fluido luminal, com a liberacdo de enzimas hidroliticas que degradam
componentes da MEC da capsula e pela liberacdo de histamina que age na
musculatura lisa e aumenta a permeabilidade vascular (40). Os MCs estdo também
implicados na estimulacdo da producdo de prostaglandinas, que sdo importantes
mediadores inflamatérios e que estdo associadas a reabsorcdo 6ssea. Os MCs
podem agir como apresentadores de antigeno para os linfocitos T. A subsequente
ativacdo de células T levaria a ativacdo de mastocitos, o que produziria
degranulacao e liberagcdo de citocinas, como o TNF-a, com subsequentes efeitos
pro-inflamatérios e pro-secretérios no mastécito. Podem também agir nos processos
de fibrose e sintese de coldgeno bem como na producdo de enzimas que degradam
a matriz e facilitam a expansédo das lesdes (13) (19) (41) (42). Portanto, ha varias
maneiras que essas células podem estar implicadas com o crescimento de cistos e
tumores odontogénicos.

O colageno desempenha um papel significativo na manutencéo da integridade
estrutural e na determinacao da funcéo do tecido. Portanto, métodos para detectar,
quantificar e analisar o colageno séo valiosos (43). Em relacdo ao percentual da
area de deposicdo de colageno, todos os casos de ameloblastoma e CO
apresentaram deposicao de colageno. Neste trabalho utilizou-se a coloracdo TM que

cora em azul as fibras colagenas sem diferenciar o tipo de colageno. Através da
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analise histomorfométrica calculou-se a area percentual de coladgeno de cada campo
analisado e posteriormente a média das areas. Optou-se por calcular a area de
colageno sem diferencia-los e correlaciona-la com a contagem de mastécitos em
cada campo.

Quando foi calculada a area percentual de colageno relacionando-a com a
guantidade de células, observou-se que nos casos de CO, o aumento do niumero de
células foi acompanhado respectivamente pelo aumento na area de deposicao de
colageno ao contrario dos casos de Ameloblastoma que ndo demonstrou essa
relacdo. Quando se comparou as duas lesdes, o CO apresentou maiores areas de
deposicdo de colageno e essa comparacao foi estatisticamente significativa (p=
0,028).

A maioria dos casos de CO mostrou arranjo paralelo das fibras de colageno
em relacdo a superficie epitelial, enquanto que os ameloblastomas apresentaram
menor porcentagem. O arranjo frouxo das fibras coldgenas foi encontrado préximo
ao epitélio e um arranjo mais denso estava presente numa regido mais afastada.
Este arranjo solto e paralelo de fibras de coldgeno observado no CO pode atuar
como um fator adicional na facilitagdo da separacdo do revestimento epitelial da
capsula do tecido conjuntivo subjacente. Em relacdo aos casos de ameloblastoma,
um arranjo mais frouxo e desorganizado estava presente, as fibras colagenas
apresentavam pouco paralelismo. Diante dos resultados encontrados, vale ressaltar
que as fibras colagenas apresentaram diferentes caracteristicas morfolégicas em
relacdo a orientacdo e arranjo. A qualidade e organizacdo das fibras de colageno
afetam significativamente a resisténcia a tracdo de um tecido conjuntivo e,
consequentemente, sua capacidade de suportar tecidos e 6rgédos. Nos casos de CO,

as fibras finas, paralelas e pobremente empacotadas de colageno provavelmente
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representam colageno intermediario. Isso também pode validar o comportamento
agressivo do CO (44) (45) (46).

O componente inflamatorio da lesdo também modifica a sintese de colageno,
sua degradacdo como também esta envolvido nos processos de fibrose. Os MCs
produzem triptase e quimase, ambas enzimas envolvidas no processos de sintese e
degradacéo de colageno. Estudos prévios demontraram que tanto a quimase quanto
a triptase estédo envolvidas nos processos de fibrose tecidual (47) (48).

No presente estudo, ndo foi observado infiltrado inflamatério na maioria dos
campos e quando apresentava, o mesmo era leve. Quando ha infiltrado inflamatorio
intenso no tecido conjuntivo, as caracteristicas tipicas das lesbes podem ser
perdidas. Nesse estudo foi encontado areas com infiltrado inflamatério leve e
presenca de muitos MCs, entretanto, a maioria dos casos ndo apresentou infiltrado
inflamatorio consideravel, e mesmo assim, foram encotrados uma quantidade
consideravel de MCs, podendo-se inferir que essas células participam de alguma
forma no desenvolvimento das lesdes odontogénicas.

Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a deposicdo de
coldgeno nas lesdes odontogénicas estudadas € frequente, sugerindo que podem
existir diferentes tipos de coldgenos como também diferencas na compactacao, no
diametro e no paralelismo das fibras. Assim sendo, infere-se que a qualidade e os
tipos de fibras colagenas podem ter um impacto sobre o comportamento biolégico da
leséo, corroborando assim, que o tecido conjuntivo desempenha um papel vital na
progressao dos cistos e tumores odontogénicos. Sendo assim, investigacdes sobre
a base bioquimica e molecular s&o necessarias para delinear exatamente o papel do

colageno e do mesénquima no comportamento de lesdes odontogénicas.
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Parece que o0s MCs podem estar envolvidos na patogénese do
Ameloblastoma e do CO. Essas células sdo biossensores naturais do tecido
intersticial, regulando o ténus dos vasos sanguineos e a remodelacdo da MEC. A
liberacdo lenta de vesiculas de MCs com citocinas profibréticas, fatores de
crescimento e enzimas podem induzir a expressdo de colageno nos fibroblastos
como também degrada-lo e facilitar a expansdo das lesdes. Recomenda-se a
realizacdo de mais estudos para confirmar o papel dessas células no
comportamento biolégico e na progressdo das lesées, como também detalhar por
guais mecanismos essas ceélulas exercem seu papel biolégico nas lesdes

odontogénicas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Os resultados deste trabalho evidenciam que a deposicao frequente de
colageno nas duas lesdes odontogénicas estudadas ndo pode ser
considerada um achado aleatério, necessitando averiguacao das implicacdes
clinicas.

e A deposicdo de colageno e sua degradacédo pode representar uma ferramenta
adicional para a estratificacdo do risco e do progndstico tumoral.

e Os achados sugerem um papel para os MCs no comportamento clinico
agressivo das les6es odontogénicas estudadas, entretanto novos estudos sao
necessarios para melhor compreensédo do papel biolégico que essas células

exercem nas lesodes.
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ANEXO A - Declaracdo de Anuéncia e autorizacdo do uso de dados da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)

INCIA COM AUTORIZACAO PARA USO DE DADOS

: MmM(o)apM(a)RODRIGOCSILLAZDB
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ANEXO B - Declaracdo de Anuéncia e autorizacdo do uso de dados da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte

MINISTERIO DA EDUCACAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RI0 GRANDE DO NORTE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

AUTORIZACAO DE USO DE ARQUIVOS/DADOS DE PESQUISA

Declaro para os devidos fins, que cederemos ao pesquisador RODRIGO CSILLAZ DE
SOUSA, o acesso aos arquivos de liminas histologicas ¢ blocos para serem utilizados na
pesquisa: ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO MICROAMBIENTE TUMORAL EM
AMELOBLASTOMA E TUMOR ODONTOGENICO CERATOCISTICO, que estd sob a
orientagdio do/a Prof. GUSTAVO PINA GODOY.

Esta autorizaglio estd condicionada 2o cumprimento do (a) pesquisador (a) aos
requisitos da Resolugdo 466/12 ¢ suas complementares, comprometendo-se ofa) mesmo(a) a
utilizar os dados pessoais dos sujeitos da pesquisa, exclusivamente para os fins cientificos,
mantendo o sigilo e garantindo a nfio utilizacdo das informagdes em prejuizo das pessoas ¢/ou
das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados o/a pesquisador/a deverd apresentar o Parecer
Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP.

Ropgdds

el 5"‘_'* ‘ .

Prof Dra Ericka Janine Dantas da Silveira
Professora do Programa de Pds-Graduagdo em Patologia Oral
Patologista do Laboratdrio de Anatomia Patologica do Departamento de Odontologia da UFRN



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO R1I0 GRANDE DO NORTE
CeNTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

CARTA DE ANUENCIA COM AUTORIZACAO PARA USO DE DADOS

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos (0) a pesquisador (a) RODRIGO CSILLAZ DE
SOUSA, a desenvolver o seu projeto de pesquisa ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO
MICROAMBIENTE TUMORAL EM AMELOBLASTOMA E TUMOR ODONTOGENICO
CERATOCISTICO, que esta sob a orientagio do(a) Prof. (a) GUSTAVO PINA GODOY cujo objetivo ¢
identificar caracteristicas do microambiente tumoral de Ameloblastoma sélido e Tumor odontogénico
ceratocistico, através de analise histopatologica e técnicas histomorfométricas computadorizadas, nesta
Instituigdo, bem como cederemos o acesso aos dados do arquivo de laminas histoldgicas e blocos_para serem

utilizados na referida pesquisa.

Esta autorizagdo estd condicionada ao cumprimento do (a) pesquisador (a) aos requisitos da Resolugdo
466/12 e suas complementares, comprometendo-se o/a mesmo/a utilizar os dados pessoais dos sujeitos da
pesquisa, exclusivamente para os fins cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a ndo utilizagdo das

informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados o/a pesquisador/a devera apresentar a esta Instituigdo o Parecer
Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité de Ftica em Pesquisa Envolvendo Seres

Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP.

Natal, 12 de junho de 2017

hdradora do Servigo de Histopatologia do Departamento de odontologia da UFRN

b{ﬂu&z@, fmmw ndoD 0‘0» i(,zuaw/
Colal ds

Encka Silveira
Cirurgia - Dentista
CRO:2343-RN
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ANEXO C — Parecer do comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
P L PERNAMBUCO CENTRODE ‘GRGramm -
= ¥ CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE HISTOMORFOMETRICA DO MICROAMBIENTE TUMORAL EM
AMELOBLASTOMA E TUMOR ODONTOGENICO CERATOCISTICO

Pesquisador: RODRIGO CSILLAZ DE SOUSA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 70797017.9.0000.5208

Instituicdo Proponente: Departamento de Pés Graduacgdo em Patologia- UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.219.558

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto de dissertacdo apresentado ao programa de pés-graduagao em Patologia, do Centro
de Ciéncias da Sadde - UFPE, de autoria de Rodrigo Csillaz de Souza, para obtencao do grau de Mestre em
Patologia, sob orientagao do prof Gustavo Pina Godoy, e co-orientagao do prof. Mario Ribeiro de Melo-
Junior. Diz respeito a um estudo observacional descritivo de carater qualiquantitativo e com corte
transversal, consistindo em uma analise histoquimica descritiva e comparativa em lesdes diagnosticadas
como AS e TOC, para o qual serdo selecionados 40 blocos de parafina contendo fragmentos das lesdes,
obtidas através de bidpsias realizadas em pacientes diagnosticadas como ameloblastoma sélido (20 casos)e
tumor odontogénico ceratocistico (20 casos) no servigo de patologia oral nos laboratérios da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB) e Universidade Federal do Rio Grande do Norte (RN), localizados
respectivamente em Campina Grande (PB) e Natal (RN). O critério de inclusao e exclusdo dos blocos foram
devidamente descritos, bem como a andlise histopatoldgica, histomorfométrica e estatistica.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo geral da pesquisa é |dentificar caracteristicas do microambiente tumoral de Ameloblastoma sélido
- AS e Tumor odontogenico ceratocistico - TOC, através de analise histopatoldgica e utilizando técnicas
histomorfométricas computadorizadas.

Enderego: Av. da Engenharia &/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saide

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepcca@uipe br
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Cominuacio do Parecer: 2219 558

0= objetivos especificos sao:

*Avaliar as principais alteragbes histopatolégicas do ambiente umoral associado 4s lesbes odontogénicas
estudadas;

*Analisar a deposicao de colagenos & a densidade dos mastdcitos associadas ao AS & TOC;

*Comparar os resultados obtidos entre as lesbes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios foram devidamente descritos. Os riscos consistem na probabilidade de ocomer
exiravio ou perda dos blocos de parafina obtidos nos laboratdrios de patologia oral da UEPEB e UFRN para
confeccdo das laminas histoldgicas como também degradagao dos blocos. Para minimizar os riscos de
degradacao dos blocos, a secggdo respeitard a espessura de 5 micras observando o desgaste @ a
disponibilidada da amostra bildgica. Também serdo confeccionadas no maximo 4 laminas de cada bloco @
usando insumos de qualidade padrao. Apds a microtomia, os blocos serao catalogados @ devolvides assim
que realizada a confeccao das [Aminas.

CQuanto aos baneficios, os awtores referem gue ao oferecer informagdes adicionals a respeito da patogénese
das lestes odonlogénicas estudadas nesta pesquisa, o benaficio serd a oblengao dé conhacimentos mais
detalhados que envolvem mecanismos de progressao dessas lesoes.

Comentdrios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A pesguisa é justificada em face de que os tumores odontogénicos constituem lesdes de frequéncia
relativamenta comum dentre as neoplasias encontradas nos 0ssos gnaticos, com histogénese associada a
remanescentes epiteliais e/ou ectomesenguimais relacionados a odontogénese. Entre os varios tipos de

fumores odontogénicos, os ameloblastomas @ os tumores odontogénicos ceralocisticos merecem destaque,

ambos com comportamento agressivo localmente & vasta recorméncia. Isto posto, destacam que
considerando a importancia do estroma tumoral @ do coldgeno no processo de desenvolvimento do tumor, a
analise histomorfométrica quantitativa e qualitativa do coldgeno poderd contribulr na compreensao dos
macanismos de patogénesea @ do comportaméento bioldgico do ameloblastoma sdlido @ do tumor
odontogénico ceratocistico. O entendimento desse tecido estromal pode também ser Otil no
desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico @ de monitoramento dessas lesdes, dentre elas
auxiliar no entendimento de caracteristicas inerentes ao componamento oldgico dessas lesbes, como a
capacidade infiltrativa dessas enfermidades, bem como a possibilidade de formagio ou ndo de abaulamento
de corticals dsseas pelas respectivas lesdes.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Enderago: Av. da Engenharia an® - 1° andar, sala 4, Prédio do Ceniro de Cigntias da Salde

Bairra: Cidade Unnversitiria CEP: 50.740-800
UF: PE Municipla: RECIFE
Telelone: (81)2126-B588 E-mail: cepccaifufpe br
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Quanto aos documentos obrigatérios, foram apresentados:

1) FOLHA DE ROSTO devidamente preenchida, assinada e carimbada nos campos de Pesquisador
Responsavel e Instituicdo Proponente.

2) CARTAS DE ANUENCIA com autorizagao do uso de dados do laboratério de Histopatologia oral, do
departamento de Odontologia da Universidade Federal da Paraiba, do Departamento de Odontologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte e do Programa de Pés-graduagao em Patologia - Centro de
Ciencias da Saude/UFPE (todas timbradas, assinadas e carimbadas, com referéncia a Resolucao 466/12)
3) DOCUMENTO DE DISPENSA DE TCLE, justificado por serem utilizados unicamente dados secundarios
na referida pesquisa,

4) CURRICULO LATTES de todos os pesquisadores da referida pesquisa;

5) PROJETO DETALHADO, apresentando o cronograma adequado, e orgamento financeiro detalhado,
como de inteira responsabilidade do pesquisador principal, e destacando que os dados coletados nesta
pesquisa (blocos de parafina e lAminas histolégicas) ficarao armazenados em caixas especificas para
armazenamento e pasta-arquivo, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereco indicado, pelo
periodo de minimo 5 anos.

6) TERMO DE CONFIDENCIALIDADE assinado pelo pesquisador responsavel;

7) DECLARACAOQ DE VINCULO.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
nao ha pendendias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto sé sera dada apds o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatdrio Final para envid-lo via
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instru¢des do link “Para enviar Relatério Final®, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apés apreciacao desse relatério, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuals modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugao, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo

Enderego: Av. da Engenhana sin® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Céncias da Saide

Bairro: Cidade Universitiria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (§1)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe br

Pagna0d e 08

103



HESy

Coninuaclo do Parecer. 2 219.558

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

o™

Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacgao (item X.1.3.b., da Resolucao CNS/MS N° 466/12).

O CEP/ICCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5, da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacao a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas PB_INFORMAC&S_WICAS_DO_P 05/08/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 935213 .pdf 16:03:36
Outros cantapendencias.docx 09/08/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
15:51:02 |DE SOUSA

Outros anuenciapospatufpe.pdf 09/08/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
15:50:34 | DE SOUSA

Projeto Detalhado / | Projetorodrigomodificado.docx 09/08/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito

Brochura 15:47:40 |DE SOUSA

Investigador _ %

Projeto Detalhado / | Projeto_Rodrigow.docx 05/07/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito

Brochura 14:21:27 |DE SOUSA

Investigador

Outros mario.padf 02/07/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
20:14:25 |DE SOUSA

QOutros uepb.pdf 02/07/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
18:31:59 |DE S

Outros declaracao_vinculo.pdl 28&75%17 'ﬁﬁﬁ%&%ﬁé—snw Acello
10:42:45 |DE SOUSA

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 26/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
10:42:14 |DE SOUSA

QOutros RedrigoCsillazdeSousa.paf 25/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
17:43.46 | DE SOUSA

Outros GustavoPinaGodoy.pdf 25/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
17:43:.02 _|DE SOUSA

TCLE / Termos de |dispensa_tcle.pdf 25/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito

Assentimento / 17:28:21 |DE SOUSA

Justificativa de

| Auséncia_

Enderego: Av. da Engenharia sn° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saide

Bairro: Cidade Universitaria
Municiplo: RECIFE

UF: PE

Telefone: (81)2126-8588

CEP: 50740600

E-mail: cepcca@uipe br

Pagna 04 de 06

104



CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

Coninuagao do Parecer: 2 219.558

ﬁ PERNAMBUCO CENTRO DE
== e CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Qo™

Outros autorizacao_uso_dados_UFRN .pdf 25/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
17:27:43 _|DE SOUSA
Outros anuencia_ufm.jpg 25/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
17:27:07 | DE SOUSA
Outros termo_confidencialidade. pdf 25/06/2017 |RODRIGO CSILLAZ | Aceito
17:25:50 |DE SOUSA
Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
RECIFE, 15 de Agosto de 2017
Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)
Enderego: Av. da Eng &0° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciénclas da Satde
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe br
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