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Resumo 
 

O sistema RANK (receptor activator of nuclear factor Kappa-Beta)-RANKL 

(receptor activator of nuclear factor-kappa beta ligand)-OPG (osteoprotegerin) 

constitui uma das principais vias de diferenciação e ativação dos osteoclastos e 

alterações nessa via tem sido associadas a diversas lesões relacionadas ao 

osso (LRO), benignas e maligna como no osteossarcoma (OS). Esse sistema 

quando desregulado induz reabsorção, e no caso das LROs, através da 

substituição do tecido ósseo por um tecido fibroso com a presença de várias 

formas de ossificação. E nesse contexto outra proteína, a osteocalcina (OC), 

que é um marcador tardio de ossificação, desempenha um papel fundamental 

no diagnóstico destas lesões. Portanto, o objetivo do presente estudo foi 

identificar, quantificar e comparar células RANK+, RANKL+, OPG+ e OC+ em 

lesões dos maxilares com envolvimento ósseo: fibroma ossificante (FO), 

displasia fibrosa (DF), cisto ósseo simples (COS), lesão central de células 

gigantes (LCCG) e osteossarcoma (OS). As células RANK+, RANKL+, OPG+ e 

OC+ foram identificadas pela técnica da imunoistoquímica, método da 

imunoperoxidase e do polímero, em 10 amostras de FO, DF, COS, LCCG e 5 

amostras de OS. Quando comparado as lesões entre si, tanto nas células 

fibroblásticas estromais quanto da matriz óssea, nossos resultados 

demonstraram que os ativadores da reabsorção óssea (RANKRANKL) 

apresentam uma maior expressão no FO e LCCG e, o inibidor da reabsorção 

(OPG) e a OC apresentaram maior na DF e COS. Em adição, nossos achados 

revelam que o OS apresenta alta expressão de todas as proteínas avaliadas, 

quando comparadas àquelas das LROs. Todavia, uma maior expressão de 

RANKL em relação à OPG e OC foi evidenciada nesta neoplasia. Nossos 

resultados sugerem que o FO, a LCCG e o OS expressam reguladores do 

metabolismo ósseo que podem estar relacionados com a reabsorção óssea 

aumentada nessas lesões, sendo que na DF e no OS foi observado 

envolvimento osteoblástico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 
 

The RANK (receptor activator of nuclear factor Kappa-Beta)-RANKL 

(receptor activator of nuclear factor-kappa beta ligand)-OPG 

(osteoprotegerin) system is the principal means of differentiating and 

activating osteoclasts. Changes along this path have been associated with 

various bone related lesions (BRL), whether benign or malignant, such as 

osteosarcoma (OS). This system induces resorption when it is deregulated, 

and in the case of LROs, by replacing the bone tissue for fibrous tissue with 

the presence of various forms of ossification. And in this same context 

another protein, osteocalcin (OC), a marker of late ossification, plays a key 

role in the diagnosis of these lesions. This being so, the objective of this 

study was to identify, quantify and compare cell RANK+, RANKL+, OPG+ and 

OC+ in lesions of the jaw with bone involvement: ossifying fibroma (OF), 

fibrous dysplasia (FD), simple bone cysts (SBC), central giant cell lesions 

(CGCL) and osteosarcoma (OS) so as to contribute to understanding the 

pathogenesis and establishing the diagnosis of these lesions. RANK+, 

RANKL+, OPG+ and OC+ cells were identified by the technique of 

immunohistochemistry, a method of immunoperoxidase and polymer, in 10 

samples of OF, FD, SBC, CGCL and 5 samples of OS. Our results showed 

that all samples were positive for RANK, RANKL, OPG and OC. In the 

stromal fibroblast-like cells, the OF (P<0.001), CGCL (P=0.007) and OS 

(P=0,058) presented a greater expression of RANKL than OPG, in contrast 

with both the SBC (P=0.003) and the FD (P<0.001). As for bone-matrix 

(cells around bone/osteoid-osteoblast and osteoclast), the OS (P=0.24) and 

OF (P=0.001) samples demonstrated a higher RANKL immunoreactivity and 

and a lower in FD (P=0.001) and SBC (P=0.4) samples. In terms of OC, a 

higher expression was shown in FD, SBC, and OS (P=0.008). Our results 

suggest that OF, CGCL and OS express bone metabolism regulators, which 

may be related to increased bone resorption in these lesions. In addition, 

osteoblastic involvement was seen in FD and OS.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. Caracterização do problema 

 

Lesões fibro-ósseas (LFOs) denominam um grupo de alterações que 

afetam os ossos maxilares e craniofaciais sendo caracterizadas pela 

substituição do tecido ósseo normal por um tecido fibroso que contém variadas 

formas de ossificação.1,45,48,61  

De acordo com a classificação de tumores odontogênicos da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) as LFOs já receberam inúmeras 

classificações ao longo do tempo.1 Na primeira edição, de 1971, esse grupo de 

lesões foi classificado em cementomas (cementoblastoma benigno, fibroma 

cementificante, displasia cemento-periapical e cementoma gigantiforme) e 

neoplasmas e outros tumores relacionados ao osso (displasia fibrosa e fibroma 

ossificante).46 Em 1992, na segunda edição, o termo cementoma foi eliminado 

e as lesões fibroma cementificante, displasia cemento-periapical e cementoma 

gigantiforme foram reclassificadas e incluídas na categoria das neoplasias 

odontogênicas, e as demais lesões não foram consideradas neoplasias, mas 

sim lesões relacionadas ao osso.27 Já na última edição de 2005 as LFOs foram 

inseridas no grupo das lesões relacionadas ao osso (LRO) que inclui fibroma 

ossificante (FO), displasia fibrosa (DF), displasias ósseas, querubismo, cisto 

ósseo aneurismático (COA), cisto ósseo simples (COS) e lesão central de 

células gigantes (LCCG).3  

 Mais de 70% das LROs ocorrem na região de cabeça e pescoço1, 

sendo que no complexo maxilofacial as LROs apresentam características 

clínico-patológicas e radiográficas diferentes das lesões encontradas em outros 

ossos do esqueleto. Na maioria dos casos não é fácil o estabelecimento do 



diagnóstico das LROs que acometem a mandíbula e maxila1, uma vez que 

constituem um grupo de lesões com características clínicas diversas, mas com 

padrão microscópico muito similar (Tabela 1).48 O diagnóstico final, portanto, 

somente pode ser estabelecido por meio de uma análise conjunta dos achados 

clínicos, histopatológicos e radiográficos.1  

Do ponto de vista morfológico as lesões conhecidas como LFOs são 

geralmente caracterizadas por alguns componentes, entre os quais, a presença 

de um estroma constituído por tecido conjuntivo contendo células de densidade 

variável e com a produção de um componente mineralizado, variando de tecido 

ósseo a estruturas esféricas denominadas de cementículos.35 

As características histológicas descritas sugerem fortemente que o 

principal processo envolvido é o acelerado remodelamento ósseo, 

considerando que o tecido ósseo é submetido, durante toda a vida, a uma 

contínua renovação.35 As LROs apresentam como característica fundamental 

uma diferença com relação ao potencial de comprometimento ósseo, 

correlacionada, portanto, com o comportamento biológico destas lesões.  

Outra lesão que também apresenta comprometimento ósseo, mas não 

se enquadra no grupo das LROs é o sarcoma osteogênico, também, 

denominado osteossarcoma (OS), no qual, segundo a OMS é classificado no 

grupo dos tumores malignos do osso e cartilagem.3 Essa lesão deve ser 

incluída no diagnóstico diferencial por se tratar de uma lesão com alto potencial 

osteoblástico no qual as células neoplásicas produzem osso ou osteóide e com 

capacidade de invasão do tecido ósseo normal (Tabela 1).3   

 

 



 

Tabela 1: Características clínicas, radiográficas e microscópicas das LROs e 

osteossarcoma.3  

 

 

O comprometimento do tecido ósseo por lesões benignas ou malignas 

afeta o balanço entre a reabsorção e aposição óssea.64 Em alguns casos o 

desenvolvimento da lesão leva a osteogênese sem a presença de osteólise, 

sendo que em outras circunstâncias ocorrerá a presença de osteólise focal ou 

difusa levando a reabsorção de uma grande área.64 Portanto, o conhecimento 

dos mecanismos moleculares e celulares da biologia óssea é crucial tanto para 

a ciência básica como para a perspectiva clínica, através da compreensão da 

 
 

Etiologia Clínicas Radiográficas Histopatológicas 

 
 

Fibroma 
Ossificante 

Desconhecida Crescimento 
lento, indolor e 

contínuo; 
idade entre 20 

a 40 anos 

Lesão 
unilocular, 

características 
mistas; bordas 
bem definidas. 

Esférulastrabéculas 
de osteóide em um 

denso estroma 
moderadamente 

celular 

 
 

Displasia 
Fibrosa 

Mutação 
genética 

Crescimento 
unilateral e 

assintomático; 
idade média 
de 20 anos 

Opacificação 
anormal, mal-
definida, com 
característica 

de “vidro 
fosco”. 

Tecido celular fibroso 
composto por 

trabeculado de 
tecido ósseo de 

formato semelhante 
ao dos caracteres 

chineses 

 
Cisto Ósseo 

Simples 

Desconhecida 
ou relacionada a 

trauma ou 
alterações da 

circulação local 

Assintomática, 
região 

posterior da 
mandíbula e 

pacientes com 
menos de 20 

anos 

Lesão 
radiolúcida, 
expansão 

óssea, 
envolvimento 

ou não da 
cortical óssea 

Espaços 
preenchidos por 
sangue em um 

estroma fibroso ou a 
presença de uma 
cavidade vazia 

 
Lesão Central 

de Células 
Gigantes 

Neoplasia 
benigna 

Lesão 
osteolítica 
agressiva; 

entre a 2ª e 3ª 
década de 

vida 

De pequenas 
lesões 

uniloculares a 
grandes 
lesões 

multiloculares 

Presença de grupos 
de células gigantes 

em um estroma 
fibroblástico 

 
 
 

Osteossarcoma 

Relacionada 
com fatores 

predisponentes 
(radioterapia 

prévia, doença 
de Paget, 

retinoblastoma) 

Lesão 
maligna; entre 

a 3ª e 4ª 
décadas de 

vida 

Padrão lítico, 
mas pode ser 
esclerótico ou 

misto 

Estroma maligno, 
indiferenciado, 

produzindo osteóide 
ou osso neoplásico 



 

patogênese e, portanto, com a possibilidade de introdução de novas 

modalidades terapêuticas para o tratamento dessas lesões com envolvimento 

ósseo.19,65  

Controvérsias quanto à nomenclatura, classificação, patogênese e 

diagnóstico dificultam a seleção da terapia adequada e determinam a 

importância do conhecimento da biologia óssea, e especificamente sobre os 

fenômenos de rebsorção e substituição óssea das LROs e OS.35  

O metabolismo do tecido ósseo é um evento fisiológico altamente 

coordenado entre a formação óssea pelos osteoblastos e a reabsorção óssea 

através dos osteoclastos.24,26,31,32,57,59,65 Os osteoclastos são derivados de 

células precursoras hematopoiéticas da linhagem de 

monócitosmacrófagos24,31,39 e apresentam uma importante função 

imunomoduladora em estágios patológicos e também podem regular a função 

osteoblástica através da diferenciação dos timócitos e precursores das células 

B6,26; já os osteoblastos são provenientes de células mesenquimais não 

diferenciadas21,26, o progenitor comum de condrócitos, mioblastos e 

adipócitos21 e estão envolvidos não somente no processo de formação óssea, 

mas, também, na regulação da atividade osteoclástica33,35,56 e da mineralização 

óssea.55 

A remodelação óssea fisiológica tem a função principal de manutenção 

da homeostasia dos íons cálcio (Ca2+) a nível intracelular.4 É iniciada pelo 

recrutamento, formação e ativação de osteoclastos.24,31,32,65 Essas células 

reabsorvem um volume de osso e subseqüentemente a lacuna de reabsorção 



(Lacuna de Howship’s) é preenchida com um novo osso formado por 

osteoblastos recrutados e ativados.31,32,37,65 

 

1.1 Reabsorção óssea 

Uma das principais vias de proliferação, diferenciação e ativação dos 

osteoclastos é o sistema RANK (receptor activator of nuclear factor NF-

kB)RANKL(receptor activator of nuclear factor NF-kB Ligand)OPG 

(osteoprotegerin).4,7,19,24,26,29,31,53,58,59  

O RANKL é uma molécula que pode ser transmembrana ou secretada, 

pertencente à família do Tumour Necrosis Factor (TNF).5,24 É secretada por 

células T ativadas e expressa por células estromais, osteoblastos, 

osteoclastos, células periosteais mesenquimais, condrócitos, células epiteliais 

mamárias e células endoteliais.6,7,19,29,31,58,59,66,32,65 A ação do RANKL pode 

ocorrer através do contato célula a célula, na sua forma transmembrana, ou 

pode ser clivada e interagir com o seu receptor como um ligante solúvel.6,66 

Essa molécula é importante para a diferenciação completa das células 

hematopoiéticas progenitoras em osteoclastos maduros e exerce seus efeitos 

por meio de sua ligação ao receptor RANK7,24,29,31,49,53,58,59,65,66, sendo 

responsável também pela ativação e sobrevivência de osteoclastos, bem como 

pela sua aderência ao osso.7,19,29,31,66 

Além do papel na reabsorção óssea, a molécula RANKL desempenha 

outros papéis no sistema imune no qual a expressão por células T ativadas age 

como um fator de sobrevivência para células dendríticas e é essencial para a 

organogênese linfonodal e diferenciação linfocitária, bem como estimula a 

angiogênese e sobrevivência das células endoteliais.5,25,26 



O RANK é uma proteína transmembrana tipo I, receptor membro da 

super família de receptores TNF-Tumour Necrosis Factor Receptor 

(TNFR)24,31,32,34,49,55,65, expressa principalmente em precursores de 

osteoclastos, osteoclastos, linfócitos T e B e células dendritícas.6,31,32,34,49,55,65  

Por outro lado, a osteoclastogênese é bloqueada na presença da OPG, 

um receptor solúvel que ao se ligar ao RANKL impede a sua ligação ao seu 

receptor RANK, inibindo assim a diferenciação de osteoclastos7,19,24,26,31,49,63,65 

ou reduzindo a meia-vida do RANKL membranoso.42 A OPG é expressa em 

muitos tecidos além dos osteoblastos, incluindo tecido cardíaco, rim, fígado, 

baço e medula óssea.6 Desta maneira, o balanço entre os níveis de RANKL e 

OPG regula a ativação ou inibição de osteoclastos e conseqüentemente 

modula o processo de reabsorção óssea.7,24,29,49,53,58,59,66 A OPG também é 

responsável pela sobrevivência das células endoteliais, apresentando um 

importante fator protetor no sistema vascular.19,25,49 

Além da ligação do RANK ao RANKL, é requerida também a ativação de 

vários sinais intracelulares com o intuito de promover a proliferação, ativação e 

sobrevivência de macrófagososteoclastos.4,24,55,58,59 Primeiramente, a ativação 

do gene PU.1 é realizada para que haja a maturação dos monócitos 

precursores de osteoclastos. Imediatamente, a ligação do fator estimulante da 

colônia de macrófagos, Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), com o 

seu receptor c-fms e a ativação do fator de transcrição MITF são responsáveis 

pela proliferação dos pré-osteoclastos. Após a ligação RANK-RANKL vários 

outros fatores de transcrição e moléculas serão ativados (Figura 1).4,24,31,32,47,58  

Para a completa maturação do pré-osteoclasto é indispensável a 

ativação dos fatores de transcrição c-FosFra-1 e NFB (p50 e p52) e das 



proteínas associadas ao TNFR (TRAF6) 4,24,25,31,32,55 (Figura 1), sendo 

dependente da elevação, induzida pelo RANK, de Ca2+ intracelular.4,24,31,32,55,58 

 

Figura 1: Desenho esquemático ilustrando a via essencial da osteoclastogênese. Desenho 

modificado de: Teitelbaum SL, Ross FP. Genetic Regulation Of Osteoclast Development And 

Function. Nature 2000; 4:638-49
58

. 

 

Além da diferenciação das células osteoprogenitoras é imprescindível a 

união dos osteoclastos à matriz óssea extracelular na zona selada, que ocorre 

na presença de anéis de actina F mediados pela integrina v3.
4,32,58,59 A 

ativação dessa integrina provoca mudanças no Ca2+ intracelular e ativação de 

c-Src e c-src (Figura 1).32,58 

Após a ligação dos osteoclastos à matriz óssea inicia-se a reabsorção 

óssea propriamente dita. A reabsorção óssea, portanto, envolve mecanismo de 

dissolução dos cristais de hidroxiapatita e degradação enzimática das proteínas 

da matriz óssea.4,32,58,59 Esse processo é iniciado pela secreção de prótons 

mediados por um tipo vacuolar de H+-ATPase, na lacuna de reabsorção de 

Howship.4,32,58,59 O sistema RANK também contribui para a reabsorção óssea 

através da indução da expressão da catepsina K, uma cisteína proteinase, 



produzida por osteoclastos ativados e envolvidos na solubilização da matriz 

óssea (Figura 1).4,12,58,59  

Dessa forma, alterações nos níveis de RANKL-OPG têm sido 

associadas ao processo de reabsorção óssea observado em diferentes 

patologias50,63, tais como a artrite reumatóide, osteopetrose, osteoporose pós-

menopausa, doenças periodontais e anormalidade na erupção 

dentária.7,12,13,19,26,33,50,54,53,56  

Com a caracterização do RANK-RANKL e OPG, alguns estudos têm 

verificado que as sínteses dessas citocinas, também, se encontram alteradas 

em patologias osteolíticas malignas, como o mieloma múltiplo, onde uma alta 

expressão de RANKL e baixa de OPG desempenham um importante papel na 

destruição óssea associada a esse tumor.16 Outro fato extremamente relevante 

é a associação de metástase óssea, em cânceres de mama e próstata, com 

anormalidades no sistema RANK/RANKL/OPG.5,8,19  

Entretanto, em lesões ósseas dos maxilares, até o presente momento, 

poucos estudos2,14,22,28,33,52,54,57,60  foram realizados com o intuito de 

caracterizar o sistema de citocinas reguladoras da reabsorção óssea (RANK, 

RANKL e OPG) de forma comparativa.  

Inicialmente, a expressão de OPG e RANKL foi detectada em 

odontoblastos, ameloblastos, células pulpares e células do ligamento 

periodontal e a molécula RANKL também foi identificada em cistos dentígeros e 

radiculares e granulomas apicais.39,47,54,57,62 

Sandra e colaboradores52 (2005) avaliaram, através de ELISA, o 

potencial e o mecanismo do ameloblastomas na indução da 

osteoclastogênese, sendo que foi observado que o ameloblastoma expressa e 



secreta RANKL podendo estar envolvido na reabsorção óssea, corroborando 

com os resultados encontrados por Kumamoto e colaboladores28 (2004) no 

qual a análise do RANKL foi realizado através de imunoistoquímica e RT-PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase Transcriptase Reversa). De forma 

semelhante, Tay e colaboradores57 (2004) em amostras de ameloblastomas, 

cistos dentígeros, tumor odontogênico queratocístico e cistos radiculares 

demonstraram a presença de RANKL pela imunoistoquímica, sugerindo, desta 

maneira, o importante potencial dessa citocina na reabsorção óssea em lesões 

ósseas dos maxilares.  

Dados publicados recentemente por Silva e colaboradores54 avaliaram 

comparativamente a expressão dos reguladores da reabsorção óssea 

(RANK/RANKL/OPG) em tumores odontogênicos com grande capacidade 

osteolítica, tais como ameloblastomas e tumores odontogênicos 

queratocísticos, através de imunoistoquímica. Como resultado, foi observado, 

no epitélio, uma expressão similar de RANK, RANKL e OPG em todas as 

amostras. Diferentemente ao encontrado no epitélio, no estroma o número de 

células RANK e RANKL positivas foi maior no ameloblastoma multicístico 

quando comparado com as amostras de cistos dentígeros, sendo que a maioria 

dos ameloblastomas multicísticos e unicísticos apresentaram maior expressão 

de células RANKL+ do que OPG+ , ao contrário do que foi encontrado nos 

tumores odontogênicos queratocísticos e cistos dentígeros. Os resultados, 

portanto, indicaram uma diferença da expressão de RANK/RANKL/OPG nos 

tumores odontogênicos epiteliais, podendo contribuir na diferença da atividade 

osteolítica dessas lesões e indicando um maior potencial osteolítico nos 

ameloblastomas sólido/multicístico.54  



Na mesma linha de pesquisa do estudo de Silva et al54, o estudo 

realizado por Andrade et al2 avaliou as moléculas reguladoras da reabsorção 

em tumor odontogênico epitelial calcificante (tumor de Pindborg), tumor 

odontogênico cístico calcificante, tumor odontogênico adenomatóide, fibroma 

ameloblástico e mixoma odontogênico. Os resultados encontrados 

demonstraram que todas as lesões tiveram imunoreatividade para RANK, 

RANKL e OPG e a quantificação desses mediadores revelou um padrão similar 

de expressão, sendo que nos tumores odontogênico adenomatóide e 

odontogênico cístico calcificante mostraram um maior conteúdo de OPG do 

que de RANKL. Esses resultados sugerem que a imunoreatividade positiva 

para as proteínas da reabsorção óssea podem modular localmente a 

reabsorção óssea associada ao tumor.2  

Todavia, até o presente momento, há somente uma investigação na 

literatura que tenham identificado o RANK, RANKL e OPG em LROs, tais como 

a LCCG, DF, COA, COS e FO.14 Good e colaboradores14, em 2002, 

identificaram e quantificaram a expressão da molécula RANKL, por 

imunoistoquímica, em amostras de fibroma não ossificante, cisto ósseo 

aneurismático, tumor de células gigantes, tumores ósseos malignos primários e 

metástase óssea de mieloma múltiplo, células renais pequenas, entre outros. 

Os resultados demonstraram que as lesões analisadas apresentaram 

expressão positiva para RANKL, com exceção dos casos de melanoma e nas 

metástases ósseas de mama.14 

Recentes estudos22,33,60 também indicam que as células gigantes 

presentes nas LCCG’s apresentam características semelhantes às dos 

osteoclastos e que a diferenciação osteoclástica nessa lesão é conduzida pelo 



mecanismo do RANK/RANKL/OPG. Tobón-Arroyave e colaboradores (2005) 

avaliaram a expressão da molécula RANK, também por imunoistoquímica, em 

LCCGs e demonstraram uma imunoreatividade variando de moderada a 

intensa no citoplasma e freqüentemente na membrana nuclear das células 

gigantes multinucleadas, células endoteliais e células estromais 

mononucleares, enquanto, células estromais fusiformes apresentaram 

imunoreatividade negativa.60 

No caso de lesões malignas relacionadas ao osso, como o OS, recentes 

estudos tem demonstrado um papel crucial, da expressão do RANK na 

atividade osteolítica dessas lesões. Entretanto, não há uma determinação 

específica da expressão de  RANKL nas células do OS humano41; e também foi 

verificado que a molécula OPG impede a formação de lesões osteolíticas 

amplas associadas com o desenvolvimento de OS, bem como influencia o 

crescimento local do tumor.30 

Tomando como base a descoberta e caracterização das moléculas 

RANK-RANKL-OPG e a identificação do seu papel na patogênese da perda 

óssea tem-se justificado o desenvolvimento de drogas com propriedade de 

modular a osteoclastogênese induzida pelo RANK.11,54,65  

 

1.2 Formação óssea 

Para compreendimento do processo de remodelação óssea não 

somente a reabsorção deve ser avaliada, mas também o processo de formação 

óssea.. A osteoblastogênese consiste em três fases: na primeira fase ocorre a 

perda da capacidade de diferenciação multipotente pelas células 

mesenquimais prematuras; a segunda fase é caracterizada pela produção ativa 



de proteínas da matriz óssea e a terceira fase envolve a mineralização da 

matriz óssea (calcificação).42 

Dessa forma, o colágeno Tipo I e a fosfatase alcalina são marcadores 

moleculares do estágio inicial de diferenciação osteoblástica. Por outro lado a 

osteocalcina (OC), que é uma proteína específica da matriz óssea e sua 

posterior mineralização são marcadores moleculares do estágio tardio da 

diferenciação osteoblástica, assim como os marcadores osteonectina, 

osteopontina e sialoproteína óssea.10 

A OC, uma proteína da matriz óssea, se liga ao Ca2+ e pode promover 

calcificação dessa matriz.20,23 Como sua expressão segue a fase proliferativa 

da diferenciação osteoblástica é considerada um marcador de osteoblastos 

maduros.20,23 O papel fisiológico da OC não está precisamente compreendido, 

mas tem sido postulado que essa molécula desempenha, além da atuação na 

formação óssea, um papel fundamental no recrutamento osteoclástico e na 

reabsorção óssea4,51, apresentando, portanto, a característica de modular a 

formação óssea exagerada, sendo considerada um regulador negativo da 

formação óssea.20  

A ação da OC ocorre através da presença de vários resíduos de ácido 

gama-carboxiglutâmico que aumentam a capacidade dessa proteína se ligar 

aos íons Ca2+ e promove, portanto, sua adsorção em hidroxiapatita.44  

Muitos processos patológicos como DF, OS e outras lesões que 

produzem osteóide podem ser derivados de progenitores osteoblásticos.20 

Hopyan e colaboradores (1999) demonstraram que todos os espécimes 

analisados de DF expressam OC e em 60% dos casos a expressão foi 

comparável com o osso normal, sugerindo que as células da DF são 



notoriamente diferenciadas juntamente a linhagem osteoblástica.20 Foi 

observado também que a ausência de OC na maioria dos casos de OS indica 

que a ossificação nessas lesões não requer OC.20 

A OC também foi avaliada em cultura de células de DF que possuíam a 

mutação gênica específica dessa lesão e foi observado que as células 

osteoblásticas apresentavam menor expressão de OC quando comparada com 

células normais do mesmo paciente, indicando que a proliferação aumentada 

de células osteoblásticas mutadas estava associada com uma baixa 

diferenciação celular.36 

A comparação da OC entre a DF e a displasia osteofibrosa, tanto na 

matriz óssea quanto nas células fibroblásticas, mostrou maior expressão na DF 

sugerindo que a matriz óssea nessa lesão é mais madura e que as células 

fibroblásticas apresentam características fenotípicas das células 

osteoprogenitoras.51 Diferentemente, a análise da OC em amostras de FO e 

fibroma ossificante periférico revelou reação positiva em células fibroblásticas e 

tecido ósseo em ambas as lesões, mas nenhuma quantificação foi realizada.43  

Corroborando com estudos apresentados anteriormente43,51, quando foi 

realizada a comparação da OC em amostras de DF e FO foi observada maior 

expressão dessa proteína na DF, sugerindo que o material calcificado na DF é 

mais similar ao osso normal do que no FO, apresentando diferenças quanto à 

formação óssea e diferenciação osteoblástica.61 

Em lesões compostas por células gigantes, como a Lesão Central de 

Células Gigantes, foi possível observar que tanto as células gigantes como as 

células estromais foram negativas para a OC, quando analisadas por método 



imunoistoquímico, mas positivas quando analisadas em nível de RNAm (RNA 

mensageiro).21,42 

Estudo realizado em 1995, por Park e colaboradores44, avaliou a 

presença de OC em amostras de algumas LROs e observou que a maioria dos 

casos de OS, 83% dos casos de lesões centrais de células gigantes foram 

imunoreativos para essa proteína, sendo que os casos de COA foram 

negativos para a OC.44 Os resultados encontrados, portanto, são de extrema 

relevância para a promoção do diagnóstico final entre lesões que apresentam 

formação de osteóide.44 

Dessa forma, considerando os dados da literatura científica sobre a 

importância dos marcadores ósseos RANK, RANKL, OPG e OC no 

comportamento das lesões relacionadas ao osso e tumores maxilares, a 

escassez de estudos que investigaram a expressão dessas moléculas nas 

LROs e OS, e o comportamento clínicobiológico dessas lesões, nós 

hipotetizamos que nas lesões como OS, FO, LCCG a expressão de 

RANKRANKL será maior do que de OPG; a DF e o COS apresentarão maior 

positividade de OPG do que de RANKRANKL; sendo que a expressão de OC 

será mais evidente no OS e DF devido ao envolvimento osteoblástico nessas 

lesões.  

 

 

 

 

 

 



 

2. Justificativa 

O presente estudo foi realizado tomando como base: 

1. A necessidade da busca de marcadores de comportamento biológico das 

LROs e OS, que apresentam potencial osteolítico; 

2. Dados da literatura demonstrando que anormalidades no sistema 

RANK/RANKL/OPG desempenham um importante papel na lise óssea 

associada à osteoporose15,19,38, artrite13, doença periodontal12,56, tumores 

malignos5,8,16 a tumores odontogênicos benignos como o 

ameloblastoma2,52,54; 

3. Dados promissores demonstrando o potencial terapêutico da administração 

de OPG solúvel na inibição da atividade osteoclástica9,11,15,19,38,50,65; 

4. Presença de dados que avaliaram somente a expressão de um ou dois dos 

reguladores ósseos RANK/RANKL/OPGOC nas LROs14,20-22,33,36,42-44,51,61 e 

OS17,18,20,30,41; 

5. A escassez de dados sobre a quantificação e comparação de 

RANK/RANKL/OPGOC nas LROs e OS14. 



3. Objetivos 

Objetivo geral:  

Analisar comparativamente a expressão das moléculas reguladoras da 

reabsorção óssea (RANK, RANKL e OPG) e formação óssea (osteocalcina) em 

lesões relacionadas ao osso e no tumor maligno ósseo dos maxilares 

(osteossarcoma). 

 

Objetivos específicos:  

1. Identificar e quantificar a imunoexpressão de RANK, RANKL e OPG em 

amostras de lesões relacionadas ao osso tais como: fibroma ossificante, 

displasia fibrosa, cisto ósseo simples, lesão central de células gigantes e 

osteossarcoma;  

2. Identificar e quantificar a imunoexpressão da osteocalcina em amostras 

de lesões relacionadas ao osso tais como: FO, DF, COS, LCCG e OS;  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. Material e métodos 

 

Obtenção, Seleção e Caracterização da Amostra 

As amostras desse estudo retrospectivo foi constituído por 45 espécimes 

provenientes do arquivo de blocos do Laboratório de Patologia Bucal – Centro 

Goiano de Doenças da Boca da Faculdade de Odontologia da Universidade 

Federal de Goiás (CGDBFO/UFG): 10 de Fibroma Ossificante (FO), 10 de 

Displasia Fibrosa (DF), 10 de Cisto Ósseo Simples ou traumático (COS), 10 de 

Lesão Central de Células Gigantes (LCCG) e 5 de Osteossarcoma (OS). A 

seleção foi realizada a partir da investigação dos registros de laudos com 

diagnósticos microscópicos e posterior busca no arquivo de blocos. Essa 

pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em pesquisa da Universidade 

Federal de Goiás sob o protocolo nº 13407 (Anexo 1).  

Para ser incluído na amostra o espécime, contido em bloco de parafina, 

deveria apresentar: bom estado de conservação, com quantidade suficiente de 

tecido para a realização do cortes necessários; casos sem ou com evidência de 

sinais inflamatórios ou infecciosos leves;  confirmação do diagnóstico de LRO e 

OS. Foram excluídos da amostra os blocos de parafina mal conservados e com 

quantidade de tecido insuficiente; amostras teciduais apresentando de 

moderado a intenso infiltrado inflamatório; e aquelos cujo diagnóstico de LRO e 

OS não foi confirmado. 

Para a confirmação do diagnóstico microscópico e, consequentemente, 

inclusão do espécime no estudo, os blocos de parafina foram submetidos a 

novos recortes e corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina (H&E). Todos 

os casos foram revisitados por um patologista com experiência (EFM) e 



classificados de acordo com a classificação da Organização Mundial de Saúde 

(OMS), série Blue-Book 2005.3 Quando necessário e possível, os exames 

radiográficos das amostras selecionadas foram avaliados e contribuíram para a 

confirmação do diagnóstico. 

As características clínicas, gênero, idade e localização anatômica  dos 

casos selecionados, foram coletadas a partir das informações clínicas 

registradas no formulário de encaminhamento dos espécimes para o 

Laboratório de Patologia do CGDBFO/UFG. 

 

Técnicas Empregadas 

Técnica de rotina (Hematoxilina e Eosina) 

O material selecionado, incluído em parafina, foi seccionado em 

micrótomo (Leica RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes de 5 µm de 

espessura, que foram colocados sobre lâminas histológicas e corados pelo 

método de Hematoxilina e Eosina (HE). Esses cortes foram utilizados para 

caracterização microscópica das amostras e confirmação do diagnóstico. 

 

Técnica da Imunoistoquímica 

 Cortes seriados de 3µm foram obtidos e estendidos sobre lâminas de 

vidro silanizadas com 3-aminopropiltrietilsilano a 2% (Sigma Chemicals, St. 

Louis, MO, USA) e submetidos à técnica imunoistoquímica utilizando o método 

da estreptavidina-biotina-peroxidase para a identificação dos seguintes 

antígenos: RANK, RANKL, OPG e utilizando o método do polímero para a 

identificação da OC. Primeiramente, os cortes sobre as lâminas foram 

desparafinizados e hidratados por meio de: 1-xilol, 3 vezes, 10 minutos cada 



vez; 2-álcool absoluto, 3 vezes, 2 minutos cada vez; 3-álcool etílico 95% 1 vez, 

2 minutos; 4-solução salina tamponada de Tris (TBS), Ph=7,2- 1 minuto. Em 

seguida, as lâminas foram incubadas em peróxido de hidrogênio (Merck) a 2% 

em metanol, por 40 minutos, para o bloqueio da peroxidase endógena. 

Imediatamente, foram novamente lavadas com TBS e, em seguida, as lâminas 

foram incubadas com uma solução de avidina a 0,1% por 10 minutos, lavadas 

com TBS e incubadas com solução de biotina 0,01% por 10 minutos (kit Biotin 

block, X0590, DAKO), a fim de se obter o bloqueio das ligações protéicas 

inespecíficas. Em seguida as lâminas foram incubadas com os anticorpos 

primários, por 18 horas e mantidas na temperatura de 4oC (Tabela 2). Todas as 

diluições foram realizadas utilizando PBS associado a soro albumina bovina 

(PBS-BSA) a 1%, sendo que as diluições dos anticorpos foram determinadas 

em etapa de padronização. Após o período de 18 horas, foram realizadas 

lavagens consecutivas e, posteriormente, as lâminas foram incubadas com os 

anticorpos biotinilados anti-IgG de coelho/camundongo/cabra por 30 minutos, à 

temperatura de 22 a 25 0C, seguido pela incubação da estreptoavidina 

marcada com peroxidase por 30 minutos, à temperatura ambiente (kit LSAB+, 

Peroxidase- Universal- K0690, DAKO) para os anticorpos RANK, RANKL e 

OPG; para o anticorpo osteocalcina, após lavagens consecutivas, as lâminas 

foram incubadas com EnVision® + Dual Link System-HRP (K 4061, DAKO) 

durante 90 minutos. As lâminas foram novamente lavadas com TBS e, a seguir, 

procedemos à revelação da reação utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina (DAB) 

em uma solução cromogênica (K3468, DAKO), por 2 a 3 minutos para 

RANKRANKLOPG e 0,5 a 1 minuto para OC, à temperatura ambiente e 

protegida da luz. A reação foi interrompida com água destilada e as lâminas 



contra-coradas com hematoxilina de Mayer, por 15 segundos, à temperatura 

ambiente. Depois de lavadas com água corrente por 10 minutos, as lâminas 

foram desidratadas com álcoois, passadas em xilol e montadas com solução de 

resina não aquosa (Entellan-Mikroskopie-Merck). Em todas as reações 

realizadas foram utilizadas amostras de LCCG como controles positivos para 

os anticorpos RANK, RANKL e OPG, e amostras de rim como controle positivo 

para o anticorpo osteocalcina; e amostras dos controles positivos que não 

foram incubadas com anticorpo primário e/ou substituído por soro de 

coelhocabra como controles negativos.  

 

Tabela 2: Anticorpos utilizados. 

 

Análise Quantitativa e Estatística dos Dados 

As amostras, submetidas à técnica da imunoistoquímica, foram avaliadas 

considerando as células RANK+, RANKL+, OPG+ e OC+. A avaliação 

quantitativa foi realizada em dois sítios diferentes: nas células fibroblásticas 

estromais e nas células da matriz óssea (osteoblastososteoclastos adjacentes 

ao osteóideosso), exceto para as amostras de LCCG no qual foram 

consideradas as células gigantes multinucleadas. Portanto, para a análise 

Anticorpos Descrição Diluição Código Fabricante 

 
RANK 

Policlonais de coelho 
anti-RANK 

1:300 H-300, 
sc9072 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

CA, USA 

 
RANKL 

Policlonais de cabra 
anti-RANKL 

1:100 N-19, 
sc7628 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

CA, USA 

 
OPG 

Policlonais de cabra 
anti-OPG 

1:100 N-20, 
sc8468 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

CA, USA 

 
Osteocalcina  

Policlonais de coelho 
anti-osteocalcina 

1:50 FL-100, 
sc30044 

Santa Cruz 
Biotechnology, 

CA, USA 



morfométrica, foi utilizado um microscópio óptico contendo um retículo de 

integração em rede quadrada (474068000000-Netzmikrometer 12,5X, Carl 

Zeiss, Göttingen, Germany) acoplado na objetiva de 40x. A área do retículo no 

aumento de 40x corresponde a 0,0961mm2. Para cada amostra, foram 

analisados 10 campos microscópicos consecutivos, com área total de 

0,961mm2.  

Na avaliação das células fibroblásticas estromais foi utilizado o sistema de 

gradação proposto por Tobón-Arroyave et al60: 0 - sem marcação; 1 - <25% 

das células marcadas; 2 - 25-50% das células marcadas; 3 - >50% das células 

marcadas. Entretanto, na matriz óssea, a análise foi realizada considerando as 

células positivas, possibilitando, assim, a avaliação da densidade (por mm2) 

dos osteoclastos positivos para a proteína RANK; para as proteínas RANKL, 

OPG e OC a análise foi realizada considerando os osteoblastos positivos e 

negativos, avaliando, portanto, a porcentagem média de células positivastotal 

de células.  

A análise quantitativa diferenciada para os anticorpos avaliados foi 

realizada tomando como base a marcação desses anticorpos. O RANK é 

expresso principalmente em precursores de osteoclastos e osteoclastos.6,32,34,55 

Por outro lado, os anticorpos RANKL, OPG e OC são expressos principalmente 

em células estromais e osteoblastos.6,10,19,29,32,58,59,66 

Os resultados da analise quantitativa das células RANK+, RANKL+, OPG+ 

e OC+ foram submetidos à análise comparativa nos diferentes grupos de lesões 

(FO, DF, COS, LCCG e OS), utilizando os testes não-paramétricos de Kruskal-

Wallis e de Friedman. Valor de P (Probabilidade) menor que 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo.  



5. Publicação 

 

Título da publicação:  

MARKERS OF BONE REMODELING IN NEOPLASTIC AND BONE-

RELATED LESIONS 

Publicação na revista Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral 

Radiology and Endodontology em 2010, edição 110, páginas:624-631 (Anexo 

2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6. Conclusões/Considerações finais 

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que uma expressão 

mais elevada de RANKL do que OPG no fibroma ossificante, na lesão central 

de células gigantes e no osteossarcoma, ao contrário do que ocorre na 

displasia fibrosa e cisto ósseo simples, favorece a reabsorção óssea e pode 

estar relacionada com as características clínicas dessas lesões, que 

apresentam comportamento agressivo e osteolítico. Por outro lado, a alta 

expressão de osteocalcina na displasia fibrosa e osteossarcoma está 

relacionada com o envolvimento osteoblástico nessas lesões.  

 Os resultados encontrados nesse estudo podem, portanto, contribuir para 

o conhecimento da patogênese e estabelecimento do diagnóstico dessas 

lesões e para o desenvolvimento de drogas específicas capazes de modular a 

reabsorção induzida pelo sistema RANK-RANKL-OPG e minimizar a extensão 

óssea promovida por algumas dessas lesões. 
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8. Anexos 

 

Anexo 1: Protocolo de aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da 

Universidade Federal de Goiás (CEP/UFG) 

 

Anexo 2: Publicação do artigo MARKERS OF BONE REMODELING IN 

PLASTIC AND BONE-RELATED LESIONS na revista Oral Surgery, Oral 

Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontology em 2010, edição 

110, páginas: 624-631 
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