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1. INTRODUCAO

O granuloma central de células gigantes (GCCG) é definido como uma leséo
benigna intradssea da mandibula. Sua localizacdo mais comum é na por¢ao anterior
da mandibula, afetando particularmente mulheres com menos de 30 anos
(VERED;WRIGHT, 2022). Embora sua etiologia permaneca incompletamente
compreendida, o0 GCCG ocasionalmente exibe comportamento osteolitico agressivo,
resultando em dor, crescimento rapido, grande inchaco, reabsorcdo radicular,
perfuracéo cortical e deslocamento dentario (CHUONG et al., 1986; VERED;WRIGHT,
2022). O exame histopatoldgico revela uma proliferacdo ndo encapsulada de células
mononucleares fusiformes e poligonais acompanhadas por células gigantes
multinucleadas de osteoclastos em um cenéario vascular. Extravasamento de
eritrocitos e pigmento de hemossiderina sao frequentemente observados, bem como
formacao de osteoides (VERED; WRIGHT, 2022).

Ja o granuloma periférico de células gigantes (GPCG) é uma lesao reativa
localizado fora do osso, comumente encontrado na gengiva ou na mucosa da crista
alveolar (VERED; WRIGHT, 2022). Normalmente, surge devido a irritacdo local do
mucoperiosteo ou da por¢ao coronal do ligamento periodontal, com maior incidéncia
na mandibula em comparacao a maxila (VERED; WRIGHT, 2022). GPCG néo exibe
predilecdo significativa entre sexo e se manifesta em uma ampla faixa etaria (LESTER
et al., 2014). O exame histopatoldgico revela uma proliferacdo ndo encapsulada de
células mononucleares fusiformes e poligonais, acompanhadas por células
multinucleadas de osteoclastos, inseridas em um fundo vascularizado,
frequentemente caracterizado por hemorragia abundante. Além disso, depdsitos de
pigmento de hemossiderina e 0sso imaturo sdo comumente observados (VERED;
WRIGHT, 2022).

Invadopddios sdo estruturas celulares invasivas baseadas em actina que
residem na superficie celular e tém a capacidade de perfurar a matriz extracelular
subjacente (ECM), degradando-a enzimaticamente. Essas estruturas estéao
implicadas em varios processos fisiologicos e patologicos, incluindo a remodelacao
de tecidos e invasdo metastatica (REVACH et al., 2020). Apesar dos avancos, 0S
mecanismos que definem a formacgéo do invadopddio permanecem incompreendidos
na sua totalidade (REVACH et al., 2020). No entanto, € reconhecido que a via da
tirosina quinase e proteinas relacionadas a organizacao do citoesqueleto de actina,
como a tirosina quinase 4 (TKs4), tirosina quinase 5 (TKs5) e cortactina,
desempenham papéis essenciais na génese desses alongamentos protrusivos da
membrana celular (MITRE et al., 2021; REVACH et al., 2020). A cortactina € uma
proteina citoplasmatica de ligacdo que realiza o rearranjo e a polimerizacdo do
citoesqueleto de actina (DA SILVA et al., 2022; MITRE et al., 2021). Ja a TKs5 preside
os alongamentos de invadopddio e regula a atividade proteolitica associada a
cortactina (RIBEIRO et al., 2016). A TKs4 recruta a metaloproteinase de matriz tipo 1
da membrana (MT1-MMP), iniciando assim a degradacao e invasao da matriz (MITRE
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et al., 2021). A polimerizac&o continua do citoesqueleto de actina € hipotetizada para
empurrar a membrana do invadopodio para fora e facilitar sua penetracdo na MEC
vizinha (REVACH et al., 2020).

Assim, dadas suas caracteristicas histopatolégicas compartilhadas e o
potencial para comportamento invasivo no GCCG, este estudo visa comparar a
imunoexpressdo das principais proteinas relacionadas aos invadopddios —
cortactina, TKs4, TKs5 e MT1-MMP — entre amostras de GCCG e GPCG, com o
objetivo de contribuir para a compreenséo de seu comportamento distinto.

2. METODOLOGIA

Foi realizado um estudo transversal multicéntrico envolvendo os casos de GCCG
e GPCG das instituicbes Universidade Federal de Pelotas, através do Centro de
Diagnéstico das Doencas da Boca, Universidade Centro de Patologia Oral e
Maxilofacial do Para e da Universidade Federal do Para.

As laminas de 30 amostras de GCCG e 12 amostras GPCG foram
desparafinizadas em xilol antes de serem hidratadas em solucfes decrescentes de
etanol. Elas foram entdo submersas em uma mistura 1:1 de 6% de peréxido de
hidrogénio e metanol por 20 minutos para bloquear a atividade da peroxidase
enddgena. A recuperacdo do antigeno foi realizada em uma camara de presséo
Pascal (Dako) por 30 segundos em tampao citrato (pH 6,0). Sitios de ligacdo nao
especificos foram bloqueados por 1 hora em solucéo salina tamponada com fosfato
com 1% de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich). Tecidos de GCCG e GPCG foram
tratados por 1 hora com Anti-TKS5 primario (1:100; Sigma), Anti-cortactina (1:50;
Sigma), Anti-TKS4 (1:25; Biorbyte ) e Anti-MT1-MMP (1:25; R&D Systems). O sistema
de deteccédo EnVision + (Dako) foi usado para incubar as laminas por 30 minutos.

O cromogeno foi diaminobenzidina (DAB; Dako). Apds coloracdo com
hematoxilina de Mayer (Sigma), as laminas foram montadas com Permount (Fisher
Scientific). Amostras de carcinoma espinocelular oral foram usadas como controle
positivo. Como controle negativo, o anticorpo primario foi substituido por soro néo
imune.

O software ImageJ (NIH) foi usado para avaliar a imunocoloracédo. A andlise
semiautomética de imagens foi realizada em cinco fotos obtidas aleatoriamente da
regiao epitelial de cada amostra e salvas no formato TIFF. De acordo com Shu et al.
(2016), o plugin IHC Toolbox foi usado para identificar a cor da coloracdo DAB, que
pode ser usada de forma eficiente para avaliar materiais corados imuno-
histoquimicamente. Para esta investigacao, o modelo de deteccao de pixel marrom foi
modificado. As fotos séo transformadas em arquivos de 8 bits quando o computador
reconhece a coloracéo causada pela reacao DAB. A intensidade média dos pixels em
tons de cinza é entdo mostrada usando inversao de cores, que gera uma porcentagem
de marcacado por area, permitindo comparagcdes. A quantificacdo foi realizada em
células gigantes multinucleadas (CGM) e separadamente em células mononucleadas
fusiformes e poligonais (SPMC) que circundam células gigantes multinucleadas.

O software GraphPadPrism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi
utilizado para avaliar os dados coletados. A distribuicdo dos dados foi confirmada
usando o teste de Shapiro-Wilk. Quando a distribuicdo era paramétrica, o teste t de
Student foi usado para comparar as diferencas entre os grupos de estudo; em
distribuicbes ndo paramétricas, o teste de Mann-Whitney foi empregado. A
significancia estatistica foi definida como um valor de p de 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



UFPEL 2024

4 10° SIIEPE , , )
,)}!W BN NTEGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

Comparando a imunoexpressao entre as CGM e SPMC de GCCG e GPCG
foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) nas CGM de
cortactina, MT1-MMP, TKS4 e TKS5 e nas SPMC apenas em cortactina e TKS5.

De acordo com Mitre et al. (2021), as quatro proteinas avaliadas séo
provavelmente as mais significativas na ligacéo cruzada da atividade do invadopadio.
Dos 30 casos avaliados com GCCG, 23 (76,66%) eram mulheres e 7 (23,33%) eram
homens, com média de idade de 33,7 anos; a média de idade é ligeiramente superior
a da literatura, mas préxima, mostrando também a alta prevaléncia de lesdes centrais
em mulheres (CHRCANOVIC et al., 2018). Nas GPCG, 6 casos eram homens (50%)
e 6 eram mulheres (50%), com média de idade de 31,08 anos.

Lesbes tumorais compreendem um microambiente celular heterogéneo e
componentes nao celulares, sendo esse conjunto denominado de microambiente
tumoral (POLTAVETS et al., 2018). Devido ao aumento da expressao de proteinas no
GCCG, acredita-se que o aspecto intradsseo dessas lesbes favoreca a criagcdo de um
ambiente que induza essa exacerbacao.

A cortactina atua na conjugacdo de varias proteinas necessarias para a
montagem dos invadopodios em seu local de inicia¢do, porque participa da montagem
do nucleo invadopodial, onde por meio de seu recrutamento sustentara Arp23, Cofilina
e N-WASP na membrana (MADER et al., 2011). A maior expressao da cortactina em
CGM e SPMC em GCCG pode contribuir para a destruicdo local da leséo,
aumentando sua expressao no local da invasdo. A superexpressao dessa proteina em
algumas lesbdes odontogénicas (DA SILVA et al., 2022; RIBEIRO et al., 2016), assim
como nhas avaliadas em CGM e SPMC possivelmente ajudam a elucidar o
comportamento destrutivo local da GCCG.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo a familia mais importante de
enzimas na clivagem e degradacdo de todos os componentes da matriz extracelular
e pericelular e na geracdo de moléculas bioativas (BAUVOIS, 2012). Dada sua
importancia na formacdo dos invadopddios e na degradacdo da matriz extracelular,
bem como sua presenca em varias patologias odontogénicas que exibem
comportamento destrutivo local, a expressdo de MT1-MMP em CGM nos GCCG pode
ajudar a explicar o seu comportamento clinico semelhante.

As proteinas adaptadoras TKs sédo reguladoras essenciais de varios processos
fisioldgicos e patolégicos, atuando como estruturas que aproximam a membrana e 0s
componentes celulares de estruturas como podossomos e invadopddio. A TKS5 atua
como precursora da formacéo de invadopddio, mediando a invasdo celular (SAINI;
COURTNEIDGE, 2018). Também, atua como uma proteina de andaime para
polimerizacdo de actina, recrutando Nckl e Nck2, mediando a ativacdo de NWASp e
Arp2/3 (STYLLI et al., 2009). Além disso, facilita a geracdo localizada de espécies
reativas de oxigénio (ROS), aléem de promover a localizacdo e ativacao de proteases
no invadopddio (SAINI; COURTNEIDGE, 2018). J& a TKS4 é responsavel pela
localizagéo, secrecdo e estabilizacdo de MT1-MMP, promovendo a protedlise da
matriz extracelular e mediando a invaséo tumoral (COURTNEIDGE, 2012). Em nosso
estudo, a diferenca estatistica na TKS4 foi apenas nas CGM, enquanto na TKS5 foi
nas CGM e SPMC. Esse aumento estatisticamente maior nas GCCG em comparacao
a GPCG é possivelmente explicado pelos diferentes comportamentos biolégicos das
duas patologias.

4. CONCLUSOES

A analise imunohistoquimica mostrou evidéncias preliminares de um aumento

estatisticamente significativo na expresséao de cortactina (CGM, SPMC), TKS4 (CGM),
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TKS5 (CGM, SPMC) e MT1-MMP (CGM) em GCCG, o que provavelmente ajuda a
explicar o comportamento bioldgico dessas lesdes.
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