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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 diferenciagéo e ativagdo dos osteoclastos e
alteracOes nessa via tem sido associadas a diversas lesdes relacionadas ao
osso (LRO), benignas e maligna como no osteossarcoma (OS). Esse sistema
quando desregulado induz reabsorcdo, e no caso das LROs, através da
substituicdo do tecido 6sseo por um tecido fiboroso com a presenca de vérias
formas de ossificacdo. E nesse contexto outra proteina, a osteocalcina (OC),
que é um marcador tardio de ossificacdo, desempenha um papel fundamental
no diagnostico destas lesbes. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
identificar, quantificar e comparar células RANK", RANKL", OPG" e OC" em
lesbes dos maxilares com envolvimento ésseo: fibroma ossificante (FO),
displasia fibrosa (DF), cisto 6sseo simples (COS), lesdo central de células
gigantes (LCCG) e osteossarcoma (OS). As células RANK', RANKL*, OPG" e
OC" foram identificadas pela técnica da imunoistoquimica, método da
imunoperoxidase e do polimero, em 10 amostras de FO, DF, COS, LCCG e 5
amostras de OS. Quando comparado as lesGes entre si, tanto nas células
fibroblasticas estromais quanto da matriz 06ssea, nossos resultados
demonstraram que os ativadores da reabsorcdo Ossea (RANK/RANKL)
apresentam uma maior expressdo no FO e LCCG e, o inibidor da reabsorcao
(OPG) e a OC apresentaram maior na DF e COS. Em adi¢do, nossos achados
revelam que o OS apresenta alta expressdo de todas as proteinas avaliadas,
gquando comparadas aquelas das LROs. Todavia, uma maior expressdo de
RANKL em relacdo a OPG e OC foi evidenciada nesta neoplasia. Nossos
resultados sugerem que o FO, a LCCG e o OS expressam reguladores do
metabolismo 6sseo que podem estar relacionados com a reabsorcdo 6ssea
aumentada nessas lesdes, sendo que na DF e no OS foi observado
envolvimento osteobléstico.



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 fiboroma (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. Caracterizacao do problema

LesOes fibro-6sseas (LFOs) denominam um grupo de alteracbes que
afetam o0s o0ssos maxilares e craniofaciais sendo caracterizadas pela
substituicdo do tecido 6sseo normal por um tecido fibroso que contém variadas
formas de ossificacdo.>*>48:6

De acordo com a classificacdo de tumores odontogénicos da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as LFOs ja receberam inumeras
classificacées ao longo do tempo.* Na primeira edicdo, de 1971, esse grupo de
lesbes 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 fiboroma
ossificante).*® Em 1992, na segunda edicdo, o termo cementoma foi eliminado
e as lesdes fiboroma cementificante, displasia cemento-periapical e cementoma
gigantiforme foram reclassificadas e incluidas na categoria das neoplasias
odontogénicas, e as demais lesdes ndo foram consideradas neoplasias, mas
sim lesBes relacionadas ao 0ss0.?’ J& na Gltima edicdo de 2005 as LFOs foram
inseridas no grupo das lesdes relacionadas ao osso (LRO) que inclui fibroma
ossificante (FO), displasia fibrosa (DF), displasias 0sseas, querubismo, cisto
0sseo aneurismatico (COA), cisto 0sseo simples (COS) e lesédo central de
células gigantes (LCCG).?

Mais de 70% das LROs ocorrem na regido de cabeca e pescoco’,
sendo que no complexo maxilofacial as LROs apresentam caracteristicas

clinico-patologicas e radiogréficas diferentes das lesdes encontradas em outros

ossos do esqueleto. Na maioria dos casos nao é facil o estabelecimento do



diagnéstico das LROs que acometem a mandibula e maxila!, uma vez que
constituem um grupo de lesées com caracteristicas clinicas diversas, mas com
padrdo microscopico muito similar (Tabela 1).“® O diagnéstico final, portanto,
somente pode ser estabelecido por meio de uma andlise conjunta dos achados
clinicos, histopatolégicos e radiogréaficos.*

Do ponto de vista morfolégico as les6es conhecidas como LFOs séo
geralmente caracterizadas por alguns componentes, entre 0s quais, a presenca
de um estroma constituido por tecido conjuntivo contendo células de densidade
variavel e com a producdo de um componente mineralizado, variando de tecido
6sseo a estruturas esféricas denominadas de cementiculos.®

As caracteristicas histoldégicas descritas sugerem fortemente que o
principal processo envolvido € o0 acelerado remodelamento d&sseo,
considerando que o tecido 6sseo é submetido, durante toda a vida, a uma
continua renovacéo.®* As LROs apresentam como caracteristica fundamental
uma diferenca com relacdo ao potencial de comprometimento &sseo,
correlacionada, portanto, com o comportamento bioldgico destas lesdes.

Outra lesdo que também apresenta comprometimento 6sseo, mas nao
se enquadra no grupo das LROs é o sarcoma osteogénico, também,
denominado osteossarcoma (OS), no qual, segundo a OMS é classificado no
grupo dos tumores malignos do osso e cartilagem.® Essa lesdo deve ser
incluida no diagnéstico diferencial por se tratar de uma lesdo com alto potencial
osteoblastico no qual as células neoplasicas produzem 0sso ou ostedide e com

capacidade de invaséo do tecido sseo normal (Tabela 1).2



Tabela 1: Caracteristicas clinicas, radiogréficas e microscopicas das LROs e

osteossarcoma.’

Etiologia Clinicas Radiogréficas Histopatolégicas
Desconhecida Crescimento Leséo Esférulas/trabéculas
lento, indolor e unilocular, de ostedide em um
Fibroma continuo; caracteristicas denso estroma
Ossificante idade entre 20 | mistas; bordas moderadamente
a 40 anos bem definidas. celular
Mutacéo Crescimento Opacificacdo | Tecido celular fibroso
genética unilateral e anormal, mal- composto por
Displasia assintomético; | definida, com trabeculado de
Fibrosa idade média caracteristica tecido 0sseo de
de 20 anos de “vidro formato semelhante
fosco”. ao dos caracteres
chineses
Desconhecida | Assintomética, Leséo Espacos
Cisto Osseo ou relacionada a regiao radiollcida, preenchidos por
Simples trauma ou posterior da expansao sangue em um
alteracdes da mandibula e Ossea, estroma fibroso ou a
circulacédo local | pacientes com | envolvimento presenca de uma
menos de 20 ou ndo da cavidade vazia
anos cortical 6ssea
Neoplasia Leséo De pequenas Presenca de grupos
Lesao Central benigna osteolitica lesBes de células gigantes
de Células agressiva; uniloculares a em um estroma
Gigantes entre a 22 e 32 grandes fibroblastico
década de lesdes
vida multiloculares
Relacionada Lesédo Padrao litico, Estroma maligno,
com fatores maligna; entre | mas pode ser indiferenciado,
predisponentes a3te4? esclerético ou | produzindo osteéide
Osteossarcoma (radioterapia décadas de misto ou 0ss0 neoplasico
prévia, doenga vida
de Paget,
retinoblastoma)

O comprometimento do tecido 6sseo por lesdes benignas ou malignas
afeta 0 balanco entre a reabsorcédo e aposicdo 6ssea.® Em alguns casos o
desenvolvimento da leséo leva a osteogénese sem a presenca de ostedlise,
sendo que em outras circunstancias ocorrera a presenca de ostedlise focal ou
difusa levando a reabsorcdo de uma grande area.®* Portanto, o conhecimento
dos mecanismos moleculares e celulares da biologia 6ssea é crucial tanto para

a ciéncia basica como para a perspectiva clinica, através da compreensao da



patogénese e, portanto, com a possibilidade de introducdo de novas
modalidades terapéuticas para o tratamento dessas lesdes com envolvimento

6sseo. 1o

Controvérsias quanto a nomenclatura, classificacdo, patogénese e
diagnostico dificultam a selecdo da terapia adequada e determinam a
importadncia do conhecimento da biologia 6ssea, e especificamente sobre o0s
fendmenos de rebsorcéo e substituicdo dssea das LROs e 0S.*

O metabolismo do tecido 6sseo € um evento fisiologico altamente
coordenado entre a formacédo éssea pelos osteoblastos e a reabsorcao 6ssea
através dos osteoclastos.?#?31:3237:5985 g gsteoclastos sdo derivados de
células precursoras hematopoiéticas da linhagem de

mondcitos/macréfagos®*>*%

e apresentam uma importante funcdo
imunomoduladora em estagios patolégicos e também podem regular a funcao
osteoblastica através da diferenciacdo dos timdécitos e precursores das células

B®?%: jA4 os osteoblastos sdo provenientes de células mesenquimais n&o

diferenciadas®>?®, o progenitor comum de condrécitos, mioblastos e
adipdcitos®! e estdo envolvidos ndo somente no processo de formacgéo 6ssea,

mas, também, na regulagéo da atividade osteoclastica®*>>>°

e da mineralizacao
6ssea.”

A remodelacéo 6ssea fisiologica tem a fungéo principal de manutencao
da homeostasia dos fons célcio (Ca**) a nivel intracelular.* E iniciada pelo

recrutamento, formacdo e ativacdo de osteoclastos.?*332% Essas células

reabsorvem um volume de 0sso e subsequentemente a lacuna de reabsorcao



(Lacuna de Howship’s) é preenchida com um novo o0sso formado por

osteoblastos recrutados e ativados.>**°"%

1.1 Reabsorcéo ossea

Uma das principais vias de proliferacdo, diferenciacdo e ativacado 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 € uma molécula que pode ser transmembrana ou secretada,
pertencente & familia do Tumour Necrosis Factor (TNF).>** E secretada por
células T ativadas e expressa por células estromais, osteoblastos,
osteoclastos, células periosteais mesenquimais, condrdcitos, células epiteliais
mamarias e células endoteliais.®’1929:31:58:39.66.3265 A 3c30 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 soltvel.®®
Essa molécula é importante para a diferenciacdo completa das células
hematopoiéticas progenitoras em osteoclastos maduros e exerce seus efeitos

K7,24,29,31,49,53,58,59,65,66

por meio de sua ligacdo ao receptor RAN , sendo

responsavel também pela ativacao e sobrevivéncia de osteoclastos, bem como
pela sua aderéncia ao 0sso.”19:29:31.66

Aléem do papel na reabsorcdo O0ssea, a molécula RANKL desempenha
outros papéis no sistema imune no qual a expresséao por células T ativadas age
como um fator de sobrevivéncia para células dendriticas e é essencial para a
organogénese linfonodal e diferenciacdo linfocitaria, bem como estimula a

angiogénese e sobrevivéncia das células endoteliais.>?>%°



O RANK é uma proteina transmembrana tipo I, receptor membro da
super familia de receptores TNF-Tumour Necrosis Factor Receptor

(TNFR)?431:32:3449.5565 = aypressa  principalmente  em  precursores  de

osteoclastos, osteoclastos, linfécitos T e B e células dendriticas.®3!3%3449.55.65

Por outro lado, a osteoclastogénese € blogueada na presenca da OPG,
um receptor soluvel que ao se ligar ao RANKL impede a sua ligacdo ao seu
receptor RANK, inibindo assim a diferenciacdo de osteoclastos’19:#426:3149.63.65
ou reduzindo a meia-vida do RANKL membranoso.*> A OPG é expressa em
muitos tecidos além dos osteoblastos, incluindo tecido cardiaco, rim, figado,
baco e medula ¢ssea.® Desta maneira, o balanco entre os niveis de RANKL e
OPG regula a ativagdo ou inibicAo de osteoclastos e consequientemente
modula o processo de reabsorcdo dssea.’?*?94933583966 A OPG também é
responsavel pela sobrevivéncia das células endoteliais, apresentando um
importante fator protetor no sistema vascular.*®%°

Além da ligacdo do RANK ao RANKL, é requerida também a ativagéo de
varios sinais intracelulares com o intuito de promover a proliferacéo, ativacédo e
sobrevivéncia de macréfagos/osteoclastos.*?*>>°8>9 primeiramente, a ativacéo
do gene PU.1 é realizada para que haja a maturacdo dos mondcitos
precursores de osteoclastos. Imediatamente, a ligacdo do fator estimulante da
colénia de macréfagos, Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF), com o
seu receptor c-fms e a ativagcdo do fator de transcricdo MITF s&o responsaveis
pela proliferacdo dos pré-osteoclastos. Apds a ligacdo RANK-RANKL varios
outros fatores de transcricéo e moléculas seréo ativados (Figura 1).*243%:3247.58

Para a completa maturacdo do pré-osteoclasto € indispensavel a

ativacdo dos fatores de transcricdo c-Fos/Fra-1 e NFkB (p50 e p52) e das



4,24,25,31,32,55

proteinas associadas ao TNFR (TRAF6) (Figura 1), sendo

dependente da elevacao, induzida pelo RANK, de Ca?* intracelular.*?*31:3255:38

+ RANKL
Y RANK Ostef:]blasto

Mondcito Mondcito
-estagio -estagio
primaria tardio CAll
+
‘ c-Fos/Fra-1 CT A:Pasel
M-CSE —channe

Osteoclasto
polarizado

TRAF6 A
PU.1 MITF NFKB Cathepsin K
W - — -
A —_—
Tecido sseo \ /
Pref;::sor Osteoclasto Osteoclasto
osteoclasto em atividade

Figura 1: Desenho esquematico ilustrando a via essencial da osteoclastogénese. Desenho
modificado de: Teitelbaum SL, Ross FP. Genetic Regulation Of Osteoclast Development And

Function. Nature 2000; 4:638-49,

Além da diferenciacéo das células osteoprogenitoras € imprescindivel a
unido dos osteoclastos a matriz 6ssea extracelular na zona selada, que ocorre
na presenca de anéis de actina F mediados pela integrina oyfs.**2°%>° A
ativacdo dessa integrina provoca mudancas no Ca2+ intracelular e ativacdo de
c-Src e c-src (Figura 1).3%°8

Apbs a ligacdo dos osteoclastos & matriz éssea inicia-se a reabsor¢cao
0ssea propriamente dita. A reabsor¢do 0ssea, portanto, envolve mecanismo de
dissolucéo dos cristais de hidroxiapatita e degradacéo enziméatica das proteinas
da matriz 6ssea.***°%>° Esse processo é iniciado pela secrecdo de prétons
mediados por um tipo vacuolar de H*-ATPase, na lacuna de reabsorcdo de

Howship.**#%8%9 O sistema RANK também contribui para a reabsorcdo 6ssea

através da inducdo da expressdo da catepsina K, uma cisteina proteinase,



produzida por osteoclastos ativados e envolvidos na solubilizagdo da matriz
6ssea (Figura 1).41%°8>9

Dessa forma, alteragbes nos niveis de RANKL-OPG tém sido
associadas ao processo de reabsorcdo Ossea observado em diferentes

50,63

patologias™”°, tais como a artrite reumatoide, osteopetrose, osteoporose pos-

menopausa, doencas periodontais e anormalidade na erupcao
dentéria.7‘12‘13’19'26’33’50'54'53’56

Com a caracterizacdo do RANK-RANKL e OPG, alguns estudos tém
verificado que as sinteses dessas citocinas, também, se encontram alteradas
em patologias osteoliticas malignas, como o mieloma mdltiplo, onde uma alta
expressédo de RANKL e baixa de OPG desempenham um importante papel na
destruicdo 6ssea associada a esse tumor.*® Outro fato extremamente relevante
€ a associacdo de metastase 0ssea, em canceres de mama e préstata, com
anormalidades no sistema RANK/RANKL/OPG.>#

Entretanto, em lesBes O0sseas dos maxilares, até o presente momento,

2,14,22,28,33,52545760  foram realizados com o intuito de

poucos estudos
caracterizar 0 sistema de citocinas reguladoras da reabsorcdo 6ssea (RANK,
RANKL e OPG) de forma comparativa.

Inicialmente, a expressdo 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 dentigeros e
radiculares e granulomas apicais.3%47:°4>":62
Sandra e colaboradores® (2005) avaliaram, através de ELISA, o

potencial e o0 mecanismo do ameloblastomas na indugcdo da

osteoclastogénese, sendo que foi observado que o ameloblastoma expressa e



secreta RANKL podendo estar envolvido na reabsorcdo éssea, corroborando
com os resultados encontrados por Kumamoto e colaboladores®® (2004) no
qual a andlise do RANKL foi realizado através de imunoistoquimica e RT-PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase Transcriptase Reversa). De forma
semelhante, Tay e colaboradores®” (2004) em amostras de ameloblastomas,
cistos dentigeros, tumor odontogénico queratocistico e cistos radiculares
demonstraram a presenca de RANKL pela imunoistoquimica, sugerindo, desta
maneira, o importante potencial dessa citocina na reabsorcao 6ssea em lesdes
Osseas dos maxilares.

Dados publicados recentemente por Silva e colaboradores® avaliaram
comparativamente a expressdo dos reguladores da reabsorcdo Ossea
(RANK/RANKL/OPG) em tumores odontogénicos com grande capacidade
osteolitica, tais como ameloblastomas e tumores odontogénicos
queratocisticos, através de imunoistoquimica. Como resultado, foi observado,
no epitélio, uma expressdo similar de RANK, RANKL e OPG em todas as
amostras. Diferentemente ao encontrado no epitélio, no estroma o nimero de
células RANK e RANKL positivas foi maior no ameloblastoma multicistico
quando comparado com as amostras de cistos dentigeros, sendo que a maioria
dos ameloblastomas multicisticos e unicisticos apresentaram maior expressao
de células RANKL" do que OPG", ao contrario do que foi encontrado nos
tumores odontogénicos queratocisticos e cistos dentigeros. Os resultados,
portanto, indicaram uma diferenca da expressdo de RANK/RANKL/OPG nos
tumores odontogénicos epiteliais, podendo contribuir na diferenca da atividade
osteolitica dessas lesdes e indicando um maior potencial osteolitico nos

ameloblastomas soélido/multicistico.>



Na mesma linha de pesquisa do estudo de Silva et al®

, 0 estudo
realizado por Andrade et al® avaliou as moléculas reguladoras da reabsorcéo
em tumor odontogénico epitelial calcificante (tumor de Pindborg), tumor
odontogénico cistico calcificante, tumor odontogénico adenomatoide, fibroma
ameloblastico e mixoma odontogénico. Os resultados encontrados
demonstraram que todas as lesbOes tiveram imunoreatividade para RANK,
RANKL e OPG e a quantificagédo desses mediadores revelou um padrao similar
de expressdo, sendo que nos tumores odontogénico adenomatdide e
odontogénico cistico calcificante mostraram um maior contetdo de OPG do
que de RANKL. Esses resultados sugerem que a imunoreatividade positiva
para as proteinas da reabsor¢cdo Ossea podem modular localmente a
reabsorcéo 6ssea associada ao tumor.?

Todavia, até o presente momento, hd somente uma investigacdo na
literatura que tenham identificado o0 RANK, RANKL e OPG em LROs, tais como
a LCCG, DF, COA, COS e FO." Good e colaboradores™, em 2002,
identificaram e quantificaram a expressdo da molécula RANKL, por
imunoistoquimica, em amostras de fibroma n&o ossificante, cisto 6sseo
aneurismatico, tumor de células gigantes, tumores 6sseos malignos primarios e
metastase 6ssea de mieloma multiplo, células renais pequenas, entre outros.
Os resultados demonstraram que as lesdes analisadas apresentaram
expressao positiva para RANKL, com excecdo dos casos de melanoma e nas
metastases 6sseas de mama.'

Recentes estudos®**%°

também indicam que as células gigantes
presentes nas LCCG’s apresentam caracteristicas semelhantes as dos

osteoclastos e que a diferenciacdo osteoclastica nessa lesao é conduzida pelo



mecanismo do RANK/RANKL/OPG. Toboén-Arroyave e colaboradores (2005)
avaliaram a express@o da molécula RANK, também por imunoistoquimica, em
LCCGs e demonstraram uma imunoreatividade variando de moderada a
intensa no citoplasma e frequentemente na membrana nuclear das células
gigantes multinucleadas, células endoteliais e células estromais
mononucleares, enquanto, células estromais fusiformes apresentaram
imunoreatividade negativa.®

No caso de lesdes malignas relacionadas ao 0osso, como o OS, recentes
estudos tem demonstrado um papel crucial, da expressdo do RANK na
atividade osteolitica dessas lesbes. Entretanto, ndo ha uma determinacdo
especifica da expressdo de RANKL nas células do OS humano™’; e também foi
verificado que a molécula OPG impede a formacdo de lesdes osteoliticas
amplas associadas com o desenvolvimento de OS, bem como influencia o
crescimento local do tumor.*

Tomando como base a descoberta e caracterizagcdo das moléculas
RANK-RANKL-OPG e a identificacdo do seu papel na patogénese da perda
Ossea tem-se justificado o desenvolvimento de drogas com propriedade de

modular a osteoclastogénese induzida pelo RANK 145

1.2 Formacéao 0ssea

Para compreendimento do processo de remodelacdo Ossea nao
somente a reabsorcao deve ser avaliada, mas também o processo de formacgéo
0ssea.. A osteoblastogénese consiste em trés fases: na primeira fase ocorre a
perda da capacidade de diferenciacdo multipotente pelas células

mesenquimais prematuras; a segunda fase é caracterizada pela producéo ativa



de proteinas da matriz 6ssea e a terceira fase envolve a mineralizacdo da
matriz ssea (calcificacdo).*

Dessa forma, o colageno Tipo | e a fosfatase alcalina sdo marcadores
moleculares do estégio inicial de diferenciacdo osteoblastica. Por outro lado a
osteocalcina (OC), que é uma proteina especifica da matriz 6ssea e sua
posterior mineralizacdo sdo marcadores moleculares do estdgio tardio da
diferenciacdo osteoblastica, assim como o0s marcadores osteonectina,
osteopontina e sialoproteina 6ssea.®

A OC, uma proteina da matriz 6ssea, se liga ao Ca2+ e pode promover
calcificacdo dessa matriz.?%* Como sua expresséo segue a fase proliferativa
da diferenciacdo osteoblastica é considerada um marcador de osteoblastos
maduros.?*?® O papel fisioldgico da OC n&o esta precisamente compreendido,
mas tem sido postulado que essa molécula desempenha, além da atuacdo na
formacao 6ssea, um papel fundamental no recrutamento osteoclastico e na

reabsorcdo 6ssea*”!

, apresentando, portanto, a caracteristica de modular a
formacdo éssea exagerada, sendo considerada um regulador negativo da
formacao 6ssea.?’

A acao da OC ocorre através da presenca de varios residuos de &cido
gama-carboxiglutamico que aumentam a capacidade dessa proteina se ligar
aos fons Ca2+ e promove, portanto, sua adsorcédo em hidroxiapatita.**

Muitos processos patologicos como DF, OS e outras lesbes que
produzem ostedide podem ser derivados de progenitores osteoblasticos.?
Hopyan e colaboradores (1999) demonstraram que todos o0s espécimes

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

comparavel com o osso normal, sugerindo que as células da DF sao



notoriamente diferenciadas juntamente a linhagem osteoblastica.?® Foi
observado também que a auséncia de OC na maioria dos casos de OS indica
que a ossificacéo nessas lesdes nao requer OC.%°

A OC também foi avaliada em cultura de células de DF que possuiam a
mutacdo génica especifica dessa lesdo e foi observado que as células
osteoblasticas apresentavam menor expressdo de OC quando comparada com
células normais do mesmo paciente, indicando que a proliferacdo aumentada
de células osteoblasticas mutadas estava associada com uma baixa
diferenciacao celular.

A comparagédo da OC entre a DF e a displasia osteofibrosa, tanto na
matriz 6ssea quanto nas ceélulas fibroblasticas, mostrou maior expresséo na DF
sugerindo que a matriz éssea nessa lesdo € mais madura e que as células
fibroblasticas  apresentam  caracteristicas  fenotipicas das  células
osteoprogenitoras.®* Diferentemente, a analise da OC em amostras de FO e
fibroma ossificante periférico revelou reacdo positiva em células fibroblasticas e
tecido 6sseo em ambas as lesdes, mas nenhuma quantificacéo foi realizada.*®

Corroborando com estudos apresentados anteriormente®*>*

, quando foi
realizada a comparagcédo da OC em amostras de DF e FO foi observada maior
expressdo dessa proteina na DF, sugerindo que o material calcificado na DF &
mais similar ao osso normal do que no FO, apresentando diferengcas quanto a
formacao 6ssea e diferenciacéo osteoblastica.®*

Em lesdes compostas por células gigantes, como a Les&do Central de

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

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



imunoistoquimico, mas positivas quando analisadas em nivel de RNAmM (RNA
mensageiro).?**?

Estudo realizado em 1995, por Park e colaboradores*, avaliou a
presenca de OC em amostras de algumas LROs e observou que a maioria dos
casos de OS, 83% dos casos de lesdes centrais de células gigantes foram
imunoreativos para essa proteina, sendo que os casos de COA foram
negativos para a OC.* Os resultados encontrados, portanto, sdo de extrema
relevancia para a promoc¢ao do diagnéstico final entre lesBes que apresentam
formacao de osteéide.**

Dessa forma, considerando os dados da literatura cientifica sobre a
importancia dos marcadores 0sseos RANK, RANKL, OPG e OC no
comportamento das lesdes relacionadas ao o0sso e tumores maxilares, a
escassez de estudos que investigaram a expressdo dessas moléculas nas
LROs e 0OS, e o comportamento clinico/biolégico dessas lesdes, nos
hipotetizamos que nas lesées como OS, FO, LCCG a expressdao de
RANK/RANKL serd maior do que de OPG; a DF e o COS apresentardo maior
positividade de OPG do que de RANK/RANKL; sendo que a expressdo de OC
sera mais evidente no OS e DF devido ao envolvimento osteoblastico nessas

lesdes.



2. Justificativa

O presente estudo foi realizado tomando como base:

1. A necessidade da busca de marcadores de comportamento biolégico das
LROs e OS, que apresentam potencial osteolitico;

2. Dados da literatura demonstrando que anormalidades no sistema

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

15,19,38

associada & osteoporose , artrite™®, doenca periodontal'®>*®, tumores

5,8,16

malignos a tumores odontogénicos benignos como O

ameloblastoma?°%>*;

3. Dados promissores demonstrando o potencial terapéutico da administracao
de OPG soluvel na inibigéo da atividade osteoclastica®**1>19:38:30.6.

4. Presenca de dados que avaliaram somente a expressao de um ou dois dos

reguladores 6sseos RANK/RANKL/OPG/OC nas LROs'#?02%3336:42:44,51.61 o

0517,18,20,30,41;

5. A escassez de dados sobre a quantificacdo e comparacdo de

RANK/RANKL/OPG/OC nas LROs e OS*,



3. Objetivos

Objetivo geral:

Analisar comparativamente a expressdo das moléculas reguladoras da
reabsorcdo 6ssea (RANK, RANKL e OPG) e formacado 0ssea (osteocalcina) em
lesbes relacionadas ao 0sso e no tumor maligno 6sseo dos maxilares

(osteossarcoma).

Objetivos especificos:

1. Identificar e quantificar a imunoexpressao de RANK, RANKL e OPG em
amostras de lesdes relacionadas ao 0sso tais como: fibroma ossificante,
displasia fibrosa, cisto 6sseo simples, lesdo central de células gigantes e
osteossarcoma;

2. ldentificar e quantificar a imunoexpressao da osteocalcina em amostras

de lesdes relacionadas ao 0sso tais como: FO, DF, COS, LCCG e OS;



4. Material e métodos

Obtencao, Selecao e Caracterizacdo da Amostra

As amostras desse estudo retrospectivo foi constituido por 45 espécimes
provenientes do arquivo de blocos do Laboratério de Patologia Bucal — Centro
Goiano de Doencas da Boca da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Goias (CGDB/FO/UFG): 10 de Fibroma Ossificante (FO), 10 de
Displasia Fibrosa (DF), 10 de Cisto Osseo Simples ou traumatico (COS), 10 de
Lesdo Central de Células Gigantes (LCCG) e 5 de Osteossarcoma (OS). A
selecdo foi realizada a partir da investigacdo dos registros de laudos com
diagndsticos microscopicos e posterior busca no arquivo de blocos. Essa
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade
Federal de Goias sob o protocolo n® 134/07 (Anexo 1).

Para ser incluido na amostra o espécime, contido em bloco de parafina,
deveria apresentar: bom estado de conservacéo, com quantidade suficiente de
tecido para a realizacdo do cortes necessarios; casos sem ou com evidéncia de
sinais inflamatdrios ou infecciosos leves; confirmacdo do diagnéstico de LRO e
OS. Foram excluidos da amostra os blocos de parafina mal conservados e com
quantidade de tecido insuficiente; amostras teciduais apresentando de
moderado a intenso infiltrado inflamatério; e aquelos cujo diagndstico de LRO e
OS nao foi confirmado.

Para a confirmacéo do diagndstico microscopico e, consequentemente,
inclusdo 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 experiéncia (EFM) e



classificados de acordo com a classificagdo da Organiza¢cdo Mundial de Saude
(OMS), série Blue-Book 2005.° Quando necessario e possivel, os exames
radiograficos das amostras selecionadas foram avaliados e contribuiram para a
confirmacé&o do diagnéstico.

As caracteristicas clinicas, género, idade e localizacdo anatbmica dos
casos selecionados, foram coletadas a partir das informagfes clinicas
registradas no formulario de encaminhamento dos espécimes para o

Laboratério de Patologia do CGDB/FO/UFG.

Técnicas Empregadas

Técnica de rotina (Hematoxilina e Eosina)

O material selecionado, incluido em parafina, foi seccionado em
micrétomo (Leica RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes de 5 pm de
espessura, que foram colocados sobre laminas histolégicas e corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina (HE). Esses cortes foram utilizados para

caracterizacdo microscopica das amostras e confirmacéo do diagnéstico.

Técnica da Imunoistoquimica

Cortes seriados de 3um foram obtidos e estendidos sobre laminas de
vidro silanizadas com 3-aminopropiltrietilsilano a 2% (Sigma Chemicals, St.
Louis, MO, USA) e submetidos a técnica imunoistoquimica utilizando o método
da estreptavidina-biotina-peroxidase para a identificagdo dos seguintes
antigenos: RANK, RANKL, OPG e utilizando o método do polimero para a
identificagdo da OC. Primeiramente, os cortes sobre as laminas foram

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



vez; 2-4lcool absoluto, 3 vezes, 2 minutos cada vez; 3-alcool etilico 95% 1 vez,
2 minutos; 4-solugéo salina tamponada de Tris (TBS), Ph=7,2- 1 minuto. Em
seguida, as laminas foram incubadas em perdxido de hidrogénio (Merck) a 2%
em metanol, por 40 minutos, para o bloqueio da peroxidase enddgena.
Imediatamente, foram novamente lavadas com TBS e, em seguida, as laminas
foram incubadas com uma soluc¢do de avidina a 0,1% por 10 minutos, lavadas
com TBS e incubadas com solucédo de biotina 0,01% por 10 minutos (kit Biotin
block, X0590, DAKO), a fim de se obter o bloqueio das ligacdes protéicas
inespecificas. Em seguida as laminas foram incubadas com o0s anticorpos
primarios, por 18 horas e mantidas na temperatura de 4°C (Tabela 2). Todas as
diluicbes foram realizadas utilizando PBS associado a soro albumina bovina
(PBS-BSA) a 1%, sendo que as diluicbes dos anticorpos foram determinadas
em etapa de padronizacdo. Ap6s o periodo de 18 horas, foram realizadas
lavagens consecutivas e, posteriormente, as laminas foram incubadas com os
anticorpos biotinilados anti-lgG de coelho/camundongo/cabra por 30 minutos, a
temperatura de 22 a 25 °C, seguido pela incubacdo da estreptoavidina
marcada com peroxidase por 30 minutos, a temperatura ambiente (kit LSAB+,
Peroxidase- Universal- KO690, DAKO) para os anticorpos RANK, RANKL e
OPG,; para o anticorpo osteocalcina, apos lavagens consecutivas, as laminas
foram incubadas com EnVision® + Dual Link System-HRP (K 4061, DAKO)
durante 90 minutos. As laminas foram novamente lavadas com TBS e, a seguir,
procedemos a revelacdo da reacéo utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina (DAB)
em uma solucdo cromogénica (K3468, DAKO), por 2 a 3 minutos para
RANK/RANKL/OPG e 0,5 a 1 minuto para OC, a temperatura ambiente e

protegida da luz. A reacao foi interrompida com agua destilada e as laminas



contra-coradas com hematoxilina de Mayer, por 15 segundos, a temperatura
ambiente. Depois de lavadas com agua corrente por 10 minutos, as laminas
foram desidratadas com alcoois, passadas em xilol e montadas com solucao de
resina nao aquosa (Entellan-Mikroskopie-Merck). Em todas as reacgdes
realizadas foram utilizadas amostras de LCCG como controles positivos para
os anticorpos RANK, RANKL e OPG, e amostras de rim como controle positivo
para 0 anticorpo osteocalcina; e amostras dos controles positivos que nao
foram incubadas com anticorpo primario e/ou substituido por soro de

coelho/cabra como controles negativos.

Tabela 2: Anticorpos utilizados.

Anticorpos Descrigao Diluicéo Cadigo Fabricante
Policlonais de coelho 1:300 H-300, Santa Cruz
RANK anti-RANK sc9072 Biotechnology,
CA, USA
Policlonais de cabra 1:100 N-19, Santa Cruz
RANKL anti-RANKL sSCc7628 Biotechnology,
CA, USA
Policlonais de cabra 1:100 N-20, Santa Cruz
OPG anti-OPG sc8468 Biotechnology,
CA, USA
Policlonais de coelho 1:50 FL-100, Santa Cruz
Osteocalcina anti-osteocalcina sc30044 Biotechnology,
CA, USA

Analise Quantitativa e Estatistica dos Dados
As amostras, submetidas a técnica da imunoistoquimica, foram avaliadas
considerando as células RANK®, RANKL®, OPG®' e OC'. A avaliacdo
quantitativa foi realizada em dois sitios diferentes: nas células fibroblasticas
estromais e nas células da matriz 6ssea (osteoblastos/osteoclastos adjacentes
ao ostedide/osso), exceto para as amostras de LCCG no qual foram

consideradas as células gigantes multinucleadas. Portanto, para a analise



morfométrica, foi utilizado um microscépio Optico contendo um reticulo de
integracdo em rede quadrada (474068000000-Netzmikrometer 12,5X, Carl
Zeiss, Gottingen, Germany) acoplado na objetiva de 40x. A &rea do reticulo no
aumento de 40x corresponde a 0,0961mm? Para cada amostra, foram
analisados 10 campos microscépicos consecutivos, com area total de
0,961mm?,

Na avaliagdo das células fibroblasticas estromais foi utilizado o sistema de
gradacdo proposto por Tobén-Arroyave et al®®: 0 - sem marcacédo; 1 - <25%
das células marcadas; 2 - 25-50% das células marcadas; 3 - >50% das células
marcadas. Entretanto, na matriz 6ssea, a analise foi realizada considerando as
células positivas, possibilitando, assim, a avaliacdo da densidade (por mm?)
dos osteoclastos positivos para a proteina RANK; para as proteinas RANKL,
OPG e OC a andlise foi realizada considerando os osteoblastos positivos e
negativos, avaliando, portanto, a porcentagem média de células positivas/total
de células.

A andlise quantitativa diferenciada para os anticorpos avaliados foi
realizada tomando como base a marcacdo desses anticorpos. O RANK é
expresso principalmente em precursores de osteoclastos e osteoclastos.®3234%°
Por outro lado, os anticorpos RANKL, OPG e OC séo expressos principalmente
em células estromais e osteoblastos.®10:19:29:32.58:39,66

Os resultados da analise quantitativa das células RANK®, RANKL", OPG"
e OC” foram submetidos a analise comparativa nos diferentes grupos de lesdes
(FO, DF, COS, LCCG e 0S), utilizando os testes ndo-paramétricos de Kruskal-

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

considerado estatisticamente significativo.



5. Publicacéao

Titulo da publicacao:
MARKERS OF BONE REMODELING IN NEOPLASTIC AND BONE-
RELATED LESIONS
Publicacdo na revista Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral

Radiology and Endodontology em 2010, edicdo 110, paginas:624-631 (Anexo
2)



6. Conclusdes/Consideracades finais

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que uma expressao
mais elevada de RANKL do que OPG no fibroma ossificante, na leséo central
de células gigantes e no osteossarcoma, ao contrario do que ocorre na
displasia fibrosa e cisto 6sseo simples, favorece a reabsorcdo 6ssea e pode
estar relacionada com as caracteristicas clinicas dessas lesbes, que
apresentam comportamento agressivo e osteolitico. Por outro lado, a alta
expressdo de osteocalcina na displasia fibrosa e osteossarcoma esta

relacionada com o envolvimento osteoblastico nessas lesodes.

Os resultados encontrados nesse estudo podem, portanto, contribuir para
0 conhecimento da patogénese e estabelecimento do diagndstico dessas
lesbes e para o desenvolvimento de drogas especificas capazes de modular a
reabsorgéo induzida pelo sistema RANK-RANKL-OPG e minimizar a extensao

Ossea promovida por algumas dessas lesdes.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS B
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CEP - UFG

PARECER CONSUBSTANCIADO

| — Identificagéo

» Titulo do projeto: “Expressdo de reguladores da reabsorgdo Ossea
(RANK/RANKL/OPG) em lesdes fibro-6sseas e outras lesdes relacionadas ao
o0sso”

» Pesquisador responsavel: Aline Carvalho Batista

» Pesquisadores participantes: Elismauro Francisco de Mendonga, Marco Aurélio
de Carvalho, Rafael Ferreira da Costa. :

» Instituicdo onde se realizara: Universidade Federal de Goias - FO

» Data de apresentacéo ao CEP: 18/12/2007

Il — Objetivos

O projeto tem por objetivo identificar, quantificar e avaliar comparativamente a
expressdo das moléculas reguladoras da reabsorgéo 6ssea RANK, RANKL e OPG no
tumor maligno 6sseo dos maxilares (osteossarcoma) e lesdes fibro-6sseas tais como:
displasia fibrosa, leséo central de células gigantes, cisto 6sseoaneurismatico e fiboroma
ossificante.

Ill — Sumario do projeto

O supracitado projeto é decorrente de projeto de final de curso em Odontologia,
junto a Faculdade de Odontologia da UFG.

Estardo sob investigados 50 amostras de material histopatol6gico armazenados no
Laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Ciéncias Estomatoldgicas da
FO/UFG, proveniente de casos de pacientes atendidos no Centro Goiano de Doengas
da Boca, de ambos os géneros, além de consulta aos prontuarios e avaliagéo de
exames radioldgicos, visando atingir o objetivo supracitado.

Delineamennto experimental: 1. Selecionar amostras de displasia fibrosa, leséo
central de células gigantes, cisto 6sseo aneurismatico, fibroma ossificante, e
osteossarcoma; 2. Investigar a histéria clinica e avaliar microscopicamente todas as
laminas dos casos selecionados; . 3. Padronizag&o das reagdes de imunoistoquimica
utilizando os marcadores para RANK, RANKL e OPG; 4. Identificagdo das moléculas
RANK, RANKL e OPG, por meio da técnica de imunoistoquimica, em todos os casos
selecionagos; 5. Quantificagdo do nimero de células imunomarcadas e andlise dos
dados referentes aos reguladores da reabsorgédo 6ssea RANK, RANKL e OPG; 6.
Padronizagéo das reagdes de RT -PCR; 7. Identificacéo e quantificagéo da expresséo
do RNAm dos fatores RANK, RANKL e OPG em tumor maligno 6sseo dos maxilares
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(osteossarcoma) e lesdes fibro- dsseas tais como: displasia fibrosa, leséo central de
células gigantes, cisto dsseo aneurismatico e fibroma ossificante.

IV — Comentarios do relator, frente & Resolugdo CNS 196/96 e complementares em
particular sobre:

O protocolo esta bem organizado, claro, conciso, coerente. N&o ha risco direto aos
pacientes, ja que serdo utilizados materiais e informag¢des de arquivo e baixissima
possibilidade de constranger os voluntarios.
Néo ha beneficio direto aos pacientes. Dentre os beneficios a comunidade, apds o
término do trabalho, esta em geragéo de conhecimento acerca da etiologia de pelo
menos 5 tipos de cancer 6sseo bucal, o que facilitara diagnésticos clinicos e
laboratoriais.
Houve impecavel preocupagdo em solicitar autorizagéo prévia da Coordenagéo do
Centro Goiano de Doencas da Boca e da Administragdo da Faculdade de
Odontologia.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido esta claro quanto a autorizacéo do
paciente para a utilizacdo do material histopatolégico e das informacdes em
prontudrio e exames laboratoriais, adequado as normas do CEP/UFG.
Entretanto, no Termo de Consentimento aparecem os trés pesquisadores
envolvidos e telefones apenas de dois deles.

V — Parecer do COEP

O parecer é pela aprovagéo do presente projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFG.

VI - Data da reunido

Goiania, 11 de fevereiro 2008

%’MML@/
Profa. Dra: Rita Goreti Amaral

Coordenadora CEP-UFG
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