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RESUMO

A lesdo central de células gigantes (LCCG) é uma lesdo osteolitica benigna que
acomete 0S 0SsS0S gnaticos, apresenta etiologia controversa e possui
comportamento biologico variavel, podendo ser classificada em agressiva e néo
agressiva. Apesar de ser bastante vascularizada, ndo existe consenso se é uma
lesdo de origem vascular neoplésica ou proliferativa reacional, e entidade distinta do
tumor de células gigantes (TCG). Acredita-se que os TCG compartilhem de
caracteristicas histolégicas e possuam comportamento biolégico semelhante ao da
LCCG agressiva, entretanto, o TCG apresenta uma mutacdo génica localizada no
gene H3F3A codon G34W da proteina histona H3.3, ainda pouco explorada nas
LCCG. O proposito deste estudo foi avaliar comparativamente 38 espécimes de
LCCG agressivas (n=9) e nao agressivas (n=29) utilizando os marcadores WT1,
CD31 e CD105 (angiogénicos) e histona H3.3 G34W (mutacional), por meio da
técnica de imunoistoquimica. O WT1 foi expresso positivamente em todos o0s
espécimes, tanto nas células mononucleares como nas células gigantes, com maior
expressdo em células mononucleares de lesdes agressivas. O CD31 e o CD105
foram expressos nos microvasos, e a densidade microvascular (DMV) de ambos foi
maior nas lesdes agressivas. A DMV do CD105 foi superior a encontrada pelo CD31,
indicando um grau de neoangiogénese superior para ambos os grupos quando
comparados com a vascularizacdo pré-existente identificada pela expressdo de
CD31. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a expressdo dos
marcadores angiogénicos e o0 comportamento biolégico das LCCG. Nao houve
expressdo de mutacdo génica da histona H3.3, tanto nas lesbes agressivas quanto
nas nao agressivas. Em sintese, os resultados indicam que as LCCG séo lesdes de
natureza vascular neoplasicas proliferativas, apresentam um perfil angiogénico
proliferativo nas lesdes agressivas e ndo agressivas e que, independente do seu
comportamento biolégico, ndo expressam mutacdo da histona H3.3, o que

caracteriza sua distin¢cao dos TCG.

Palavras-Chaves: Granuloma de Células Gigantes; Proteinas WT1; Molécula-1 de
adesao celular endotelial de plaquetas; Endoglina; Histonas; Tumor de células

gigantes do 0sso.



ABSTRACT

A central giant cell lesion (CGCL) is a benign osteolytic lesion that affects gnathic
bones and has a controversial etiology, a variable biological behavior, and can be
classified as aggressive or nonaggressive. Although it is highly vascularized, there is
no consensus about its neoplastic or proliferative vascular origin or whether it is a
distinct lesion from a giant cell tumor (GCT). It is speculated that a GCT shares
histological features and has a biological behavior similar to aggressive CGCLs. A
genetic mutation located in the H3F3A gene codon G34W of the histone H3.3 protein
has been found in GCTs; however, little is known about this mutation in CGCLs. The
purpose of this study was to evaluate aggressive (n = 9) and nonaggressive (n = 29)
CGCL specimens using WT1, CD31 and CD105 (angiogenic) and histone H3.3
G34W (mutational) markers using an immunohistochemistry technique. WT1 was
positively expressed in all specimens, both in mononuclear and giant cells, with
higher expression in aggressive CGCL mononuclear cells. CD31 and CD105 were
expressed on microvessels, and their microvascular density (MVD) was higher in
aggressive lesions. The CD105 MVD was higher than the CD31 MVD, indicating a
higher degree of neoangiogenesis in both groups compared to the preexisting
vascularization. There was no statistically significant difference between angiogenic
marker expressions between groups. There was no expression of histone H3.3 gene
mutation in aggressive or nonaggressive lesions. In summary, the results indicate
that CGCLs are proliferative neoplastic vascular lesions that present a high
proliferative angiogenic profile in aggressive and nonaggressive lesions and, despite
their biological behavior, do not express histone H3.3 mutation, which characterizes
the distinction of GCTs.

Key Words: Giant Cell Granuloma; WT1 Proteins; Platelet Endothelial Cell Adhesion

Molecule-1; Endoglin; Histones; Giant Cell Tumor of Bone.
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1 INTRODUCAO

A lesdo central de células gigantes (LCCG) é uma das patologias dos 0ssos
gnaticos que mais gera discussdo no meio académico. Sua patogénese e tratamento
ideal ainda geram controvérsias, principalmente quando sdo de comportamento
biologico agressivo (KABAN et al.,, 2002; REGEZI, 2004; DE LANGE et al., 2007;
VALENTINE & NELSON, 2011; PEACOCK, 2017).

A LCCG nos ossos gnaticos € uma lesdo osteolitica rara, responsavel por
cerca de 7% de todos os tumores Osseos dos maxilares. (SUN et al., 2009;
TRIANTAFILLIDOU et al., 2011). Pode acometer maxila ou mandibula, com uma
incidéncia na mandibula duas vezes maior que nas maxilas (TRIANTAFILLIDOU et
al., 2011; JERKINS et al., 2016). Ocorre com maior frequéncia nas primeiras trés
décadas de vida, com pico de incidéncia entre 10 e 19 anos, e acomete 0 género
feminino com maior frequéncia (ROBERSON et al., 1997; SUN et al.,, 2009;
TRIANTAFILLIDOU et al., 2011, JERKINS et al., 2016). Com referéncia ao aspecto
radiografico, variam de pequenas lesGes uniloculares até grandes lesdes
multiloculares, com deslocamento de dentes e germes dentarios, reabsorcdes
radiculares, além de expanséao e/ou perfuracao de cortical (ROBERSON et al., 1997,
DE LANGE et al., 2007; TRIANTAFILLIDOU et al., 2011; JERKINS et al., 2016).

O comportamento biolégico da LCCG pode ser estabelecido por meio de
exames clinico e de imagem, e classificado de acordo com Chuong et al. (1986), em
lesdes agressivas e nao agressivas. As LCCG nao agressivas sdo assintomaticas ou
minimamente sintomaticas, possuem crescimento lento, auséncia de reabsorcdes
radiculares ou fenestracbes corticais e baixa taxa de recidiva. Ja as lesdes
agressivas sao sintomaticas, apresentam reabsorcdes radiculares, perfuragdo da
cortical e alta taxa de recidiva (KABAN et al., 2002; PEACOCK, 2017; HOSUR et al.,
2018; ETOZ et al., 2019).

A diferenciacdo entre os dois tipos de LCCG, agressivas e ndo agressivas, €
essencial para a definicdo do tratamento e, atualmente, as caracteristicas clinicas e
imaginolégicas séo as unicas formas de distingui-las. Ainda ndo existem marcadores
biologicos confiaveis que possibilitem uma definicdo precisa da agressividade das
lesbes (DE LANGE et al., 2007; VALENTINE & NELSON, 2011; MARTINS et al.,
2015; PEACOCK, 2017).
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O tratamento cirdrgico das lesdes agressivas e extensas, de acordo com o
grau de comprometimento dos 0ssos gnaticos, pode ser desfigurante e as cirurgias
reconstrutivas adicionais sdo necessarias para uma posterior reabilitacdo funcional e
estética (KABAN et al, 2007; MARTINS et al., 2015). Diante disto, e por serem
lesbes ndo metastizaveis, as terapias menos invasivas nessas lesdes tém se
tornado uma opcédo para reduzir o grau de morbidade cirargica (DE LANGE et al.,
2007; KABAN et al., 2007; O'CONNELL et al., 2015).

Dois estudos retrospectivos de séries de casos com 0 uso de terapia
antiangiogénica, utilizando interferon-a, levantaram a hipétese de que as LCCG sao
lesdes vasculares proliferativas, ou dependentes do processo de angiogénese, e por
esta razdo responderiam a terapia antiangiogénica. Kaban et al. (2002), observaram
gue de uma série de 8 casos de LCCG agressivas tratadas com enucleacdo e
administracdo de interferon-a durante o periodo poés-operatério de 2 anos, 7
individuos obtiveram a remissdo completa das lesdes e ndo apesentaram recidivas
durante o acompanhamento. Kaban et al. (2007), observaram que de 26 pacientes
submetidos ao mesmo protocolo, 16 completaram a terapia e foram considerados
livres de lesédo ap0Os 2 anos de acompanhamento. Seis se encontravam em fase de
remissdo, mas nao tinham acompanhamento suficiente para serem considerados
livres de recidiva. Os outros 4 individuos continuavam sob terapia e sem o resultado
final. Schreuder et al., (2017), trataram 45 individuos com LCCG utilizando o mesmo
protocolo e observaram que em apenas 6 pacientes houve progressao e recidiva da
LCCG.

A angiogénese possui um papel importante no crescimento e
desenvolvimento dos tecidos normais, bem como em uma variedade de processos
patoldgicos, como o carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, cancer
de mama, o liquen plano e o ameloblastoma (GADBAIL et al., 2011; MARIONI et al,
2010; NAIR et al.,, 2016). Os tecidos neoplasicos necessitam de oxigénio e
nutrientes para se desenvolverem e, para isso, induzem a formacao de novos vasos
sanguineos por meio da angiogénese (GADBAIL et al., 2011), a qual se inicia a
partir da rede vascular pré-existente por meio da remodelacdo da matriz extracelular,
migracao e proliferacdo endotelial, diferenciacédo capilar e anastomoses (KUMAR et
al., 2016; NAIR et al., 2016).

Varios estudos tém analisado a expressdo de marcadores angiogénicos nas
LCCG (VERED et al.,, 2006; FALCI et al.,, 2014; EL-ATTAR E WAHBA, 2016;



19

RAZAVI E YAHYAABADI, 2018), no entanto, existem poucas evidéncias sobre a
correlacdo desses marcadores com a agressividade destas lesdes. O marcador
tumor de Wilms 1 (WT1), o CD31 e o CD105 séo alguns destes marcadores.

O WT1 foi inicialmente identificado como um gene supressor tumoral no
desenvolvimento do tumor de Wilms e, atualmente, a expressdo da proteina tem
sido identificada em um grande namero de lesdes vasculares malignas e tumores
sélidos de localizagdes diversas, como no estdmago, prostata, sistema biliar e
urinario, rabdomiosarcoma, cancer de mama, cancer de célon, osteossarcoma e
melanoma (AL DHAYBI et al., 2010; NETTO et al.,, 2012). A investigacdo da
expressdo do WT1 pode guiar o tratamento a ser instituido em lesdes vasculares de
dificil diagndstico, jA que resultados positivos podem sugerir a presenca de uma
lesdo vascular proliferativa neoplasica e 0s negativos apontam para uma
malformacao vascular (AL DHAYBI et al., 2010; NETTO et al., 2012).

O WT1 tem envolvimento ativo na proliferacdo de células endoteliais e na
formacédo de vasos. Segundo Timar et al. (2005), a expressao da proteina WT1 é
mantida durante a angiogénese, e pode reaparecer durante uma neoangiogénese
reparadora ou em tumores endoteliais, o que faz do WT1 um marcador endotelial
importante na caracterizacdo da vascularizacdo da lesdo. O WT1 regula diretamente
a transcricdo e a expressao do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a
principal citocina reguladora de crescimento vascular. Dessa forma, tumores com
alta expressdo de WT1 produzem mais VEGF, gerando mais angiogénese e
crescimento tumoral (MCCARTY et al., 2011; KATURI et al., 2014).

O CD31, também conhecido como molécula de adesédo celular endotelial
plaguetaria (PECAM-1), &€ uma glicoproteina transmembrana de 130-kDa, presente
na superficie de plaquetas, mondcitos, macréfagos e neutrofilos. E um constituinte
da juncéo intercelular endotelial durante a angiogénse e um dos marcadores
imunoistoquimicos mais utilizados para células endoteliais e lesdes vasculares
benignas ou malignas. Dessa forma, por meio da expressdo do CD31 podemos
guantificar a vascularizacdo presente nas LCCG (DE YOUNG, et al.,, 1998;
PEACOCK, et al, 2012; KOUHSOLTANI et al., 2016).

O CD105 (Endoglina) € uma proteina transmembrana com grande expressao
em células endoteliais humanas e esta associada a proliferacdo celular endotelial,
demonstra ser um potencial marcador para quantificar microvasos em varios tipos de

tumores vasculares. Por meio de sua andlise, é possivel distinguir entre a
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proliferacdo de células endoteliais e 0s vasos sanguineos ja pré-existentes
(ANDRADE-SANTOS et al., 2011; NAIR et al., 2016). Esta proteina € um marcador
de neoangiogénese mais especifico e sensitivo, quando comparado com outros
marcadores como CD31 e CD34, e apresenta especificidade para células endoteliais
ativadas que participam da angiogénese tumoral (ESHGHYAR et al., 2011). Sendo
assim, por meio da expressdo do CD105 podemos evidenciar e quantificar
microvasos neoformados e o grau de proliferacdo celular endotelial por meio da
guantificacdo percentual, da densidade e do volume microvascular (CARDOSO et
al., 2009; ANDRADE-SANTOS et al., 2011)

Sabe-se que a LCCG é uma patologia que faz parte de um espectro de lesdes
gque possuem caracteristicas clinicas e histoldégicas semelhantes. Entre elas
podemos citar o tumor de células gigantes (TCG), uma lesdo de o0ssos longos,
osteolitica, agressiva, que geralmente acomete a epifise de ossos longos, com ou
sem extensdo metafiseal (KUJAN et al.,, 2015; YAMAMOTO et al.,, 2017). Por
apresentarem perfis imunoistoquimicos e histolégicos semelhantes as LCCG, néo se
sabe ao certo se essas lesbes sdo entidades separadas ou variantes da mesma
doenca, apesar da diversidade no comportamento clinico (KUJAN et al.,, 2015).
Resnick et al. (2010), ap6s avaliar as caracteristicas fenotipicas, clinicas e
radiograficas de grupos de LCCG e TCG localizadas na regido maxilofacial e no
esqueleto axial respectivamente, concluiram que ambos 0s grupos apresentam
lesdes similares quanto aos aspectos avaliados e fazem parte do mesmo processo
de doenca.

Recentemente tém sido encontradas, por meio de imunoistoquimica,
mutacbes génicas nas proteinas histonas H3.3 de TCG que possuem valor
diagndstico para estas lesbes (AMARY et al. 2017; LUKE et al. 2017). Para
investigar a mutacdo da histona H3.3 nos TCG, Amary et al. (2017), avaliaram 235
TCG e observaram que 90,6% das lesdes apresentaram imunoreatividade nuclear
para a mutacao desta histona.

As histonas sdo uma familia de proteinas com importante fungcdo no
armazenamento e compactacdo do material genético no nucleo celular por meio dos
nucleossomos. Dentre as diversas variantes, mutagdes na histona H3.3 foram
evidenciadas em casos de condroblastoma, tumor de células gigantes e em gliomas
pediatricos de alto grau (AMARY et al., 2017). Especificamente no TCG, observou-

se uma mutag¢do no gene H3F3A da histona H3.3, mais especificamente no cédon



21

G34 (Glicina; Aminoacido 34) que é alterado para G34W (Glicina; Aminoacido 34
Triptofano) por meio da modificagdo de um dos aminoacidos da sequéncia que
traduz o G34 (KALLAPPAGOUDAR et al.,, 2015). Esta mutacdo tem se tornado
importante para o diagnostico dos TCG, uma vez que estudos mostram alta
especificidade da mutacdo da histona H3.3 em tumores de o0ssos longos
(KALLAPPAGOUDAR et al.,, 2015; AMARY et al.,, 2017). O diagndstico dessa
mutagcdo ou ndo na LCCG pode elucidar melhor a sua patogénese, uma vez que
existe semelhanca clinica e histolégica com o tumor de células gigantes e poucos
trabalhos que investigam, por meio de imunoistoquimica, a mutacdo de H3.3 nas
LCCG (AMARY et al., 2017; YAMAMOTO et al., 2017)

Diante do conhecimento atual existente sobre as LCCG, ainda podem ser
encontradas algumas lacunas com referéncia a caracterizacdo do aspecto vascular
e pouca evidéncia sobre a correlacdo entre os marcadores angiogénicos e o
comportamento biolégico dessas lesdes, bem como alteragcbes génicas como da
histona H3.3 que possam estar associadas com as LCCG como observado no TCG.

Este trabalho € o primeiro a investigar conjuntamente a expressao de WT1,
CD31 e CD105 na LCCG e sua associacdo com a agressividade das lesfes, além
de verificar a presenca ou ndo de mutacdo da proteina histona H3.3 em LCCG

agressivas e nao agressivas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LESAO CENTRAL DE CELULAS GIGANTES

As LCCG foram definidas por Jaffe (1953), como um granuloma reparador de
células gigantes dos maxilares. Trata-se de uma lesdo Ossea benigna pouco
frequente, podendo acometer o osso mandibular ou as maxilas, representando cerca
de 7% de todos os tumores benignos dos maxilares (JAFFE, 1953;
TRIANTAFILLIDOU et al.,, 2011). S&0 mais comumente vistos em criangcas ou
adultos jovens, e quase 65% dos casos ocorrem em mulheres (ETOZ et al, 2019).

Estas lesdes ocorrem com mais frequéncia na mandibula e envolvem
particularmente a regido anterior, podendo se estender até os primeiros molares
inferiores e cruzar a linha média mandibular com frequéncia (ROBERSON et al.,
1997; DE LANGE et al., 2007; TRIANTAFILLIDOU et al.,, 2011; VALENTINE &
NELSON, 2011; JERKINS et al., 2016; CHRCANOVIC et al., 2018; HOSUR et al.,
2018; ETOZ et al., 2019). Uma revisao de literatura realizada por Chrcanovic et al.
(2018) envolvendo a analise de 2270 LCCG, observaram uma maior prevaléncia das
LCCG no género feminino (60,8%) e na regido mandibular (69,2%).

Podem se apresentar como uma tumefacdo assintomética, de crescimento
lento ou como uma lesdo agressiva com dor local, destruicdo da cortical 6ssea,
reabsorcbes e deslocamentos radiculares, e recorréncia apds tratamentos por
curetagem (SUN et al.,, 2009; TRIANTAFILLIDOU, et al., 2011; VALENTINE et al.,
2011; DOLANMAZ et al., 2016; ETOZ et al., 2019).

O aspecto radiografico das LCCG néo € patognomonico, entretanto, as lesbes
normalmente sdo bem definidas, exibem uma radiolucéncia unilocular ou multilocular
e podem apresentar expanséao e/ou fenestracdo do osso cortical (ETOZ et al., 2019).
Outras lesbes podem apresentar caracteristicas radiograficas semelhantes, e o
diagnostico diferencial das LCCG deve ser realizado com outras patologias
localizadas nos maxilares, como o tumor marrom do hiperparatireoidismo, displasia
fibrosa, cisto 6sseo aneurismatico, tumores de células gigantes, lesdes fibro-6sseas,
malformacdes vasculares e até mesmo com lesdes neoplasicas malignas (DE
LANGE et al., 2007; SUN et al., 2009; VALENTINE & NELSON, 2011; NAIDU et al.,
2014; DOLANMAZ et al., 2016; ETOZ et al., 2019).
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Em um estudo retrospectivo realizado por Sun et al. (2009), aspectos clinicos
e radiograficos foram investigados em 22 LCCG. Foi observado que havia uma
predilecdo pelo género feminino (n=14) e a localizagdo mandibular com aspecto
radiografico unilocular foram mais frequentemente observados. Do total, 10
apresentaram expansdo de cortical e destas 09 tinham fenestracdo Ossea
associada. N&o houve relatos de sintomatologia. Chrcanovic et al. (2018),
observaram que a maioria das lesdes relatadas na literatura eram assintomaticas
(79,4%), com expansédo 6ssea (91,7%) e com adelgacamento das corticais 6sseas
(84,3%).

Do ponto de vista clinico e radiografico, as LCCG podem apresentar
comportamentos biologicos distintos e, dessa forma, sdo subdivididas em lesdes
agressivas e nao agressivas, conforme descrito inicialmente por Chuong et al.
(1986). As caracteristicas de acordo com o comportamento biolégico, agressivo ou

nao agressivo, estdo sumarizadas no quadro 1.

Quadro 1. Caracteristicas clinicas e radiograficas das LCCG agressivas e nao
agressivas de acordo com Chuong et al. (1986).

CARACTERISTICAS NAO AGRESSIVA AGRESSIVA
Sintomatologia Ausente ou minima Presente

Crescimento Lento Rapido

Corticais 6sseas Preservadas Rompidas

Relacdo dentéria Sem alteragéo Reabsorcao / Deslocamento
Taxa de recidiva Baixa Alta

Fonte: Chuong et al. (1986).

Quanto a histomorfologia, as LCCG possuem um estroma fibroblastico
altamente celularizado, composto por células fusiformes com alto percentual mitético
e células gigantes multinucleadas de morfologia variavel (VALENTINE & NELSON,
2011; ETOZ et al., 2019). Podem apresentar ossificagdo metaplésica e calcificacdo

distréfica com maior frequéncia na periferia da lesdo, além de alta densidade
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vascular (DE LANGE et al.,, 2007; VALENTINE & NELSON, 2011; ETOZ et al.,
2019).

A histogénese da LCCG ainda é controversa, e as especula¢gbes quanto a
possibilidade de representar um processo reativo inflamatorio, vascular ou
neoplasico ainda prevalecem na literatura cientifica (VERED et al., 2006; REGEZI,
2004; PEACOCK et al., 2012; ETOZ et al., 2019). Conforme teorizado por Regezi
(2004), grupos de LCCG com comportamento neoplésico se desenvolvem a partir de
lesBes reativas por meio de um evento epigenético que ocorre nas células
mesenquimais fusiformes do o0sso, resultando num menor controle do ciclo celular e,
consequentemente, na expressao de proteinas com potencial de recrutamento de
mondcitos para diferenciacdo em osteoclastos posteriormente.

A epigenética é definida como o estudo das alteragBes hereditarias na
expressao génica, sem alteracdo das sequéncias do DNA. Os padrbes de genes
epigenéticos possuem um papel importante em varios processos bioldgicos,
incluindo o desenvolvimento embrionario, a impressdo gendmica e a inativacdo do
cromossomo X. As interrupcOes desses processos levam a uma variedade de
patologias, incluindo doencas metabdlicas, autoimunes, desordens neurolbgicas e
cancer. Os processos essenciais para a regulacao epigenética sdo a metilacdo do
DNA, a modificagdo da cromatina (alteracdo covalente no nucleo das histonas),
posicionamento do nucleossomo (alteracdes fisicas), e regulacdo génica poés-
traducional por meio de RNAs ndo-codificante. A desregulacdo desses processos
resultam em funcéo genética aberrante e expressao genética alterada, as quais irdo
contribuir na iniciacdo, desenvolvimento e progressdo do cancer (KANWAL et al.,
2015).

Alguns mecanismos podem ser importantes para conceituar a patogénese
das LCCG. Existe a hipétese de que as células gigantes sejam originadas de
células mononucleares sanguineas recrutadas pelas células fusiformes do estroma
(REGEZI, 2004). A formagéao de osteoclastos envolve a interagdo entre células do
estroma que expressam RANKL (ligante do receptor ativador para fator nuclear
kappa [B) e precursores de osteoclastos mononucleares (células sanguineas
mononucleares) que expressam RANK (receptor ativador para fator nuclear kappa
B). A interacdo entre essas citocinas induzem a diferenciacdo de células
mononucleares em osteoclastos, que apos ativados e fusionados, dardo origem as
células gigantes osteoclasticas (DE LANGE et al., 2007; ELIAS et al.,, 2010;
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VALENTINE & NELSON, 2011; AHMED & DUNLAP, 2016; HOSUR et al., 2018)
(Figura 1).

Figura 1. Esquema da patogénese da LCCG.
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Fonte: Adaptado de Regezi (2004).

O osteoclasto é a célula responsavel pela reabsorcdo 6ssea. Ele é derivado
das células progenitoras hematopoiéticas que também déo origem aos mondcitos e
macrofagos. As citocinas e os fatores de crescimento cruciais para a diferenciacéo e
a maturagcédo dos osteoclastos em humanos incluem a interleucina (IL)-1, IL-3, IL-6,
IL-11, TNF, fator estimulante de colénias de granuldcitos-macréfagos (FSC-GM) e
fator estimulante de colonias de macréfagos (FSC-M). Estes fatores atuam pela
estimulacdo das células progenitoras de osteoclastos ou participando em um
sistema paracrino, no qual osteoblastos e células do estroma da medula 6ssea
desempenham um papel central. Este sistema paracrino € essencial para o
metabolismo 6sseo e seus mediadores incluem as moléculas RANK (receptor
ativador para fator nuclear kappa ), RANKL (ligante do receptor ativador para fator
nuclear kappa ) e osteoprotegerina (OPG). O RANK € um membro da familia do
TNF dos receptores expressos principalmente nas células da linhagem de
macrofagos/mondcitos como os pré-osteoclastos. Quando este receptor liga seu
ligante especifico (RANKL) através do contato célula a célula, se inicia a
osteoclastogénese. O RANKL é produzido e expresso na membrana celular dos
osteoblastos e células do estroma da medula Ossea; seu principal papel no
metabolismo 0sseo € o estimulo para a formacao, fusdo, diferenciacdo, ativacao e
sobrevivéncia dos osteoclastos (ROSENBERG, 2005).
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Amaral et al. (2013) investigaram a expressdo do gene e da proteina WWOX
em LCCG agressivas e nao agressivas. O gene WWOX € um gene pro-apoptotico e
a reducédo ou a perda da sua expressao tem sido evidenciada em varios tumores. A
proteina WWOX interage com o p73, um membro da familia p53, e induz a apoptose
celular. A expressdo aumentada de WWOX em lesBes ndo agressivas fortalece a
hipotese de que as lesdes agressivas possam representar um subconjunto
neoplésico dentro do grupo das LCCG.

Gomes et al. (2018), analisaram 58 espécimes de células gigantes usando
sequenciamento de préxima geracdo ou sequenciamento guiado. Encontraram
mutagdes somaticas, heterozigéticas e do tipo “gain-of-function”, na qual o produto
genético alterado possui uma nova funcdo molecular ou um novo padrdo de
expressdo génica, nos genes KRAS, FGFR1 e TRPVA4. Os resultados demostraram
gue TRPV4, KRAS e as mutacbes do FGFR1 convergem na ativacao da sinalizacéao
da via MAPK nas LCCG. A ativacdo dessa via por qualquer desses genes é
invariavelmente associada a alteracdes esqueléticas, entre elas a LCCG.

Vered et al. (2006), avaliaram a atividade angiogénica nas LCCG por meio da
expressdo de dois indutores de angiogénese, o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), e concluiram
gue apesar da presenca de atividade angiogénica de baixo grau, as LCCG néao
podem ser definidas como lesdes vasculares proliferativas.

Em contrapartida, Peacock et al. (2012) avaliaram os mesmos fatores de
crescimento nas LCCG agressivas e ndo agressivas, acrescido da analise dos
marcadores CD31 e CD34, cuja funcdo é evidenciar a presenca de ceélulas
endoteliais, e observaram que a vascularizagdo e o nivel de angiogénese estavam
diretamente relacionados com a agressividade das lesGes, fortalecendo a teoria de
que as LCCG sao lesbes vasculares proliferativas.

Dentre as modalidades de tratamento, o cirurgico ainda é o mais utilizado. As
lesdes ndo agressivas possuem baixa expectativa de recidiva e podem ser tratadas
por meio de curetagem (KABAN et al., 2007). As lesdes agressivas possuem alta
taxa de recidiva e sao tratadas por meio de ressec¢ao em bloco ou, de forma menos
invasiva, por curetagem associada a terapias farmacolbégicas adjuvantes como a
administracdo intralesional de corticosteroide, calcitonina sistémica ou em spray

nasal, interferon — a, além de bisfosfonatos e anticorpos monoclonais como o
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Alendronato e o Denosumab, respectivamente (DE LANGE et al., 2007; KABAN et
al., 2007; O'CONNELL et al., 2015).

Triantafillidou et al. (2001), realizaram um estudo retrospectivo de 17 LCCG
tratadas por meio de curetagem e obtiveram remissdo completa de 15 lesdes. As
duas lesbes recorrentes foram tratadas por meio da aplicacdo de spray nasal de
calcitonina e ndo apresentaram recidiva posterior. Os autores propdem o tratamento
cirtrgico conservador, por meio de curetagem, principalmente para pacientes jovens.
Para lesGes agressivas, a suplementacdo com calcitonina via nasal poderéa oferecer
bons resultados.

Ja Chrcanovic et al. (2018), ap0s realizarem uma andlise de 2270 casos de
LCCG, observaram diferencas estatisticamente significantes em relagcédo a recidiva
de lesdes agressivas tratadas por meio de curetagem. Das lesbes agressivas

tratadas, 37,2% sofreram recidiva, enquanto 9% das nao agressivas recidivaram.

2.2 TUMOR DE CELULAS GIGANTES X LCCG

O tumor de células gigantes (TCG) é um tumor Osseo primario, benigno,
localmente agressivo, que normalmente se desenvolve como lesdo Unica,
primariamente intramedular nas epifises de o0ssos longos, acometendo
predominantemente a regido distal do fémur e radio, e regibes proximais da tibia e
umero (AMARY et al., 2017). Representam cerca de 5% de todos os tumores
esqueléticos e menos de 1% ocorrem no cranio, onde afetam preferencialmente o
0sso esfenoide e temporal (SCOTTO DI CARLO et al., 2018). No esqueleto axial, o
sacro proximal é a localizagdo mais comum do TCG, podendo acometer também o0s
pequenos 0ssos das maos e pes, e 0ssos sesamoides como a patela (AMARY et al.,
2017). Geralmente ocorre quando a placa de crescimento esta fechada e, portanto,
e frequentemente observada no esqueleto de individuos adultos com pico de
incidéncia na terceira e quarta década de vida e uma ligeira predominancia no
género feminino (1,5:1). Relatos de TCG no esqueleto imaturo sdo extremamente
raros (AMARY et al., 2017; SCOTTO DI CARLO et al., 2018).

Do ponto de vista radiografico, sdo lesbes expansivas, osteoliticas, podendo
apresentar margens escleréticas. Embora apresentem um baixo potencial de
metastase, os TCG podem recidivar com grande frequéncia, normalmente entre 15%

a 50% dos casos apos tratamento cirdrgico com curetagem. Metéstases pulmonares
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podem se desenvolver em 2% dos casos, geralmente 3 a 4 anos apos o diagnostico.
Portanto, uma resseccdo completa acompanhada de terapia adjuvante para prevenir
a recorréncia do tumor podem ser necessarias (NOHR et al., 2017; RIGHI et al.,
2017; SCOTTO DI CARLO et al., 2018).

Os diagnosticos diferenciais incluem numerosas lesdes ésseas ricas em
osteoclastos: condroblastoma, fibroma ndo ossificante, cisto 0sseo aneurismatico
primério, lesBes de células gigantes dos pequenos 0sso0s, lesdo central de células
gigantes, tumor marrom do hiperparatireoidismo e tumor de células gigantes
tenosinovial com infiltracdo 6ssea (PRESNEAU et al., 2015; AMARY et al., 2017).

Os TCG sao compostos por células gigantes multinucleadas semelhantes a
osteoclastos, uniformemente distribuidas por todo o estroma e por células
mononucleares ovéides ou fusiformes. Apesar das células gigantes serem uma parte
significativa do tumor, as células mononucleares mitoticamente ativas do estroma
sdo as que constituem o verdadeiro componente neoplasico (CLEVEN et al., 2015;
NOHR et al., 2017; RIGHI et al., 2017; SCOTTO DI CARLO et al., 2018).

Ainda é objeto de grande discussédo na literatura, se as LCCG e o TCG sao
entidades separadas ou variantes da mesma doenca. Numa tentativa de distinguir
as LCCG dos TCG, Jaffe (1953), introduziu pela primeira vez o termo “granuloma
reparador de células gigantes”, que posteriormente caiu em desuso devido a
natureza destrutiva das lesdes (ABRAMS & SHEAR, 1974; AUCLAIR et al., 1988;
KUJAN et al., 2015).

Abrams e Shear (1974), fizeram uma comparacdo histolégica entre 10
espécimes de LCCG e 10 de TCG e observaram que as células gigantes das lesbes
dos maxilares possuiam menos nucleos e um tamanho menor quando comparadas
as células das lesBes de ossos longos. Concluiram, portanto, que as LCCG e 0 TCG
sdo entidades distintas e que, mesmo assim, algumas lesbes podem ser
indistinguiveis umas das outras.

Segundo Regezi (2002), apesar de as LCCG e os TCG possuirem
caracteristicas histopatolégicas que se sobrepbem, fatores tais como células
gigantes de grande tamanho com grande quantidade de nlcleos agregados
centralmente ou células gigantes com distribuicdo difusa, alta celularidade do
estroma e necrose sao sugestivas de TCG.

Ja Auclair et al. (1988) e Gomes et al., (2014) afirmam que as LCCG e 0 TCG

representam uma variagdo da mesma doenga, compartilham de caracteristicas
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microscopicas semelhantes, mas que diferem em relacdo a localizacdo e a faixa

etaria acometida.

2.3 MARCADORES ANGIOGENICOS E MUTACIONAL

2.3.1WT1

A proteina WT1 tem sido identificada em um grande numero de lesdes
vasculares malignas e tumores soélidos (GALFIONE et al.,, 2014). Pode estar
relacionada a uma transicdo descontrolada de células epiteliais para mesenquimais
e também possui um papel importante na angiogénese por meio da regulacao do
VEGF (NETTO et al., 2012; GALFIONE et al., 2014).

A expressdo do WT1 é observada nas células endoteliais durante a
angiogénese e é um marcador util na diferenciacdo entre tumores vasculares
proliferativos e malformacfes vasculares (AL DHAYBI et al., 2010; NETTO et al.,
2012; GALFIONE et al., 2014).

No intuito de verificar a natureza nao-proliferativa de linfangiomas orais, Netto
et al. (2012), avaliaram a expressdo do WT1 em 17 lesGes e observaram que
nenhuma apresentou marcacao positiva. Isto confirma a natureza nao-proliferativa
dos linfangiomas e reforca a idéia de que essas lesGes sdo caracterizadas pela
dilatacdo dos vasos linfaticos sem proliferacao endotelial significante.

Timar et al. (2005), estudaram a expressdo de WT1 em 42 espécimes de pele
humana apresentando proliferacbes endoteliais e tumores. O WT1 foi expresso no
citoplasma em 3 de 10 hemangiomas, 7 de 18 Sarcomas de Kaposi e em 7 de 8
angiossarcomas. Foi inferido que a expressao da proteina WT1 € mantida durante a
angiogénese, e pode reaparecer durante a neoangiogénese reparadora ou em
tumores endoteliais benignos ou malignos.

Al Dhaybi et al. (2010), realizaram um estudo envolvendo 126 lesbes
vasculares, sendo 65 tumores vasculares e 61 malformagbes vasculares, e
mostraram que a expressdo imunoistoquimica do WT1 pode ser util na distingdo
entre lesdes proliferativas neoplasicas e malformagbes vasculares. Todos 0s
tumores vasculares obtiveram expressao citoplasmatica em células endoteliais e
apenas 3 malformacdes mostraram expressao positiva ao WT1. Dessa forma, a

expressdo podera ajudar no diagndstico e na terapia adequada de lesdes
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proliferativas vasculares ou evitar terapias sistémicas desnecessarias na ocorréncia
de malformacdes vasculares. Lesdes proliferativas tiveram expressao positiva para a

WT1, enquanto as malformacdes vasculares ndo manifestam a expressao da WT1.

2.3.2CD31

O CD31, também conhecido como molécula de adesdo celular endotelial
plaquetaria (PECAM-1), € considerada um dos marcadores de células endoteliais
mais importantes, evidenciando leitos vasculares tanto em tecidos normais como
nos neoplasicos (PEACOCK et al., 2012). Est& presente na superficie de plaquetas,
mondcitos, macréfagos e neutrofilos e € um dos fatores de adesédo entre células
endoteliais durante a angiogénese. Possui um importante papel na adesao entre as
células endoteliais e entre as células inflamatoérias durante a inflamacéao, facilitando a
migragcdo dos leucdcitos. (DE YOUNG et al.,, 1998; PUSZTASZERI et al., 2006;
KOUHSOLTANI et al., 2016).

Peacock et al. (2012), avaliaram a vascularizacdo e a atividade angiogénica
de 14 LCCG por meio da expressao de VEGF, bFGF, além da contagem de vasos
sanguineos marcados por campo utilizando o CD31 e CD34. Nesse estudo eles
encontraram uma expressao aumentada de todos os marcadores, dando suporte a
teoria de que um componente de proliferacdo vascular na LCCG possa ser
responsavel pela sua agressividade clinica. A angiogénese e a vascularizacao
aumentadas podem permitir um maior recrutamento e diferenciacdo de células
hematopoiéticas em osteoclastos, levando a uma osteolise mais rapida e ao
aumento da lesdo. Assim, a caracterizacdo de marcadores angiogénicos na LCCG
(VEGF e bFGF) e endoteliais (CD31 e CD34) podem ser Uteis para definir o
comportamento biolégico da leséo.

Em uma avaliacdo da expressdo de CD31 em 18 LCCG (10 néo agressivas e
8 agressivas) realizada por El-Attar e Wahba (2016), néo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. Investigaram ainda a expressao de
Ki67, CD68 e P53 por meio de imunoistoquimica e concluiram que o Ki67 e o P53
podem ser marcadores Uteis para identificar LCCG agressivas, uma vez que
observaram uma expressdo maior e estatisticamente significativa de ambos em
lesdes agressivas. Nao houve diferenca de expressdo de CD31 e CD38 entre os

grupos de lesdes agressivas e ndo agressivas.
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Ja Ravazi e Yahyaabadi (2018), avaliaram a expressdo de CD31 e Ki67 em
25 LCCG agressivas e 25 ndo agressivas, por meio de imunoistoquimica, e 0s
resultados mostram uma diferenca significante na expresséo de CD31 entre lesbes
agressivas e nao agressivas (p=0,003). Isso indica que pode existir uma relagao
positiva entre caracteristicas clinicas e histopatoldgicas nas LCCG, e que o
comportamento biolégico pode ser previsto com base no numero de vasos

sanguineos presentes.

2.3.3 CD105

O CD105, também conhecido como endoglina, € uma glicoproteina
transmembrana, de expressao induzida por hipdxia, associada a proliferacdo de
células endoteliais (NAIR et al.,, 2016). Possui receptores para fatores de
crescimento transformadores (TGF), o TGF-1 e o TGF-3, modula a sinalizacéo
destes e da angiogénese por meio da regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e
migracéo de células endoteliais (ESHGHYAR et al., 2011). E um potente fator que
se expressa em células endoteliais ativadas durante a angiogénese, além de ser um
marcador especifico de neovascularizacdo mais aceito e preciso em relacdo a outros
marcadores endoteliais como o CD31 e o CD34 (CARDOSO et al., 2009;
ESHGHYAR et al.,, 2011; ANDRADE-SANTOS et al., 2011; DEL CARMEN
GONZALEZ-GALVAN et al., 2016; NAIR et al., 2016).

Diferentemente dos marcadores CD31 e CD34, o CD105 pode ser
minimamente expresso ou ndo ser evidenciado na vascularizagdo normal. Por meio
da sua expressao, é possivel distinguir entre células endoteliais em proliferacdo e
vasos sanguineos pré-existentes (NAIR et al., 2016). Varios estudos enfatizam o
envolvimento do CD105 na formag&o de vasos sanguineos e sua utilidade como um
potente marcador para a quantificacdo de microvasos em diversos tipos de tumores
como os carcinomas de mama, adenocarcinomas de es6fago, entre outros
(CARDOSO et al., 2009; ESHGHYAR et al., 2011; ANDRADE-SANTOS et al., 2011,
BASNAKER et al., 2014; DEL CARMEN GONZALEZ-GALVAN et al., 2016; NAIR et
al., 2016).

Segundo Del Carmen Gonzalez-Galvan (2016), a densidade microvascular
(DMV) fornecida pela expressdo do CD105, € um parametro histomorfologico util

para a avaliar a angiogénese tumoral. E considerada um indicador para crescimento
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tumoral e tem sido correlacionada com o comportamento agressivo de alguns
tumores, como as variantes unicistica e soélida dos ameloblastomas. O CD105 pode
ser usado para estudar os efeitos antineoplasicos de terapias antiangiogénicas,
mesmo em casos de tumores odontogénicos recorrentes ou agressivos (DEL
CARMEN GONZALEZ-GALVAN et al., 2016).

O CD105 pode ser atil como marcador preditivo de malignidade. Basnaker et
al. (2014), avaliou a expressao de CD105 em 20 pacientes com mucosa oral sadia,
20 usuarios de tabaco com mucosa oral clinicamente sadia e em 20 lesbes com
diagndstico prévio de carcinoma de células escamosas, e observou que a expressao
do CD105 foi positiva em 65% dos usuarios de tabaco. De forma semelhante, a
expressdo de CD105 em carcinomas de células escamosas foi observada em 13
casos (65%), indicando que o CD105 é aumentado em condi¢Bes displasicas como
0s presentes na mucosa oral do grupo de tabagistas e pode também ser atribuido a
neoangiogénese local.

Falci et al. (2014), avaliaram a expressao de FASN, CD34, CD105 e D2-40
em lesdes periféricas e centrais de células gigantes, e observaram que, apesar do
nivel de expressdo semelhante entre os marcadores em ambas as lesbes, a
expressdo do CD105 suporta a presenca de uma atividade angiogénica e de
remodelacdo tecidual nas LCCG. Afirmam ainda, que estudos posteriores sao
necessarios para verificar e comparar a expressao de CD105 em LCCG agressivas
e ndo agressivas.

Nair et al. (2016), avaliaram a expressédo de CD105 e TGF-1 em um total de
50 espécimes com carcinoma de células escamosas e observaram que 79,4% das
células endoteliais expressaram positivamente ambos os marcadores e verificaram
uma correlacdo positiva entre a expressao de CD105 e o estadiamento tumoral.
Concluiram que o CD105 pode ser usado isoladamente como marcador progndstico
para carcinoma de células escamosas e afirmaram que ele é um dos receptores do

TGF-B1 nas células endoteliais bem como induzem a via angiogénica tumoral.
2.3.4 Histona H3.3
A cromatina, que da origem aos cromossomos, é composta de nucleossomos

gue por sua vez sdo formados pelo conjunto de octdmeros de histona com um

ndcleo tetramérico estavel de histonas H3 e H4, rodeados por dois dimeros mais
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labeis de histona, H2A e H2B. Cada octamero de histona é envolvido por DNA,
facilitando sua compactacéo e regulando o acesso de fatores regulatorios (Figura 2).
As histonas tém importancia fundamental para a regulacdo da estabilidade do
genoma e o controle transcricional. Tem sido destacada na literatura pela
identificacdo frequente de mutacbes em enzimas modificadoras de cromatina nos
genomas com cancer (KALLAPPAGOUDAR et al., 2015).

Figura 2. Desenho esquematico da localizacédo da histona H3 no nucleossomo e na
cromatina.

A

(A) Histona H3 na formacao do nucleossomo. (B) Fibra de cromatina resultante do conjunto de DNA
compactado por meio das histonas. Fonte: Adaptado de Copray et al. (2009).

As histonas séo proteinas importantes para a compactacdo do DNA. Dentre
as variantes da histona H3, a histona H3.3 é codificada por dois genes, H3F3A no
cromossomo 1 e H3F3B no cromossomo 7. Behjati et al. (2013), foram 0s primeiros
a detectar, por meio de sequenciamento genético, uma mutag¢do na histona H3.3
com grande especificidade para o TCG a qual ocorreu com uma frequéncia acima de
92% dos tumores analisados. A mutacao é restrita as células fusiformes neoplasicas
no TCG, enquanto as células gigantes osteoclasticas entremeadas no estroma sao
negativas para essa mutacado. A mutacao localizada no gene H3F3A é responsavel
por uma alteracdo da histona H3.3, especificamente para o codon p.Gly34Tryp
(G34W).

Recentemente, um anticorpo monoclonal foi desenvolvido visando a deteccao

do sitio mutacional G34W da histona H3.3 por meio da técnica de imunoistoquimica,



34

conforme descrito por Like et al. (2017). Os autores examinaram o potencial desse
anticorpo como auxiliar para o diagnéstico do TCG com mutacéo do gene H3F3A e
investigaram a expressao desse anticorpo em 23 TCG que haviam sido previamente
detectados por PCR com mutacdo do gene H3F3A. Investigaram também a
presenca dessa mutacdo em lesdes ricas em células gigantes como o tumor marrom
do hiperparatireoidismo, cisto 0sseo aneurismatico, condroblastoma, fiboroma néo
ossificante, displasia fibrosa, tumor de células gigantes tenosinovial, sarcoma rico
em células gigantes e osteossarcoma. A mutacdo do gene H3F3A foi observada em
todos os casos de TCG, mais especificamente nas células mononucleares, enquanto
as células multinucleadas se mostraram negativas para a mutacdo. Ja as lesdes
ricas em células gigantes se mostraram todas negativas para a mutacdo. Estes
resultados fortalecem a utilizacdo desse anticorpo por meio de técnica
imunoistoquimica no diagnostico diferencial entre TCG e lesfes ricas em células
gigantes.

Segundo Gomes et al. (2014), os TCG sao encontrados ocasionalmente nos
maxilares e algumas lesbes podem ser diagnosticadas de forma equivocada como
LCCG agressiva. Dessa forma, a deteccao de marcadores moleculares pode ser Uutil
para o diagnéstico diferencial entre essas lesdes, uma vez que o TCG e a LCCG
possuem caracteristicas clinicas, radiograficas e histopatolégicas semelhantes.
Partindo deste referencial, os autores avaliaram 9 LCCG por meio de
sequenciamento genético direto e nao encontraram mutacdo do H3F3A nos
espécimes analisados, sugerindo que, apesar da pequena quantidade de casos, a
investigacdo da mutacdo € importante para o diagnostico diferencial entre TCG e
LCCG.

Presneau et al. (2015) afirmaram que apesar dos TCG apresentarem sinais
clinicos, radiograficos e histoldgicos bem caracteristicos, algumas lesdes podem ter
um diagnostico desafiador, principalmente nas pequenas bidpsias por agulha fina.
Do ponto de vista histologico, 0 TCG pode apresentar algumas sobreposi¢cdes com
outras lesfes, entre elas a LCCG. Com base nisso, eles submeteram 5 espécimes
de TCG a um mapeamento completo do genoma, além de analise genética
direcionada para o rearranjo de H3F3A em 91 TCG e 78 LCCG. O mapeamento
evidenciou a mutacado de H3F3A G34W nas 5 TCG, a analise genética direcionada
encontrou mutacdo do mesmo gene em 83 dos 91 tumores analisados. Em

contrapartida, nenhuma mutacéo foi encontrada na analise genética das LCCG.
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Amary et al. (2017), avaliaram a expressédo da mutagcao da H3.3 G34W, por
meio de imunoistoquimica, em 235 TCG e em 750 lesdes que podem mimetizar o
tumor, entre elas 99 LCCG. Apo6s a andlise, 213 (90,6%) dos TCG apresentaram
forte expressdo nuclear para o H3.3 G34W exclusivamente nas células
mononucleares. As LCCG ndo apresentaram expressao para mutacdo da histona
H3.3.
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3 JUSTIFICATIVA

As LCCG séo lesbes que acometem o complexo maxilo-mandibular e séo
responsaveis por grandes destruicbes 0Osseas, levando a tratamentos cirlrgicos
agressivos que podem gerar sequelas e deformidades. A caracterizacdo do
comportamento biologico pode influenciar diretamente na escolha do tratamento
apropriado, seja ele mais ou menos invasivo. A classificagdo das lesbes em
agressivas e nado agressivas tem sido realizada apenas pela avaliacdo de dados
clinicos e radiogréficos, de acordo com Chuong et al. (1986). Ndo existem
marcadores moleculares definidos que possam contribuir para uma caracterizacao
adequada da agressividade dessas lesoes.

E do conhecimento que a vascularizacdo e a angiogénese sio fatores
importantes na oxigenacgdo, nutricdo e, consequente, na proliferacdo dos tecidos
neoplasicos (GADBAIL et al., 2011). A LCCG séo lesGes que possuem uma intensa
rede vascular e podem evoluir de forma agressiva, causando grande osteolise,
expansdes Osseas e reabsorcdes radiculares (KABAN et al, 2007; MARTINS et al.,
2015; NAIR et al.,, 2016). Diante disso, pode ser hipotetizado que a proliferacao
aumentada de vasos sanguineos possa estar relacionada a uma maior
agressividade das LCCG.

As LCCG possuem caracteristicas clinicas e histolégicas que sé&o
semelhantes as encontradas nos TCG. A mutag¢do génica da proteina histona H3.3
tem sido recentemente encontrada por meio de imunoistoquimica em TCG e, até o
momento foi pouco explorada na literatura com relagéo a LCCG.

A investigacdo de marcadores angiogénicos nas lesdes agressivas e nao
agressivas poderdo contribuir para uma diferenciagdo mais precisa do
comportamento biolégico das LCCG e direcionar o tratamento a ser instituido,
auxiliando na indicacdo de terapias menos agressivas por meio da utilizacdo de
terapias antiangiogénicas, de forma a reduzir a morbidade do tratamento realizado.
Além disso, a investigacdo da mutacao da histona H3.3 nas LCCG podera direcionar
para futuras pesquisas em relacdo a patogénese das LCCG e contribuir para o
estabelecimento do diagndstico diferencial entre TCG e lesdes de células gigantes
guando presente nos 0ssos gnaticos, além da possibilidade de diferenciar lesbes

agressivas de ndo agressivas, caso seja detectada.



37

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar comparativamente o perfil angiogénico (WT1, CD31, CD105) e a
presenca de mutacdo génica (histona H3.3 G34W) nas LCCG agressivas e nhao

agressivas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a expressdo, por meio da imunoistoquimica, dos marcadores
angiogénicos CD105, CD31 e WT1 em LCCG agressivas e ndo agressivas

e Investigar a expressdo, por meio da imunoistoquimica, de histona H3.3
H3F3A G34W em LCCG agressivas e nao agressivas.

e Correlacionar a expressdo de marcadores angiogénicos com O

comportamento biolégico das lesdes.
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5 MATERIAL E METODOS

O estudo coorte retrospectivo foi desenvolvido no Laboratério de
Imunoistoquimica e analise de saliva da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Goias (FO/UFG). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFG — protocolo n°. 3.179.567/2019 (Anexo).

5.1 SELECAO DA AMOSTRA

A amostra inicial consistiu de 52 espécimes diagnosticados previamente por
meio dos exames clinico, radiogréfico, anatomopatolégico e laboratoriais, obtidos
dos arquivos do Laboratorio de Patologia Bucal da FO/UFG, entre os anos de 1998
a 2018. Apos a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, a amostra final do
estudo consistiu de 38 espécimes. Os critérios de inclusdo foram: blocos com
espécimes teciduais de LCCG preservados, LCCG priméarias confirmadas pelo
exames anatomopatolégico e laboratorial, presenca de dados clinicos e
radiograficos adequados para a definicdo da agressividade da lesdo. Os critérios de
exclusdo foram: lesbes com aspecto histologico semelhante as LCCG, como
guerubismo e tumor marrom do hiperparatireoidismo, LCCG submetidas a terapia
prévia e/ou recorrentes.

Os dados clinico (idade, género, localizacdo, tempo de evolucdo e
sintomatologia), radiogréaficos e histopatolégicos foram coletados dos registros nos
prontuarios. Por meio da analise dos dados clinicos e dos exames de imagens, as
lesbes foram classificadas em grupos de lesdes agressivas e nao agressivas,
conforme os parametros de classificagdo propostos por Chuong et al. (1986),
guando identificadas, no minimo, trés caracteristicas para o enquadramento em
cada grupo. As lesBes agressivas apresentam sintomatologia, crescimento rapido,
rompimento da cortical 6éssea, reabsorcdo e deslocamento dentarios e alta taxa de
recorréncia apés curetagem. Ja as lesbes ndo agressivas sao assintomaticas, de
crescimento lento, com auséncia de rompimento ou reabsor¢do das corticais dsseas
e baixa taxa de recorréncia. Apés a aplicacdo dos parametros de classificacdo de
Chuong et al. (1986), 9 LCCG foram classificadas como agressivas e 29 como nao

agressivas.
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5.2 TECNICA DA HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

Para analise qualitativa e revisdo do diagndstico dos espécimes foi
empregada a técnica histoquimica de rotina Hematoxilina e Eosina - HE. As
amostras disponiveis de blocos parafinados contendo os espécimes foram
seccionadas, por meio de um microtomo (Leica RM2165), com cortes de 5um,
dispostas sobre laminas de vidro e coradas, possibilitando a caracterizacao
microscopica dos espécimes e confirmacéo do diagndstico por um patologista bucal

experiente.

5.3 TECNICA DA IMUNOISTOQUIMICA

Todos os espécimes foram submetidos a cortes seriados, com 3um de
espessura, dispostos em laminas silanizadas e desparafinizados em estufa a 50°C
por 30 minutos. A antigenicidade foi recuperada com uso de solugcédo de TRIS em
banho-maria.

Por meio do Sistema de Deteccdo Novolink (Leica Biosystems, UK), e apés a
lavagem das laminas com solucdo TRIS salina (TBS), os cortes foram incubados em
peréxido de hidrogénio a 3%, para blogueio da peroxidase enddgena, em seguida
com reagentes bloqueadores de proteinas, e posteriormente com anticorpos
primarios anti-WT1 (Clone: C-19, Santacruz), anti-CD31 (Clone: ab28364, Abcam),
anti-CD105 (Clone: A-8, Santacruz) e anti-Histona H3.3 G34W (Clone: RM263,
RevMab Biosciences) diluidos em solugéo salina tamponada (PBS), durante 8 horas
a 4°C.

Solugbes com anticorpos secundarios ligados a polimero e solucéo
reveladora de diaminobenzidina 3,3’ (DAB) foram utilizados nos cortes apos
incubagdo com os anticorpos anti-WT1, CD31, CD105 e Histona H3.3 G34W. Os
tecidos foram contra corados com hematoxilina por 15 minutos. Apds serem lavadas
com agua corrente durante 5 minutos, as laminas foram desidratadas com alcoois,
passadas em xilol e montadas com solugdo de resina ndo aquosa (Entellan-
Mikroskopie-Merck). Os tempos de exposi¢cao antigénica dos anticorpos primarios e
de revelacdo pelo DAB foram padronizados previamente. As caracteristicas,
atividades de cada marcador e o0s parametros padronizados se encontram

resumidas no Quadro 2.
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Quadro 2. Caracteristicas dos anticorpos utilizados para o estudo.

. . . anti-Histona
. anti-wT1 anti-CD31 anti-CD105
Anticorpo ) ) H3.3 G34wW
(C-19) (ab28364) (A-8) (RM263)
Santa Cruz Abcam, Santa Cruz RevMab
Fabricante Biotechnology, CA, Cambridge, Biotechnology, Biosciences, CA,
EUA Reino Unido CA, EUA EUA
Diluigéo 1:100 1:1000 1:1000 1:1000
- Granuloma Granuloma Granuloma Tumor de células
Controle Positivo Piogénico Piogénico Piogénico gigantes
Tempo no DAB 30” 30” 30” 30”
(+) Células
() Tum0r~es € (+) Células endoteliais
proliferaces endoteliais roliferativas (+) Tumor de
Atividade vasculares laguetas e (p—) Células células gigantes
(-) Malformagoes Eaugécitos endoteliais pré- 9
vasculares ) P
existentes
Marcacgéo Celular  Citoplasma Membrana Citoplasma Nucleo

Fonte: Proprio autor.

Na avaliacdo quantitativa, foram investigadas as expressfes dos anticorpos
anti-WT1, anti-CD31 e anti-CD105 em 9 LCCG agressivas e 29 ndo agressivas para
caracterizar o perfil angiogénico e a natureza vascular proliferativa das les6es, com
granulomas piogénicos como controle positivo. A expressao de células com mutacao
de Histona H3.3 foram investigadas em LCCG agressivas e ndo agressivas tendo
como controle positivo 02 casos de TCG. A associacdo da expressdo destes
anticorpos foi investigada nos dois grupos de LCCG para verificar a relacdo da
angiogénese, padrao de vascularizagdo e possivel mutagéo.

A avaliacdo da expressdo dos marcadores foi realizada cegamente,
independente do grupo de LCCG, por um examinador devidamente treinado e cada
lamina foi avaliada como um todo, utilizando-se um microscépio Optico inicialmente
com ampliacdo de 100x, obtida por uma lente objetiva de 10x, para selecionar os
campos de analise, e em seguida quantificados em um aumento de 400x. Para a

guantificacdo, uma lente com reticulo de integracdo quadriculado com éarea de
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0,0961 mm?2 (4740680000000 — Netzmikrometer x12.5; Carl Zeiss, Alemanha) foi
empregada e a contagem iniciada pelo campo mais superior a esquerda.

Os espécimes com expressdo positiva para o WT1 foram avaliados por
meétodo quantitativo adaptado de Tobon-Arroyave et al. (2005). As células
mononucleares e gigantes, expressas de forma positiva e negativa, foram
guantificadas em 5 campos consecutivos, iniciando pelo campo com expressao mais
significativa (“hot spot”) selecionado em um aumento de 100x. O numero de células
positivas foi dividido pelo nimero total de células de cada campo e um percentual
da média dos 5 campos definiu a expressao estimada do marcador para cada
amostra. Além disso, cada espécime foi quantificado, por meio de escores, quanto a
proporcdo de células expressas e a intensidade da coloracdo, conforme
sumarizadas no quadro 3.

Um escore de distribuicdo de intensidade de coloracdo (DIC) foi dado pela
multiplicacdo entre o escore de proporcdo de células expressas e o de intensidade
de expressdo. A média do escore DIC dos 5 campos forneceu o escore DIC do

espécime.

Quadro 3. Quantificagdo do WT1

) Intensidade de
Escore Proporcéao de células expressas .
expressao
WT1 0 0% Ausente
1 <25% Fraca
2 25 - 50% Moderada
3 > 50% Intensa

Fonte: Adaptado de Tobdn-Arroyave et al. (2005)

As expressbes do CD31 e CD105 foram investigadas, de acordo com o
proposto por Del Carmen Gonzéalez-Galvan et al. (2016). Uma selecao aleatoria de
cinco areas mais representativas e com maior expressao dos anticorpos (“hot spots”)
foi realizada utilizando ampliacdo de 100x. Os microvasos corados positivamente
foram quantificados manualmente utilizando uma ampliacdo de 400x. Grupos de
células sem lumen fortemente expressos pelas proteinas CD31 e CD105 também

foram contabilizados como microvasos. A DMV do CD31 e do CD105 foram obtidas
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pela média da contagem de microvasos de 5 campos dividida pela area do reticulo
(microvasos / mm?).

A expressao da Histona H3.3 mutada foi evidenciada pela marcacao nuclear
e, semelhante a analise do WT1 e conforme descrito por Tobon-Arroyave et al.
(2005), foi quantificada e subdividida em escores de acordo com a proporcao de
células expressas e a intensidade de expressdo (Quadro 4). Os nucleos expressos
positivamente e 0s ndo expressos foram quantificados em 5 campos consecutivos, e
o percentual dos nucleos positivos foi obtido para o enquadramento nos escores de

guantidade e intensidade de expresséo dos nucleos marcados.

5.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a verificacdo da normalidade dos dados utilizamos o teste de
Kolmogorov-Smirnov e para a realizacdo dos testes de hipdtese foi adotado o nivel
de significancia de 5% para a rejeicdo da hipétese nula. Utilizamos o teste ndo-
paramétrico de Mann Whitney para comparacdo entre as amostras, teste de
correlacdo de Spearman para correlacdo entre expressdo dos marcadores e a
agressividade das lesdes, e teste do Qui-quadrado para comparagcdo entre 0s
grupos e as variaveis categoricas na analise descritiva dos espécimes. A diferenca
entre os grupos foi considerada estatisticamente significante quando p<0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE DESCRITIVA DOS ESPECIMES

Cinquenta e dois espécimes foram selecionados para o estudo, e destas 38
espécimes constituiram as amostras que atenderam aos critérios de inclusdo do
estudo.

Em relacdo aos dados clinico-radiogréaficos, foi observada uma concordancia
com dados da literatura (ROBERSON et al., 1997; DE LANGE et al.,, 2007,
TRIANTAFILLIDOU et al., 2011; VALENTINE et al., 2011; JERKINS et al., 2016;
HOSUR et al., 2018; ETOZ et al., 2019). A mandibula foi a localizacdo de maior
frequéncia (65,8%) e o género feminino foi mais acometido (73,7%). A mediana de
idade encontrada para as lesGes agressivas foi de 16 anos e 25 anos para as nao
agressivas. Lesbes assintomaticas (73,7%), com corticais preservadas (60,5%) e
sem reabsorcdo dentaria (76,3%) foram as caracteristicas radiograficas mais
evidentes. Do total de casos avaliados, apenas 3 sofreram recorréncia (7,8%). A

Tabela 1 sumariza os dados clinicos-radiograficos.



Tabela 1. Dados clinico-radiogréaficos das LCCG
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Lesao Central de Células Gigantes

Agressivas N&o agressivas Total Valor de
n=9(%) n=29(%) n=38(%) p
Idade’
Mediana (Q25 - Q75) 16 (12,50 —22,50) 25 (12,50 —42,50) 24 (12,75-37,755) 0,53°
Sexo
Feminino 7 (77,8) 21 (72,4) 28 (73,7) 0,75°
Masculino 2(22,2) 8 (27,6) 10 (26,3)
Localizacéo
Maxila 0 (0) 13 (44,8) 13 (34,2) 0,001°
Mandibula 9 (100,0) 16 (55,2) 25 (65,8)
Sintomatologia
Sim 9 (100,0) 1 (0,5) 10 (26,3) <0,001°
N&o 0 (0) 28 (96,5) 28 (73,7)
Reabsorc¢édo Dentaria
Sim 9 (100,0) 0 (0) 9 (23,7) <0.001°
Nao 0 (0) 29 (100,0) 29 (76,3) '
Cortical Ossea
Preservada 1(11,1) 22 (75,9) 23 (60,5) <0.001°
Expandida 0 (0) 7(24,1) 7 (18,4) '
Rompida 8 (88,9) 0 (0) 8 (21,1)
Tempo de evolugéo*
Mediana (Q25-Q75) 16 (3,5 — 45) 8 (4 — 24) 8 (4 —24) 0,68%

Teste de Mann-Whitney. "Teste do Qui-quadrado. Tldade em anos. *Evolucdo em meses.
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6.2 ANALISE DOS ANTICORPOS ANGIOGENICOS

6.2.1 Analise do anticorpo WT1

Todas os espécimes exibiram marcacao citoplasmatica positiva para o WT1,
tanto nas células mononucleares como quanto nas células gigantes (Figura 3).
Houve diferenca na percentagem de células mononucleares positivas e discreto
aumento no escore DIC entre lesGes agressivas (41,33% e 4,57, respectivamente) e
nao agressivas (38,40% e 4, respectivamente). Embora tenham sido observadas
estas diferencas no percentual de expressdo no escore DIC, os resultados néo
alcancaram significAncia estatistica (Tabela 2). A expressao positiva percentual de
células gigantes multinucleadas foi semelhante entre os grupos. O percentual de
expressdo e o escore DIC de células gigantes foram praticamente semelhantes
entre lesbes agressivas (2,6% e 2, respectivamente) e ndo agressivas (2,8% e 2,
respectivamente) e de valor baixo devido a grande quantidade de células

mononucleares positivas nos espécimes.

Figura 3. Expresséao do anticorpo WT1.

Expressao positiva em células mononucleares (vide asteriscos) e em células gigantes (vide setas).
(A) Lesao agressiva (B) Lesdo ndo agressiva. Imunoistoquimica, ampliagdo da imagem 400x.
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Tabela 2. Expressdo de WT1 em células mononucleares (CMN) e células gigantes
multinucleadas (CGM) representados em mediana (Q25-Q75)

Agressivas N&o agressivas

a
%(n=9) %(n=29) Valor de p
Expresséo em CMN (%) 41,33 (35,43-48,30) 38,40 (35,90-44,06) 0,381
Expressdo em CGM (%) 2,6 (1,46-4,40) 2,8 (0,87-9,33) 0,891
Escore DIC em CMN 4,57 (3,28-6,14) 4 (2,36-4,71) 0,227
Escore DIC em CGM 2 (2-2,5) 2 (1-2) 0,188

*Teste de Mann-Whitney

6.2.2 Analise do anticorpo CD31

O padrédo de vascularizacdo das LCCG foi avaliado pela andlise da DMV
obtida pela expresséao citoplasmatica positiva dos microvasos pelo CD31. Verificou-
se expressao positiva dos microvasos, células mononucleares e células gigantes
multinucleadas (Figura 4). Houve uma maior densidade de microvasos nas lesdes
agressivas (203,95 microvasos/mm?) quando comparadas as ndo agressivas
(145,68 microvasos/mm?). Da mesma maneira, a expressédo de CD31 também ndo
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos
investigados (p=0,175) (Tabela 3).

Figura 4. Expressao do anticorpo CD31.

£ i‘,’ 8t M o Whar ke, 17, ‘ 3‘1;-"*
Expressédo positiva em células mononucleadas (vide asterisco), células gigantes (vide seta) e em

microvasos (vide ponta de seta). (A) Leséo agressiva. (B) Lesdo ndo agressiva. Imunoistoquimica,
ampliacdo da imagem 400x.

A
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6.2.3 Analise do anticorpo CD105

A neoangiogénese foi quantificada nas LCCG por meio da DMV, a qual foi
determinada pela expressdo citoplasmatica positiva do CD105 nos microvasos.
Observamos ainda, marcacao positiva de células mononucleares e células gigantes
multinucleadas dispersas pelos espécimes (Figura 5). A forte expressao nas células
endoteliais indica uma possivel neoangiogénese proliferativa em atividade.
Supreendentemente, embora tenha sido encontrada uma maior expressdo de
CD105 nas lesdes agressivas (661,81 microvasos/mm?) quando comparadas as ndo
agressivas (541,10 microvasos/mm?), os resultados também ndo alcancaram

valores estatisticamente significantes (p=0,272) (Tabela 3).

Figura 5. Expressao do anticorpo CD105.

Expressdo positiva em células mononucleares (vide asteriscos), células gigantes (vide setas) e
vasos neoformados (vide ponta de seta). (A) Lesdo agressiva (B) Lesdo ndo agressiva.
Imunoistoquimica, ampliagdo da imagem 400x
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Tabela 3. Densidade microvascular (DMV) de CD31 e CD105 fornecidos em
mediana (Q25-Q75)

Agressivas N&o agressivas Valor de p®
(n=9) (n=29)

CD31 203,95 145,68 0,175
(147,76-229,97) (134,23-189,39)

CD105 661,81 541,10 0,272
(468,26-797,08) (378,77-728,41)

*Teste de Mann Whitney.

6.3 ANALISE DO ANTICORPO HISTONA H3.3 G34W

Nenhum espécime do total de LCCG investigadas neste estudo exibiu
expressdo positiva do anticorpo anti-Histona H3.3 G34W. Os controles positivos
(TCG) utilizados para avaliar a efetividade do anticorpo H3.3 apresentaram
expressao nuclear fortemente positiva, como pode ser observado pela figura 6A.

Figura 6. Expresséo do anticorpo histona H3.3 G34W.

Expresséo positiva em células mononucleares do TCG (A) Auséncia de expressdo na LCCG (B).
Imunoistoquimica, ampliacao da imagem 400x.

Apés realizado o teste de correlacdo de Spearman, ndo foi observada
correlacdo entre as variaveis clinico-radiogréficas e as expressfes dos anticorpos

angiogénicos.
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7 DISCUSSAO

As LCCG, classificadas como lesGes relacionadas ao 0sso, acometem 0SS0S
gnaticos e constituem um grupo especial de lesGes cuja etiopatogénese €
controversa na literatura, principalmente com relacdo ao seu potencial neoplasico ou
carater reacional proliferativo (VERED et al., 2006; REGEZI, 2004; PEACOCK et al.,
2012; ETOZ et al, 2019). Neste estudo foi investigado o carater vascular
(angiogénese e padrao vascular) dessas lesbes divididas em grupos de lesbes
agressivas e ndo agressivas, de acordo com os critérios propostos por Chuong et al.
(1986). Além disso foi investigada a possibilidade de mutacdo génica da histona
H3.3, comumente observada nos TCG. Interessantemente, foi observado que 0s
anticorpos WT1 e CD105, que sédo envolvidos no processo de angiogénese,
apresentaram expressao positiva para ambos os grupos de lesbes, entretanto, foi
observado uma tendéncia de maior expressdo do WT1 nas células mononucleares
de lesdes agressivas e do CD105 nos microvasos das lesdes consideradas
agressivas.

A expressao positiva do anticorpo WT1, tanto nas células mononucleares
como nas células gigantes multinucleadas, pode fortalecer a patogénese dessa
lesdo com base na angiogénese de carater neoplasico. O WT1 tem sido estudado e
identificado em lesbes vasculares proliferativas e tem um papel importante na
diferenciacdo de malformagbes e neoplasias vasculares (AL DHAYBI et al., 2010;
NETTO et al., 2012; GALFIONE et al., 2014). Al Dhaybi et al. (2010) analisaram 65
tumores vasculares e 61 malformacdes vasculares e observaram que todos os
tumores apresentavam expressao positiva para o WT1 e apenas 3 malformacoes
vasculares foram positivas ao anticorpo WT1. Estes dados fortalecem o potencial da
investigacdo dessa proteina para diferenciar lesées neoplasicas de malformacdes
vasculares e por que nao de lesdes reacionais proliferativas como observado por
Tokat et al. (2018) que avaliaram a expressao de WT1 em 20 amostras hiperplasia
angiolinféide com eosinofilia, das quais 19 foram positivas para WT1 possibilitando
inferir que esta lesdo na verdade é uma neoplasia vascular de natureza benigna.
Esta proteina pode também estar relacionada a uma transicdo descontrolada de
células epiteliais para mesenquimais e também possui um papel importante na
angiogénese por meio da regulacdo do VEGF (NETTO et al., 2012; GALFIONE et

al., 2014), a qual é expressa significativamente em células mononucleares conforme
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identificado por Matos et al.,, (2011). Até o presente momento, investigacbes
envolvendo a expressdo de WT1 em LCCG néo sao encontradas.

Nosso estudo evidenciou marcagéo positiva de WT1 em todas as amostras de
LCCG, tanto em células mononuclares como em células gigantes multinucleadas,
com maior expressao e escore DIC em células mononuclares de lesdes agressivas.
Estes dados pode ser representativos das atividades de angiogénese e proliferacao
vascular nessas lesdes. Apesar da maior expressao em células mononucleares, a
diferenca de expressao entre os grupos nao foi estatisticamente significativa
(p>0,05).

Com referéncia a expressdo do anticorpo CD31, que caracteriza o padrao
vascular (vasos maduros), o nosso estudo evidenciou que as lesdes agressivas e
nao agressivas apresentaram expressividade praticamente semelhante entre os
grupos. Sadri et al. (2019) avaliaram a expressao do CD31 em LCCG e lesbes
periféricas de células gigantes, e encontraram expressdo estatisticamente
significativa do CD31 nas LCCG. Diferente do nosso estudo, 0s autores nao
verificaram a associacdo entre a expressdo do CD31 e o comportamento biolégico
das lesdes. No nosso estudo, foi observado uma tendéncia de maior expressao nas
lesdes mais agressivas, todavia sem alcancar significancia estatistica (p>0,05). Este
resultado esta de acordo com os de Peacock et al. (2012) e El-Attar e Wahba
(2016), que também nado encontraram diferencas significativas entre as expressoes
de CD31 de lesdes agressivas e ndo agressivas. Nossos resultados indicam que,
apesar das LCCG agressivas possuirem uma maior densidade de vasos maduros, o
comportamento biolégico das LCCG nao pode ser diferenciado quando
consideramos apenas a expressao de CD31 e a densidade de vasos maduros
presentes nas lesdes.

Diferentemente do nosso estudo, Razavi e Yahyaabadi (2018), por meio da
avaliagédo imunoistoquimica da expressao de CD31 e Ki-67 em 25 LCCG agressivas
e 25 nado agressivas, indicaram existir uma relacdo positiva entre estes marcadores
com as caracteristicas clinicas e histopatolégicas das LCCG, e que o0
comportamento biolégico pode ser previsto com base na expressao de microvasos e
na proliferacdo de células fibroendoteliais. Os resultados mostraram uma diferenca
significativa na expressdo de CD31 entre lesbes agressivas e nao agressivas

(p=0,003), apresentando maior expressado em lesdes agressivas. O maior numero da
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amostra em relacdo ao nosso estudo pode ter contribuido para a diferenca
encontrada entre 0s grupos.

O CD105 é expresso em células endoteliais ativadas durante a angiogénese e
€ considerado um marcador endotelial mais preciso, quando comparado ao CD31,
por caracterizar vasos neoformados. (CARDOSO et al.,, 2009; ESHGHYAR et al.,
2011; ANDRADE-SANTOS et al., 2011; DEL CARMEN GONZALEZ-GALVAN et al.,
2016; NAIR et al., 2016).

A literatura carece de estudos investigando o CD105 em LCCG. H& apenas o
estudo de Falci et al., 2014, que avaliaram a expressao de FASN, CD34, CD105 e
D2-40 em lesdes periféricas e centrais de células gigantes. Avaliaram 13 LCCG e
observaram que 92% delas apresentavam vasos com expressado positiva para o
CD105, a qual evidenciou uma atividade angiogénica e de remodelacao tecidual nas
LCCG. Diferente do nosso estudo, nédo foi objetivo de Falci et al. (2014), comparar a
associacao dos anticorpos com o comportamento biolégico de lesGes agressivas e
nao agressivas das LCCG. A grande maioria dos estudos envolvendo a investigacao
do CD105 sdo em tumores sélidos como os carcinomas de mama, adenocarcinomas
de es6fago. No carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, o CD105
tem se mostrado um importante marcador progndstico e preditor de malignidade
(NAIR et al., 2016).

E importante ressaltar que, no nosso estudo, a expressdo do CD105 foi mais
elevada nas lesBes agressivas. Esses dados indicam um potencial de
neoangiogénese significativo para as LCCG e uma tendéncia de maior DMV para as
lesdes classificadas como agressivas, embora sem significancia estatistica.

Outro ponto investigado neste estudo foi a possibilidade de mutacédo génica
da histona H3.3 G34W nas LCCG. A literatura tem discutido a semelhanca entre as
LCCG e os TCG, tanto com referéncia ao comportamento biolégico quanto ao
padrdo histopatolégico. A grande questdo € se nao seriam lesbes semelhantes e
apenas com localizagcbes anatdomicas diferentes. Hoje é sabido com base em
diversos trabalhos (GOMES et al.,, 2014; PRESNEAU et al., 2015; AMARY et al.,
2017) que a mutacdo da histona H3.3 é frequente nos casos de TCG e nossos
resultados indicaram que do total de casos investigados de LCCG (n=38) nenhum
exibiu expresséo positiva para o anticorpo contra a histona H3.3 G34W e, portanto,
nao existe mutacdo da histona H3.3 nas LCCG, sejam elas agressivas ou nao

agressivas.
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Gomes et al. (2014), avaliaram a presenca de mutacao da histona H3.3 em 9
amostras de LCCG por meio de sequenciamento genético direto e ndo encontraram
a mutacdo em nenhuma LCCG. Da mesma maneira, Presneau et al. (2015)
investigaram 5 casos de TCG por meio do mapeamento completo do genoma e pela
analise genética direcionada para o rearranjo de H3F3A em 91 casos de TCG e 78
casos de LCCG. O mapeamento evidenciou mutacdo de H3F3A G34W nos 5 casos
de TCG e a analise genética direcionada encontrou mutagdo do mesmo gene em 83
dos 91 tumores analisados. Em contrapartida, nenhuma mutagéo foi encontrada na
andlise genética dos 78 casos de LCCG. Ja Amary et al. (2017) avaliaram a
mutacdo por meio de imunoistoquimica em 235 casos de TCG e em 99 casos de
LCCG e detectaram a alteragdo em 213 TCG (90,6%) e ndo observaram mutacgéo
em nenhum caso de LCCG.

Diante disto, nossos resultados indicam que a mutacdo da histona H3.3 néo
estd presente e, portanto, ndo possui papel na patogénese das LCCG e na
diferenciacdo entre lesdes agressivas e ndo agressivas. Levando em consideracao
nosso estudo e outros como os realizados por Gomes et al. (2014), Presneau et al.
(2015) e Amary et al. (2017), observamos que o anticorpo anti-Histona H3.3 G34W
possui um papel importante para diagnostico diferencial entre LCCG e TCG, por ser
especifico para o TCG e por utilizar um método mais acessivel e de menor custo
para o diagnéstico diferencial. Neste estudo foram utilizados dois casos de TCG
como controles, os quais foram fortemente positivos para a mutacao H3.3.

Com base em nossos resultados e na literatura pesquisada, pode ser inferido
gue as LCCG verdadeiras ndo apresentam a mutacdo da histona H3.3 e que casos
positivos localizados nos o0ssos gnaticos podem ser considerados casos de TCG
com localizagdo nao usual, ou seja, fora dos ossos longos conforme relatos de Sam
et al. (2017) e Scotto di Carlo et al. (2018).

Embora este seja o primeiro estudo avaliando o padrédo de angiogénese e
vascularizacédo das LCCG associado a investigacao da mutacéao da histona H3.3 em
lesdes agressivas e nao agressivas, consideramos como limitacdo do estudo o baixo
namero de amostras consideradas agressivas. A ampliacdo das amostras bem como
0 pareamento dos grupos considerando tempo de evolucéo, idade e localizacao
sejam fatores que poderao interferir nos resultados.

Com base portanto, em nossos achados, consideramos que a realizacédo de

mais estudos utilizando marcadores endoteliais e fatores pro-angiogénicos (bFGF,
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VEGF, TGF-a e TGF-B, TNFa, entre outros) sdo necessarios, uma vez que as
diferencas com base no comportamento biolégico pode evidenciar alvos terapéuticos
gue possam reduzir a morbidade dos tratamentos cirargicos, diminuir as recidivas,

reduzir custos e proporcionar melhor qualidade de vida aos individuos acometidos.



54

8 CONCLUSOES

Em sintese, devido a tendéncia de maior expressdo de CD105 quando em
relagdo a expressdo de CD31 em LCCG e a maior expressdo desses marcadores
em lesGes mais agressivas, além da expresséo alta de WT1 em ambos grupos de
lesdes, pode ser inferido que as LCCG séao lesdes de carater vascular neoplasicas
proliferativas.

A expresséo negativa da mutagéo da histona H3.3 para as LCCG, indica que
a mutacdo da histona H3.3 G34W ndo esta relacionada a patogénese das LCCG e
gue € lesédo distinta do TCG e que a eventual positividade da referida mutacdo em
0Ss0s gnaticos, na verdade caracterizaria a presenca de TCG em localizagdo nao
usual.

As expressdes positivas elevadas de CD105 e CD31 pode indicar futuros
alvos terapéuticos para tratamento com utilizacdo de terapias antiangiogénicas

possibilitando a reducéo de tratamentos cirlrgicos invasivos.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.179.567

Apresentagao do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Expressdo de marcadores angiogénicos e mutacional em Lesdo Central de Células
Gigantes: Correlacao clinico-patolégica.

Pesquisador Responsavel: Elismauro Francisco de Mendonga. Participantes:SERGIO ALVES DE OLIVEIRA
FILHO e ALLISSON FILIPE LOPES MARTINS.

CAAE: 04921218.8.0000.5083

Trata-se de um projeto de mestrado a ser desenvolvido no Laboratério de Imunoistoquimica da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Goids (FO/UFG). A casuistica consistira de 38 lesdes centrais
de células gigantes (LCCG) diagnosticadas previamente por meio de exames clinico-radiografico e
anatomopatolégico. Os blocos contendo as lesdes a serem submetidas a imunoistoquimica serdo obtidos do
arquivo de blocos do Laboratério de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia. Apés a pesquisa,os
blocos contendo as amostras serdo devolvidos ao seu local de origem. Os dados clinicopatol6gicos e
demograficos serdo coletados dos registros em prontuarios e dos exames de imagens, apds autorizagcdo de
acesso ao arquivo, para classificar as lesdes em agressivas e ndo-agressivas. Os dados coletados serdo
armazenados pelo pesquisador responsavel e somente a equipe envolvida no estudo terd acesso aos
mesmos. Os casos selecionados serdo numerados, néo identificando os participantes da pesquisa. Para
todas as amostras selecionadas serédo levantadas as imagens radiograficas que permitiram o diagndstico
radiografico das LCCG e sera investigado a extensdo e tamanho da lesdo, o envolvimento dentario,
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presenca de reabsorgéo radicular, presenca de reabsor¢do éssea, rompimento de cortical, septagdo ou nao
no interior da lesé@o, presenca ou auséncia de lamina dura periodontal. Estes dados, associados aos dados
clinicos, contribuirdo para a classificagéo das lesées em agressivas e ndo agressivas.

O projeto sera desenvolvido com recursos préprios da Faculdade de Odontologia/UFG (material

permantente) e também verba de pesquisas anteriores ja realizadas pela instituicdo (material de consumo).

Estima-se um valor de R$ 45.318,80 para o desenvolvimento do projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar e comparar o perfil angiogénico e vascular em LCCG agressivas e ndo-agressivas, e verificar a
presenca de mutacéo do gene H3F3A em ambos 0s grupos.

Objetivo Secundario:

Investigar a expressao, por meio da imunoistoquimica, dos marcadarores de vascularizagdo CD105, CD31 e
WT-1 em lesdes agressivas e ndo agressivas;

Investigar a expressdo, por meio da imunoistoquimica, de H3.3 mutada em lesdes agressivas e nédo
agressivas;Correlacionar a expressdo de marcadores angiogénicos mutacional com o comportamento
biolégico das lesdes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Os pesquisadores relatam que ndo ha riscos aos individuos participantes da pesquisa, uma vez que se trata
de um estudo longitudinal retrospectivo. Eles garantem o sigilo ao realizar a pesquisa nos blocos de parafina
e nos prontudrios.

Beneficios

Diante do conhecimento existente sobre LCCG, algumas lacunas importantes podem ser evidenciadas como
a falta de concordancia dos estudos sobre a caracterizagdo do aspecto vascular na LCCG, a pouca
evidéncia sobre a correlacdo entre marcadores angiogénicos e o comportamento biolégico da lesdo, além
da existéncia ou ndo de mutacédo genética na LCCG ainda pouco explorada na literatura. A resposta a estas
lacunas ainda néo esclarecidas podera contribuir para ampliar o conhecimento da LCCG. Contribuir para a
indicacdo de terapias menos agressivas por meio de anti-angiogénicos, diminuindo a morbidade do
tratamento realizado. Este trabalho sera o primeiro a avaliar a expressdo de WT1, CD31 e CD105
conjuntamente na LCCG e a correlacionar com a agressividade das lesdes, além de verificar a presenca ou
ndo de mutacéo da proteina
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histona H3.3 em LCCG agressivas e nao agressivas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante e factivel.

Todos os documentos estdo apresentados de forma adequada.

No projeto de pesquisa e nas informagdes basicas da pesquisa pede-se a dispensa do TCLE, uma vez que
serdo utilizadas amostras emblocadas e ndo havera coleta de material biolégico. Ademais, é garantido o
sigilo nas pesquisas dos prontuarios e, estes, serdo identificados por nimeros e somente a equipe da
presente pesquisa terd o acesso as informacgoes.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

PB INFORMAGCOES BASICAS DO PROJETO 1278903.pdf; PROJETO DE MESTRADO SERGIO
ALVES.docx;TERMO DE COMPROMISSO.jpeg; TERMO DE ANUENCIA.jpeg e FOLHA DE ROSTO.pdf.
O protocolo de pesquisa esta devidamente apresentado pelos documentos elencados.

A folha de rosto esta devidamente assinada e com o carimbo da diretora da Faculdade de Odontologia da
UFG e consta 38 participantes.

O termo de compromisso estd assinado pelo coordenador e participantes da pesquisa; e devidamente
elaborado.

Quanto ao termo de anuéncia estd assinado pela diretora da Faculdade de Odontologia/lUFG e com a
ciéncia de que a coleta de dados acontecera de fevereira a junho de 2019.

No arquivo do projeto consta o inico da parte pratica (selecdo dos blocos e demais atividades praticas)em
abril de 2019 e término em novembro de 2019.

Nas informagdes basicas do projeto consta que a qualificagdo ocorrera em julho de 2019.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Considera-se a presente pesquisa aprovada, s.m.j. deste comité de ética em pesquisa. No entanto, o
pesquisador devera colocar uma cépia dos resultados dos exames nos prontuarios de cada paciente.
Devera também incluir uma declaragé@o no relatério final, desta pesquisa de que os resultados foram
anexados a cada prontudrio dos participantes da pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolucdo CNS n. 466/12 e
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Resolucdo CNS n. 510/16. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias apds o encerramento da

pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1278903.pdf 17:19:19
Projeto Detalhado / |PROJETO_DE_MESTRADO_SERGIO_| 19/12/2018 |Elismauro Francisco | Aceito
Brochura ALVES.docx 17:18:00 |de Mendonca
Investigador
Declaracéo de TERMO_DE_COMPROMISSO.jpeg 19/12/2018 |Elismauro Francisco | Aceito
Pesquisadores 17:16:39 _[de Mendonca
Declaracéo de TERMO_DE_ANUENCIA jpeg 19/12/2018 |Elismauro Francisco | Aceito
Instituicdo e 17:14:56 | de Mendonca
Infraestrutura
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 19/12/2018 |Elismauro Francisco | Aceito

17:13:42 | de Mendonca

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 01 de Margo de 2019

Assinado por:
Jodo Batista de Souza
(Coordenador(a))
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