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RESUMO

Proposicao: Avaliar a expressdo de Receptores de Fator de Crescimento Epidérmico
(EGFR) nos remanescentes do epitélio odontogénico em foliculos pericorondrios e em
amostras de mucosa bucal normal e sua relagdo com a génese de cistos e tumores
odontogénicos. Materiais e Métodos: 20 foliculos pericoronarios de terceiros molares
inferiores, completamente retidos, de pacientes com idade média de 18 anos e 16 amostras
de mucosa bucal destes pacientes foram selecionadas e analisadas pelo método da
imunohistoquimica com mAb anti-EGFR. Nos foliculos pericoronarios, os campos que
apresentaram remanescentes do epitélio odontogénico em forma de ilhas ou epitélio
reduzido do 6rgdo do esmalte foram capturados e analisados qualitativamente quanto a
distribuicao da localizagdo do receptor e, comparados a mucosa bucal normal. Foram
utilizados, para comparacdo, os testes ndo paramétricos de Friedman e Kruskal- Wallis
(p<0,05). Resultados: As mucosas bucais apresentaram 100% de marcacdo de membrana
e citoplasma nas camadas proliferativas. Nos foliculos pericorondrios, os campos de
epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte apresentaram 63,3% de marcacdo concomitante de
membrana e citoplasma e 36,7% de marcacdo citoplasmatica. Nas ilhas dos remanescentes
epiteliais da odontogénese a distribui¢dao se deu 52% na porcao citoplasmatica das células,
47,3% na membrana e citoplasma e 0,7% das ilhas apresentaram marcacdo de membrana.
Conclusdes: A expressdo de EGFR, observada na membrana e no citoplasma das células
epiteliais das camadas proliferativas de todas as mucosas bucais normais, pode ser
considerada como padrao fisioldégico. Todas as células remanescentes epiteliais da
odontogénese apresentaram imunoreatividade para o mAb anti-EGFR, havendo variagdes
na expressao do EGFR, podendo estas diferengas estar relacionadas ao desenvolvimento de
cistos e tumores odontogé€nicos. A distribui¢do da localizagdo celular da expressdo do
EGFR ¢ importante na andlise da imunoreacao; pois, representam diferentes estados de

responsividade celular.

PALAVRAS- CHAVE:

Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico; EGFR; Foliculo Pericoronario; Cistos e

Tumores Odontogénicos.
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ABSTRACT

Proposition: To evaluate the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) expression in the
pericoronary follicle and in normal oral mucosa and its relationship in genesis of Cysts and
Odontogenic Tumours. Materials and Methods: Twenty pericoronary follicles of
impacted third inferior molars and 16 samples of normal oral mucosa were selected of
patients with mean age of 18 years. The pericoronary follicles and normal oral mucosa
samples were analyzed by the immunohistochemistry method with mAb anti-EGFR. All
the fields of the pericoronary follicles with rests of the odontogenic epithelium like islands
or reduced epithelium of the enamel organ were captured and analyzed. It was considered
the distribution of the receptor location that was compared to the normal oral mucosa.
Friedman and Kruskal - Wallis tests were used for statistical analyses, at a 5% significance
level. Results: The normal oral mucosa showed 100% of membrane and cytoplasm
staining in the proliferatives layers . In the pericoronary follicles, the fields with reduced
epithelium of the enamel organ showed 63,3% of both membrane and cytoplasm staining
and 36,7% of citoplasmatic staining. In the islands of the epithelial rests of the
odontogenese, the distribution of the receptor location in the cells was 52% in the
cytoplasm, 47,3% in both membrane and cytoplasm and 0,7% only in membrane.
Conclusions: The anti-EGFR expression in the membrane and cytoplasm of the epithelial
cells of the proliferative layers of normal oral mucosa suggests a physiologic pattern. All
odontogenic epithelial rests showed immunohistochemistry detection of mAb anti-EGFR.
The EGFR expression differed in the odontogenic epithelial rests. The EGFR expression
difference can be related to the development of cysts and odontogenic tumors. The
distribution of cellular location of the EGFR expression is important in the

immunohistochemistry analysis, because suggests different degree of cellular excitability.

KEYWORDS

Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR; Pericoronary Follicle; Odontogenic Cysts and

Tumours
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“ Surpreender- nos por algo
¢ o primeiro passo da mente

até o descobrimento.”
Louis Pasteur
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INTRODUCAO

O foliculo pericoronario ¢ uma cobertura organica formada por tecido
conjuntivo fibroso e remanescentes do epitélio odontogénico em forma de ilhas ou
corddes, além do epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte. Esta estrutura permanece sobre a
coroa dentaria até a erupgao dos dentes.

Os remanescentes epiteliais da odontogénese tém relacdo direta com a
formagdo de cistos e tumores de origem odontogénica. A eventual proliferacdo destes
restos epiteliais pode resultar na formacdo de patologias como o Cisto Dentigero,
Ceratocisto e Ameloblastomas.

Em pacientes que apresentam dentes inclusos, o foliculo pericoronario ¢
mantido por mais tempo, isso ocorre, na maioria das vezes, em terceiros molares. Apesar
da permanéncia dos remanescentes do epitélio odontogénico sobre a coroa destes dentes, a
minoria dos pacientes desenvolverdo cistos ou tumores.

A proliferacdo das células epiteliais tem sido relacionada & presenca de fatores
de crescimento como o EGF e o TGF-a. Proteinas presentes na matriz, estes fatores so sao
capazes de ativar uma célula quiescente na presenca do receptor especifico, o Receptor de
Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR).

A ativacdo do EGFR promove o desencadeamento de uma cascata de

fosforilagdo de proteinas, que permite que a sinalizagdo recebida seja transduzida e



transmitida até o nucleo, resultando na proliferacdo celular. Mais recentemente, a
expressao de receptores de fator de crescimento tem sido verificada e associada a varias
neoplasias de origem epitelial.

Com base nestas informagdes, o objetivo deste estudo ¢ avaliar a expressdo de
Receptores de Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) nos remanescentes epiteliais de
Foliculos Pericoronarios comparados a amostras de mucosa bucal normal, verificar sua

distribuigdo e relacionar a possivel formagao de cistos e tumores odontogénicos.

29



“ Se vi mais longe do que outros,
¢ porque estava apoiado

nos ombros de gigantes.”
Sir Isaac Newton
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1. REVISAO DE LITERATURA

O processo fisiologico da odontogénese resulta na permanéncia de uma
cobertura organica pericoronaria (foliculo pericorondrio) sobre a superficie do esmalte até
a erupgao do dente na cavidade bucal (BRITO, 1998; Mc DONALD, AVERY, 2001).

Os foliculos pericorondrios representam a estruturacao final dos remanescentes
celulares participantes da formagdo do esmalte: epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte,
perifericamente localizado em relagdo a coroa dentdria, membrana de tecido conjuntivo
fibroso, que o suporta e nutre, e remanescentes da ldmina dentaria em forma de corddes e
ilhas epiteliais (SMALL, 1955; EISENMAN, 1988; KRAMER et al., 1992; KIN, ELLIS,
1993; RAKPRASITKUL, 2001).

Quando a formagdo da coroa dentaria ocorre, o numero de ameloblastos
diminui e contata o estrato intermediario e o epitélio externo do 6rgdo do esmalte, os quais
se fusionam para formar o epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte (Mc DONALD, AVERY,
2001).

Os foliculos pericorondrios tém papel central no processo de erup¢do dentaria
(MARKS, CAHILL, 1984; WISE, MARKS, CAHILL, 1985; WISE et al., 2002)
influenciando, se ndo, coordenando o processo (CAHILL, MARKS JR., 1980; PAIVA,

CIAMPONI, 1998).



Nos dentes que ndo erupcionaram, principalmente terceiros molares (LICHT,
1977, SHAFER, HINE , LEVY, 1987; ZANINI, 1990; GRAZIANI, 1995), os foliculos
pericorondrios permanecem por um periodo maior de tempo. Estes, segundo alguns
autores, apresentam altos indices de degeneracdes cisticas no 6rgdo do esmalte (EBLING
et al., 1977, MATTOUT, RACHLIN, 1978; SHEAR, 1994; BRITO, 1998), podendo, a
partir destas degeneragdes, desenvolverem uma neoplasia (STANLEY, DIEHL, 1965;
ANGEOPOULOS et al., 1966; STOELINGA, 1976; LICHT, 1977; GUVEN, KESKIN,
AKAL, 2000).

Os remanescentes epiteliais da odontogénese, presentes nos foliculos
pericorondrios; variam em quantidade, dependendo da localizagdo anatomica (DIAZ,
ALFONSO, ALONSO, 1986) e do tempo de retencdo (STANLEY et al, 1965;
CONSOLARO, 1987; MORESCO, 1997). Apesar disso, mantém-se capazes de, quando
estimulados, proliferar (YAMASAKI, PINERO, 1989; HOU et al., 1999) podendo dar
origem a cistos e tumores odontogénicos.

Malassez (1885) ¢ descrito na literatura como o primeiro autor a estudar e
relacionar o papel dos remanescentes do epitélio odontogé€nico, presentes no foliculo
pericorondrio, na etiopatogenia dos cistos e tumores odontogénicos.

A participagdo dos restos epiteliais na génese de neoplasmas (STANLEY et al.,
1965; LUCAS, 1984; HOLMLUND et al., 1991; GUVEN, KESKIN, AKAL, 2000) ocorre,
porque estas células conservam em laténcia toda sua potencialidade tecidual, sendo
capazes de originar tumores frente a fatores desconhecidos, geralmente em presenca de
inflamac¢do cronica (CONKLIN, STAFNE, 1949; ANGEOPOULOS et al., 1966; BRADY
et al., 1970; NICKOLAYCHUK et al., 2002); passando a uma atividade proliferativa

semelhante a que apresentavam na época de formagdo da lamina dentédria e do 6rgdo do
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esmalte (STOELINGA, 1976; EBLING et al., 1977; MJOR, FEJERSKOV, 1990; SHEAR,
1994; HAMAMOTO et al., 1998).

Barbachan (1991) relata que o terceiro molar mandibular é o dente mais
freqlientemente envolvido na formagao de Cistos Dentigeros (RAKPRASITKUL, 2001).
Laskin (1971) cita que ha registros de Ameloblastomas e de Carcinomas originados das
paredes destes cistos. A faixa etaria de maior ocorréncia dos Cistos Dentigeros e do
Ameloblastoma encontra-se entre os 20 ¢ 30 anos (EBLING et al., 1977), ndo apresentando
diferenca na incidéncia quanto ao sexo e a raca (SMALL, 1955; STANLEY, DIEHL,
1965).

Ebling et al. (1977) e Hamamoto et al. (1998), induziram experimentalmente a
formagao de tumores odontogénicos a partir dos restos epiteliais de Malassez, sob o efeito
de substincias carcindgenas, comprovando a capacidade de tais remanescentes se
diferenciarem quando estimulados. A partir da estimulagdo, o0s remanescentes,
apresentaram potencial na formagdo de ductos, estruturas do 6rgdo do esmalte, deposigao
de material eosinofilico e presenga de metaplasia escamosa.

Estudando histologicamente 150 membranas pericoronarias de terceiros
molares ndo irrompidos, Barroso et al. (1985) verificaram maiores altera¢des inflamatdrias
em foliculos de individuos concentrados na segunda e terceira décadas de vida (82%) e que
tais alteragdes aumentam com o passar do tempo. Relataram também a diminui¢cdo da
membrana pericoronaria normal a medida que a idade aumenta.

Shafer, Hine e Levy (1987) relatam que os cistos e tumores odontogénicos sao
derivados dos tecidos odontogénicos e constituem um grupo de lesdes extremamente
variado. Isto reflete o desenvolvimento complexo das estruturas dentérias, uma vez que tais
lesdes sao derivadas do epitélio associado ao desenvolvimento do 6rgao dentario, ou seja,

de uma das seguintes fontes: epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, restos epiteliais de
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Malassez, remanescentes da lamina dentaria ou da camada basal do epitélio bucal
(GRUPE, TEN CATE, ZANDER, 1967; BRADY et al., 1970; TEN CATE, 1972;
YAMASAKI, PINERO, 1989; NICKOLAYCHUK et al., 2002).

Para que se compreenda melhor o processo fisioldogico e a participagdo da
odontogénese em situacdes patoldgicas como cistos e tumores, tem se estudado a
diferenciagdo e a proliferagdo celular, o envolvimento genético, os produtos secretados e os
componentes da matriz extracelular durante as fases que a compdoem. (MAIN, 1970;
ARAUJO, ARAUJO, 1984; BIDWELL et al., 1995; WALDRON, 1995; BRITO, 1998;
TOMMASI et al., 2000; WISE et al. 2002).

Interagdes entre o epitélio e o conjuntivo adjacente estdo envolvidas na
regulagdo do crescimento e da diferenciacdo celular durante o desenvolvimento normal do
dente (CAHILL, MARKS, 1980; THOMAS, KOLLAR, 1989; WISE, LIN, ZHAO, 1995;
COLETTA et al., 1997, THESLEFF, ABERG, 1999; PETERS, BALLING, 1999) ¢ na
génese de cistos e tumores odontogénicos (HEIKINHEIMO et al., 1991;
NICKOLAYCHUK et al., 2002).

Os complexos comportamentos celulares, como a homeostase ou a
proliferacdo, sdo geralmente estimulados por combinagdes especificas de sinais € ndo por
um unico sinal atuando sozinho. A célula deve integrar a informagdo proveniente de sinais
a fim de construir uma resposta apropriada — viver ou morrer, proliferar ou permanecer em
repouso. As células respondem seletivamente aos estimulos que chegam até elas, esta
especificidade ¢ adquirida através da especializagdo celular progressiva durante o
desenvolvimento. Sendo assim, uma célula pode ser programada a responder a um grupo
de sinais através da diferenciagdo, a outro grupo através da proliferagdo, a outro exercendo
uma funcdo especializada ou a morte programada (Apoptose) quando ndo estiver

recebendo a sinalizagdo de que necessita para a sobrevivéncia (ALBERTS et al., 1997).
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A biologia molecular incluida na bioquimica, na citologia ultraestrutural, na
fisiologia e na genética, nos fornece instrumentos para estudar os sinais envolvidos em
situacdes biologicas normais e patoldgicas da cavidade bucal (GAO et al., 1989;
COLETTA et al., 1997; PAIVA, CIAMPONI, 1998; PETERS, BALLING, 1999;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2000). Buscando entender os processos moleculares
relacionados com o metabolismo, desenvolvimento e proliferacdo tecidual, obtém-se
conhecimentos mais detalhados da etiopatogenia de tais tumores.

As técnicas de imunohistoquimica, utilizadas no estudo da biologia celular, se
baseiam na marcagdo de estruturas pela acdo de anticorpos especificos, permitindo a
identificagdo de componentes protéicos de células ou tecidos, representando um valioso
método auxiliar no diagnostico em histopatologia, permitindo uma melhor caracterizagao
das células, agentes infecciosos e outras moléculas em relagdo a histoquimica convencional
(TRUE, 1990).

Estudos imunohistoquimicos com PCNA, Ki-67, p-53, FGF-1, FGF-2 ¢
histoquimicos com AgNOR foram utilizados para analisar ¢ comprovar a capacidade
proliferativa do epitélio em cistos e tumores odontogénicos (T-J LI, BROWNE,
MATTHEWS, 1994; SLOOTWEG, 1995; MUNERATO et al., 2000; DE PAULA et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2001; SO et al., 2001).

A proliferagdo e o desenvolvimento celular, na grande maioria das vezes,
ocorre quando um sinal chega até a célula e encontra um receptor especifico em sua
membrana, que permite a tradugdo e transducdo deste sinal para o interior do citoplasma,
resultando em alteragdes nucleares (gé€nicas) ou comportamentais da célula. Receptores
sdo, na maioria das vezes, proteinas transmembrana da superficie da célula alvo. O modo
como cada célula responde ao seu ambiente externo varia, dependendo do grupo de

proteinas receptoras e de toda a maquinaria celular que deve responder a este sinal. Cada
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tipo celular tem grupos caracteristicos de proteinas alvo, o que permite a célula efetuar
respostas proprias aos mediadores intracelulares, que podem ativar cascatas sinalizadoras e
potencializar estes sinais recebidos (ALBERTS et al., 1997).

Virias das substancias identificaveis, implicadas no processo de proliferacao e
crescimento celular normal, estdo também relacionadas a génese de cistos (GAO et al.,
1989; SO et al., 2001; NICKOLAYCHUK et al., 2002) e neoplasias humanas (IBRAHIM
et al., 1999; O-CHAROENRAT et al., 2002b), entre elas os fatores de crescimento
(COHEN, 1965; WAKULICH et al., 2002) e seus receptores (GREEN et al., 1983; TUCCI
et al., 1998; SRIVASTAVA et al., 2001; O-CHAROENRAT et al., 2002%; JORISSEN et
al., 2003).

Em geral, ligacdes entre sinalizadores extra-celulares (mitogenos, hormdnios,
citocinas, neurotransmissores e fatores de crescimento) e os seus receptores de membrana
ativam uma série de reacdes dentro da célula como a liberacdo de Ca ** do reticulo
endoplasmatico liso, mudangas na concentragdo de AMP ciclico, metabolismo de lipidios e
fosforilagdo de proteinas (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2000). Ativadores mitogénicos
proteinoquinases, capazes de ativar as proteinas a partir da adi¢cdo de grupamentos fosfato,
desencadeiam cascatas sinalizadoras intracelulares (MAP quinases) (SEAMAN, BURD,
EMR, 1996; JOSEPH et al., 2001; BRUGGEMAN et al., 2002; NICKOLAYCHUK et al.,
2002) que amplificam os sinais e estimulam células quiescentes a entrarem no ciclo celular
(RAFFERTY, FENTON, JONES, 2001).

As MAP quinases (MAPKSs) sdo responsaveis pela manutengao da homeostase
das células em condigdes normais. Uma vez interrompido este equilibrio, devido a
instabilidade genética, que usualmente ocorre nas células tumorais, o balango entre a
proliferacdo e a morte celular ¢ mudado. Como resultado as células perdem sua funcao

normal (MISHIMA, INOUE, HAY ASHI, 2002).
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Os fatores de crescimento regulam a proliferagao celular através de uma rede
complexa de cascatas bioquimicas que, induz a transcrigdo gé€nica pela ativagdo de cascatas
de fosforilagcdo. Sao conhecidas diversas proteinas que atuam como fatores de crescimento,
liberadas por varios tipos celulares (ALBERTS et al., 1997, MURRAY et al., 1999). Para
cada tipo de fator de crescimento hd um receptor especifico (RAFFERTY, FENTON,
JONES, 2001), o qual algumas células expressam em sua superficie e outras nao.

Dentre os fatores de crescimento relacionados com a proliferagdo, crescimento
e diferenciagdo das células epiteliais, os melhores caracterizados e mais estudados sdo o
Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) e o Fator de Crescimento Transformador -a
(TGF-a). Segundo Balaram et al. (2001), tanto um, quanto o outro, sdo capazes de alterar a
progressao tumoral na presenga do receptor especifico.

O EGF e o TGF-a pertencem a uma familia de quatro proteinas: EGF, TGF-a.,
anfiregulina e EGF-heparin-binding que tém estruturas semelhantes, ligam-se aos mesmos
receptores e possuem efeitos similares (GORLA Jr. et al., 2001; SHIMIZU et al., 2001;
SRIVASTAVA et al., 2001). Uma quinta proteina, o Fator de Crescimento Viral (VGF)
também ¢ citada por Rusch, Mendelsohn e Dmitrovsky (1996) como membro desta
familia.

O Fator de Crescimento Epidérmico (EGF/ hEGF) ¢ um polipeptidio de 53
aminodcidos com 6045 Daltons, isolado pela primeira vez por Cohen em 1962
(STEIDLER, READE, 1980; KRONMILLER, UPHOLT, KOLLAR, 1992; COIMBRA,
1997) em glandulas salivares de ratos. Denominado também de urogastrona
(CARPENTER e COHEN, 1979), ¢ encontrado em varios tecidos e exerce uma ampla
variedade de efeitos bioldgicos, incluindo a indugdo da diferenciagdo e proliferagdo de
células epiteliais e mesenquimais (STEIDLER, READE, 1980; ALBERTS et al., 1997;

GORLA Jr. et al., 2001; IWASE et al., 2002). Além disso, tem um importante papel no
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desenvolvimento embrionario, na manuten¢ao da integridade, reparagdo e cicatrizacao
tecidual (WANG et al.,, 1990; NORDLUND et al.,, 1991; NEXO, JORGENSEN,
HANSEN, 1992; EGEA et al.,2002) e também na carcinogénese (BOONSTRA et al.,
1995).

Cohen em 1965 constatou um marcado aumento da proliferagdo e ceratinizagao
das células epiteliais em cultura de tecidos quando em presenca do EGF (COIMBRA,
1997).

Em 1980, Steidler e Reade estudaram os efeitos histomorfologicos do Fator de
Crescimento Epidérmico em pele e mucosa bucal de ratos recém-nascidos. Foi injetado
EGF, em dosagens crescentes, durante 14 dias. Dos resultados observados, ressalta-se o
pouco ganho de peso e de pelo dos ratos do grupo em que foi administrado o EGF, a
erupcdo e a separagdo prematura dos dentes e a maior ceratinizagdo do epitélio e da
mucosa quando comparados ao grupo controle.

Kronmiller, Upholt e Kollar (1991) analisaram a expressao do RNAm do EGF
no desenvolvimento do processo mandibular de ratos pela técnica do PCR (polymerase
chain reaction) e constataram sua presenga tanto no epitélio quanto nas células
mesenquimais sugerindo que a possivel acdo do EGF na proliferacao epitelial seja
resultante de um mecanismo paracrino ou autocrino (REYNOLDS, LAVER,
MOJTAHEDI, 2001), sendo que o fator presente no mesénquima atuaria de forma
paracrina, na presenga do receptor.

O Fator de Crescimento Transformador a (TGF-a), em sua forma ativa, ¢ um
polipeptideo com 50 aminodcidos produzido pela clivagem proteolitica de um componente
extracelular na sua forma precursora (pro-TGF-a), que inclui um dominio transmembrana
(RUSCH, MENDELSOHN, DMITROVSKY, 1996), apresenta seqiiéncias homologas ao

EGF e se liga ao mesmo receptor de superficie celular. O TGF-a, presente também nos
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tecidos normais, tem sido diretamente relacionado com diversos casos de neoplasias
(SRIVASTAVA et al., 2001), sua produgdo por tumores humanos tem um importante
papel no crescimento celular do tumor (PARTRIDGE et al., 1988; FAN et al., 2001).

Em modelos com super-expressdao de TGF-a, a proliferagao celular exagerada
¢ uma caracteristica comumente observada. Evidéncias como o aumento no indice mitdtico
e reducdes na taxa de apoptose, resultaram na hiperplasia da pele, glandulas mamarias e
figado. Com isto, o TGF-a mostra ser capaz de alterar o equilibrio entre a proliferacao
celular ¢ a morte. A estimulacdo do Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico
(EGFR), pela presenca do TGF- o, pode aumentar os danos no DNA resultando na redugao
da apoptose e no acimulo de mutacdes secundarias (JORISSEN et al., 2003).

Virios estudos mostram a importancia dos fatores de crescimento no processo
de proliferagao celular (COHEN, 1965; CARPENTER, COHEN, 1979; STEIDLER,
READE, 1980; COIMBRA, 1997, GORLA Jr. et al., 2001; IWASE et al., 2002).
Entretanto, sabe-se que ndo basta a presenga do fator para que haja a proliferagdo, para
isso, ¢ imprescindivel a presenca do receptor especifico na célula a ser ativada (GREEN et
al., 1983; WATERMAN et al., 1998; SRIVASTAVA et al., 2001; REYNOLDS, LAVER,
MOJTAHEDI, 2001; WILEY, 2003; JORISSEN et al., 2003).

Tanto o EGF, quanto o TGF-a, exercem seus efeitos ligando-se a membrana
citoplasmatica das células que possuem o receptor especifico, o Receptor de Fator de
Crescimento Epidérmico (EGFR). O EGFR ou ErbB-1 ¢ uma glicoproteina
tirosinoquinase, identificada por volta dos anos 70, membro de uma familia de quatro
receptores (EGFR/ErbB-1, HER-2/ErbB-2, HER-3/ErbB-3 ¢ HER-4/ErbB-4). A proteina ¢
codificada pelo oncogene c-erb-1 localizado no cromossomo 7, apresenta
aproximadamente 170Kda e ¢ formada por 1.186 aminoacidos (SRIVASTAVA et al.,

2001). Localizado na membrana citoplasmatica da célula, o EGFR apresenta um dominio
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externo e um interno (transmembrana). O EGFR tem papel crucial na regulagdo da
morfogénese de diferentes organismos e também ¢ mediador de uma variedade de
processos celulares, incluindo a proliferacdo, migragdo, sobrevivéncia e adesdo celular
(YARDEN, 2001).

A ligacao do fator de crescimento ao receptor ocorre no dominio externo pela
dimerizacao (homo ou hetero-dimerizacdo) induzida do ligante e internalizagdo do mesmo,
que leva a ativagdo da tirosinoquinase e subseqiientemente a autofosforilagdo do receptor
(COHEN et al., 1982; JOST, KARI, RODECK, 2000; SRIVASTAVA et al., 2001;
JORISSEN et al., 2003; CIARDIELLO, TORTORA, 2003), que ¢ essencial na interagao
entre o receptor e seu substrato e na transmissdo do sinal (PARTRIDGE et al., 1988;
BOONSTRA et al., 1995; GE et al., 2002).

Apo6s a ativacdo e internalizagdo do complexo ligante-receptor, este pode ser
reciclado e retornar & membrana citoplasmatica (WILEY, 2003) ou ser degradado nos
lisossomos (CARPENTER, COHEN, 1976; SEAMAN, BURG, EMR, 1996).

Receptores especificos de membrana sdo cruciais na determinagdo da
capacidade de resposta celular a um sinal extracelular particular. Todos os receptores
tirosinoquinases, inclusive os da familia ErbB, sdo sintetizados e encaminhados para sua
localiza¢dao especifica, mesmo na auséncia dos ligantes, caracterizando um turnover
metabolico (WILEY, 2003). Estudos nesta area tém investigado os mecanismos de
controle dos indices de receptores na membrana citoplasmatica (CARPENTER, COHEN,
1979; JORISSEN et al., 2003).

Estudos com culturas de células, encontrados na literatura, apresentam
resultados contraditorios. Alguns demonstram que, na presenca do fator de crescimento,
ocorre a redu¢do do nuimero de receptores de membrana, achados estes que vém ao

encontro da possivel internalizagdo do complexo receptor- fator (CARPENTER, COHEN,
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1976; GREEN et al., 1983). Outros mostram que, com o aumento da concentracao do fator,
ha um aumento no niimero de receptores (REYNOLDS, LAVER, MOJTAHEDI, 2001).

Carpenter ¢ Cohen (1976) pressupdem que, apos a ligacdo inicial do EGF ao
receptor especifico na membrana citoplasmatica, o complexo EGF-receptor ¢ internalizado
e, no final do processo, degradado pelos lisossomos (SRIVASTAVA et al., 2001; WILEY,
2003). Fibroblastos expostos a presenga do fator tiveram uma aparente redu¢do em seus
receptores de membrana, sugerindo que o receptor também ¢ internalizado. Os autores
demostraram ainda que a remocao do fator de crescimento e posterior adigdo de soro fez
com que, em nove horas, houvesse a recuperagdo destes receptores de membrana,
sugerindo que tenha havido um novo processo de sintese destas moléculas frente a
presenga do fator , além de uma possivel reciclagem destes receptores (WATERMANN et
al., 1998) presentes no citoplasma da célula em “vesiculas pinocitoticas” (CARPENTER,
2003).

O processo de internalizacdo do complexo EGF-EGFR depende de varios
passos (CARPENTER, 2003) e pode ser controlado pela concentracdo 6tima local do
ligante biologicamente ativo e pela expressdo do receptor especifico na superficie da célula
(GREEN et al., 1983). A quantidade de ligante ativo ¢ resultante da a¢do de varios genes
produtores (DAMJANOV, MILDNER, KNOWLES, 1986; SPARROW, HEENAN, 1999).
A neutralizagdo dos genes relacionados a proliferacdo e diferenciagdo celular pode resultar
no bloqueio do ciclo-celular. mesmo frente a a¢do dos fatores de crescimento (ENDO et
al., 2000).

Com a internalizagdo do complexo receptor-fator, ha a ativagdo da
tirosinoquinase ¢ a fosforilagdo do receptor, desencadeando uma cascata de transducao de
sinais, pela ativagdo de outras proteinas, permitindo que o sinal recebido seja transmitido e

traduzido no nucleo (CARPENTER, COHEN, 1979; BRUGGEMAN et al., 2002). Uma
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estruturacao celular apropriada (SCHLESSINGER, GEIGER, 1981, De FILLIPO,
ATALA, 2002), a presenca de mensageiros secundarios, a manutencdo de um pH
adequado e, principalmente, o aumento na concentra¢io de Célcio intracelular (Ca>"), sdo
imprescindiveis para a resposta a sinalizagdo (CARPENTER, COHEN, 1979; rev. p/
BOONSTRA et al., 1995; PERALTA- ZARAGOZA et. al., 1997; IWASE et al., 2002).

Até o presente momento, sugere-se que, além da estruturacio celular, outros
processos sdo necessarios para que a ativagdo pelo EGF induza a sintese de DNA ¢ a
divisdo celular. Entre estes processos esta a presenga de sitios de ligagdes para EGF
localizados no nucleo (HOLT et al.,, 1994; BOONSTRA et al.,, 1995; CARPENTER,
2003). Holt et al. (1994) verificaram a presenca de EGFR no nucleo das células de
carcinomas escamosos € acrescentaram que este receptor tirosinoquinase pode ser ativado
no nucleo.

A afinidade do ligante pelo receptor, a sua concentragdo local (EGEA et al.,
2002), o tipo de estimulo e o tempo de estimulagdo devem ser levados em conta na analise
da sinalizacdo, nos diferentes tipos celulares (JORISSEN et al., 2003). Nas células
malignas, varios mecanismos, incluindo a superexpressdo do receptor, o aumento da
concentragdo dos ligantes, a diminui¢do do turnover do receptor ou a presenca de mutagdes
podem contribuir para a sinaliza¢ao pelo EGFR (MUKOHARA et al., 2003).

Autores destacam que a presenga concomitante de fatores de crescimento,
associada a um aumento da expressao dos seus receptores, pode ser interpretada como um
elemento progndstico desfavoravel em se tratando de neoplasias (MUKOHARA et al.,
2003).

Jorissen et al., em 2003, revisando os mecanismos de ativagado e sinalizagdao do
Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico, lembram que, apesar dos resultados obtidos

nos trabalhos in vitro, a superexpressdo dos ligantes e/ou do receptor, bem como sua
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ativacdo independente do fator, ocorre geralmente em neoplasias epiteliais malignas,
principalmente em gliomas, tumores de mama, pancreas e figado.

Wiley (2003) salienta que os fatores que recrutam o EGFR, provavelmente,
estdo presentes em niveis baixos, uma vez que, quando expressos em altos niveis, os
receptores sdo saturados e a endocitose ¢ facilitada. Ciardiello e Tortora (2003)
acrescentam que o aumento nos niveis dos ligantes EGFR-especificos como o EGF, a
anfiregulina e o TGF-a podem ter impacto na sinalizacdo celular.

Alberts et al. (1997), Epstein et al. (1997), Murray et al., (1999), Raw e Ho
(2000) e Balaram et al. (2001) enfatizam que os fatores de crescimento ligam-se ao
receptor (EGFR) nas células epiteliais e estimulam a proteina tirosinoquinase que promove
a fosforilacdo do receptor com subsequente producdo de um sinal que altera a regulacdo
génica resultando na prolifera¢do destas células.

O mais importante sinal transduzido a partir da ativagdo do EGFR ¢ o caminho
regulado pelas proteinas da familia Ras. As proteinas Ras sdo reguladoras da mitogénese e
atuam como intermedidrias entre o receptor tirosinoquinase da membrana citoplasmatica e
a cascata serino/tirosino quinases intracelulares (rev. p/ BOONSTRA et al., 1995;
PERALTA-ZARAGOZA et. al.,, 1997; JOSEPH et al., 2001; MISHIMA, INOUE,
HAYASHI, 2002; CARPENTER, 2003) resultando na proliferacao celular.

A expressao do EGFR tem sido observada no epitélio normal, bem como na
mucosa bucal (STEIDLER, READE, 1980; DAMJANOV, MILDNER, KNOWLES, 1986;
NORDLUND et al., 1991), além de ter sido detectada durante o desenvolvimento dentéario
(THESLEFF, 1987; CAM, NEUMANN, RUCH, 1990; WISE et al., 1990; COBO et al.,
1992; TANIKAWA, BAWDEN, 1999) e em patologias relacionadas a odontogénese
(SHRESTHA et al., 1992; VERED, SHOHAT, BUCHNER, 2002). O EGFR esté presente

em sitios de proliferacdo rapida, incluindo pele, epitélio géstrico, mama e ttero, n}%s



também pode estar presente em células epiteliais sem capacidade proliferativa
(CARPENTER, COHEN, 1979; DAMJANOV, MILDER, KNOWLES, 1986), sugerindo
que o receptor tem papel também na diferenciagao celular.

Damjanov, Mildner e Knowles em 1986 avaliaram a distribui¢do do EGFR em
tecidos normais humanos ¢ verificaram que em alguns tecidos o receptor esta localizado
em areas de proliferagdo celular ¢ a marcagdo se estabelece na superficie da membrana
celular. Entretanto, em outros, todas as células apresentam o receptor localizado em seu
interior (marcagdo granular citoplasmatica). Em todos os tecidos, as células do estroma
foram negativas para o EGFR e, provavelmente, dependam de outros fatores de
estimulacdo. Os autores concluem que a localizacdo do receptor indicaria sua capacidade
de resposta. As células com receptores na membrana responderiam rapidamente a presenga
do ligante circulante, enquanto que, as que apresentaram marcagdo citoplasmatica,
contendo os receptores internalizados, poderiam representar um mecanismo pelo qual as
células manteriam a capacidade de responder frente a um estimulo fisioldgico do ligante
(GULKESEN et al., 2001).

Através da imunofluorescéncia e da eletroforese, Thomson, Mason € Moore
(2001) estudaram a regulagdo da expressdao do EGFR em melandcitos humanos. Os autores
concluiram que a adi¢do de TGF-a as culturas induziu um rapido aumento na fosforilagao
da proteina de 170Kda, aumentando o niimero de receptores. Apos o periodo de 24 — 48
horas aumentou a intensidade do sinal do EGFR, sugerindo uma autoregulagdo dos
receptores. Por sua vez, a inclusdo de TGF-a nao resultou no aumento do numero de
células quando comparado ao controle. Estas observagdes sdo evidéncias da agdo do fator
em melandcitos com potencial de transformacao in vivo.

Viérios estudos verificaram a presenga de EGFR e seus ligantes durante a

odontogénese. Thesleff (1987), observou a presenga de EGFR nos estdgios iniciais do

44



desenvolvimento dentario. Cam, Neumann ¢ Ruch (1990) identificaram a expressao do
EGFR somente no reticulo estrelado durante os eventos que orientam a odontogénese. Em
1990, Wise et. al. ndo evidenciaram a presenga de EGFR nas células do reticulo estrelado
do orgdo do esmalte. Segundo os autores, embora o EGF seja sintetizado no reticulo
estrelado, o receptor poderia estar localizado em outra parte, talvez no foliculo dental.

Thesleff em 1987 avaliou a presenca do receptor do EGF em um foliculo
dental de um segundo pré- molar retido. Usando a autoradiografia, verificou uma intensa
marcagao nos restos epiteliais de Malassez, quando comparados ao controle, sugerindo que
a expressdo deste receptor nos remanescentes epiteliais, aparentemente, indica que estas
células sdo capazes de responder a agcdo do EGF. A autora acrescenta que o EGF presente
na saliva pode ter efeitos diretos na mucosa bucal e que, uma ativacao dos restos epiteliais
de Malassez, envolveria ou um aumento do EGF no meio (resultado de um aumento local
da sintese do fator pela inflamagdo) ou uma injuria tecidual que expusesse as células
epiteliais remanescentes a acdo do EGF salivar.

A localizagdo imunohistoquimica do EGFR no epitélio gengival humano foi
avaliada por Nordlund et al. em 1991. Trés tipos de situacdes clinicas foram analisadas:
Gengiva saudavel, Periodontite de adulto e Periodontite juvenil, além do ligamento
periodontal de dois dentes, para avaliagdo do receptor nos restos epiteliais de Malassez. A
presenca do receptor foi evidente na membrana das células das camadas basal e suprabasal
(proliferativas), sendo que a intensidade de marcagdo diminuia em direcdo as camadas
mais superficiais do epitélio, onde era completamente negativa. No grupo da Periodontite
de adulto houve uma expressdo mais intensa da marcagdo nas células basais do epitélio
hiperplasico, devido a inflamagdo. A inflamagdo pode tornar mais permissiva a atuagdo de

fatores originarios da saliva ou de células epiteliais e macréfagos locais, estando associada
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ao mecanismo de proliferacdo. Os remanescentes epiteliais do ligamento periodontal, de
ambos os dentes, apresentaram marcagao de membrana para EGFR.

Kronmiller, Upholt e Kollar em 1992 avaliaram a alteracdo causada pelo
retinol, que ¢ um estimulador da proliferacdo celular, sobre a expressio de EGFmRNA,
durante as fases da odontogénese e relataram que o retinol (Vitamina A) é capaz de alterar
a odontogénese “in vivo” e estimular a proliferacao epitelial. A histodiferenciacdo do
esmalte ¢ afetada, sugerindo alteracdes nas glicoproteinas da superficie celular e na
membrana basal que tem importancia na interacdo epitélio- mesénquima durante a
odontogénese. Citaram ainda que, durante o desenvolvimento dentario normal, a produgao
de EGF ¢ um potente estimulador da proliferacdo do epitélio mandibular na formagdo da
lamina dental e que o aumento da proliferagdo celular pode ser em decorréncia de efeitos
do retinol sobre fatores de crescimento ou pela expressao de EGFR.

Cobo et al. (1992) localizaram, pelo método da imunohistoquimica, o EGF e
seu receptor em odontoblastos e ameloblastos pré-secretores. Lin, Fan, Wise (1992) e
Wise, Lin, Zhao (1995), estudando células do foliculo dental e do reticulo estrelado do
orgao do esmalte descrevem o EGF como um ativador da odontogénese. Paiva, Ciamponi
(1998) relatam que o EGF estd presente no foliculo dental e em varios tecidos
circundantes, sugerindo uma origem endogena que talvez inicie o processo de erupgao
dentaria. Tanikawa e Bawden, em 1999, verificaram a colocalizacdo dos receptores para
EGF, PDGF e FGF nos pré-ameloblastos, ameloblastos secretores e células “supra-
ameloblastos”, sugerindo que os mesmos participam da diferenciagdo dos ameloblastos e
do controle das fungdes destas células.

Estudos demonstram que a superexpressao do EGFR tem sido associada a
progressdo tumoral em vdarios neoplasmas epiteliais das mais diferentes localizagdes

(RABEN et al., 2003), como cabeca e pescoco (PARTRIDGE et al., 1988; KUSUKAWA
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et al, 1996; MISHIMA, INOUE, HAYASHI, 2002; PUTTI et al, 2002; O-
CHAROENRAT et al., 2002 O-CHAROENRAT et al., 2002°), trato gastro-intestinal (Mc
KAY et al., 2002), cérebro, pele (YUSPA, 1988; SPARROW, HEENAN, 1999; SHOLES
et al., 2001), vias respiratorias (IBRAHIN et al., 1999; SMITH et al., 2001; RAFFERTY,
FENTON, JONES, 2001; MUKOHARA et al., 2003) e mama (JIMENEZ et al., 2000; De
JONG et al., 2001; TSUTSUI et al., 2002); mas ha muitas divergéncias entre seus achados
na literatura. Segundo Rusch, Mendelsohn ¢ Dmitrovsky (1996) a superexpressio do
receptor ocorre frente a altos niveis de EGF ou TGF-a. Mutagdes do EGFR sdo raras, o
mais comum ¢ a amplificagdo do gene (DNA), a superexpressdo ¢ resultante do aumento
da sintese de RNAm (Mc KAY et al., 2002).

Partridge et al., em 1988, estudaram a expressdo de EGFR em carcinomas
espinocelulares, comparados com papilomas e mucosa bucal normal. Os resultados
encontrados mostraram que no grupo controle e nos papilomas a distribuicdo da marcagao
para o EGFR foi semelhante, ressaltando que em 4reas ndo ceratinizadas do epitélio a
marcagdo restringiu-se as camadas basal e suprabasal, enquanto que, no epitélio
paraceratinizado e em 4reas de acantose nos papilomas, o receptor foi encontrado nas
camadas basal e espinhosa. Todos os casos do tumor maligno foram positivos para o
EGFR em maior ou menor grau apresentando uma marcag¢do de membrana (intensidade X
porcentagem). Apesar dos achados, os atores ndo encontraram diferencga estatisticamente
significante entre a presenca do receptor e o prognoéstico clinico da doenca.

A relagdo imunohistoquimica entre a expressdo de EGFR e MMP3 e sua
significancia clinica foi verificada por Kusukawa et al., em 1996, em 65 casos de
carcinomas espinocelulares de boca. A imunoreatividade para EGFR foi observada na
membrana citoplasmdtica e no citoplasma das células do tumor, exceto na porcao

ceratinizada. No epitélio normal, utilizado como controle, a marcagdo foi insignificante. Os
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autores encontraram uma relagao direta significativa entre a expressao de EGFR e MMP3 e
concluiram que isso influencia no potencial de malignidade do carcinoma espinocelular da
cavidade bucal.

Resultados semelhantes foram encontrados por Tucci et al., em 1998, ao
investigarem as interagdes entre a transformagao maligna dos ceratinocitos e a presenga de
oncoproteinas em um levantamento imunohistoquimico de casos de carcinoma
espinocelular e ceratose actinica, comparados a pele normal. No carcinoma a marcagdo dos
EGFRs foi mais intensa e em maior nimero que na ceratose actinica ¢ na pele normal,
contribuindo para o aumento da atividade proliferativa encontrada nestes casos.

A expressao de biomarcadores foi avaliada por Ibrahin et al. (1999) em 26
casos de carcinoma de orofaringe. Entre os achados foi constatado o aumento da expressao
de TGF-a em areas com infiltrado inflamatério associado. O EGFR foi observado, pela
marcacdo citoplasmatica das células tumorais, em 92% dos carcinomas quando
comparados com a mucosa normal que evidenciou marca¢do de membrana nas células das
camadas basal e intermediaria do epitélio.

Shimizu et al., 2001 avaliaram a expressdo de EGFR e as alteragdes genéticas
em carcinomas espinocelulares metastaticos de pele. O receptor para EGF estava expresso
em 9 dos 10 casos estudados. O EGFR ndo foi imunohistoquimicamente detectado na pele
normal que foi o grupo controle. A partir da discussdo dos resultados, concluiram que a
existéncia de caso com EGFR-negativo revelava que a carcinogénese em pele ndo exigia a
expressao do receptor para EGF, mas a expressdo do EGFR conferia potencial metastatico
aos carcinomas espinocelulares.

Em um estudo multicéntrico, imunohistoquimico, Putti et al. (2002),
verificaram a expressdo do Receptor de Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) em

canceres de cabeca e pescoco. Um total de 172 pacientes com diagndstico de carcinoma
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espinocelular em boca, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe e laringe, participaram do
estudo. O epitélio normal foi utilizado como controle. As células tumorais mostraram uma
marcagdo difusa e mais intensa quando comparadas as células do epitélio normal, onde a
marcagao se restringiu as camadas basal e suprabasal, indicando que a presenga de fator de
crescimento ¢ necessaria nas células com potencial proliferativo (WAKULICH et al.,
2002).

Shrestha et al. (1992) investigaram a expressao de EGFR em 67 casos de cistos
odontogénicos e 35 casos de tumores odontogénicos, usando mAb anti-EGFR. As células
epiteliais de nenhum dos tumores odontogé€nicos apresentaram marcagdo positiva para
EGFR, enquanto que o epitélio dos cistos odontogénicos estudados e o epitélio normal da
mucosa, utilizado como controle, expressaram a presenca do EGFR. A partir dos
resultados, os autores sugerem que os tumores odontogénicos dependem de outros fatores
para o seu crescimento, enquanto que o epitélio dos cistos de origem odontogénica sio
capazes de proliferar pela presenga do EGFR.

Bovée et al. (1998), ao avaliarem a expressao dos fatores de crescimento (EGF
e FGF-2) e seus respectivos receptores (EGFR e FGFR-1) em Adamantinomas de ossos
longos, pela técnica da imunohistoquimica, encontraram EGF nas células epiteliais de 14
das 19 amostras analisadas, a por¢do fibrosa ndo apresentou o fator. Quanto a presenca do
receptor para o Fator de Crescimento Epidérmico foi identificado, somente nas membranas
das células epiteliais dos Adamantinomas, em 20 dos 25 casos analisados.

Vered, Shohat e Buchner (2002), verificaram a expressao do Receptor de Fator
de Crescimento Epidérmico (EGFR) em Ameloblastomas. Utilizando-se do método
imunohistoquimico com mAb anti-EGFR, foram estudados 58 casos do tumor

odontogénico. Todos os casos expressaram o EGFR e, segundo os autores, sdo passiveis do
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tratamento com a terapia anti-EGFR, especialmente em casos onde o acesso cirurgico €
limitado (como a maxila) ou na falha do controle da doenca.

Atualmente, se tem estudado e avaliado a agdo de bloqueadores dos receptores
de fator de crescimento (receptores tirosinoquinases) no tratamento de varias neoplasias
(RUSCH, MENDELSOHN, DMITROVSKY, 1996; MISHIMA, INOUE, HAYASHI,
2002; CIARDIELLO, TORTORA, 2003). Sao utilizadas drogas (anti-EGFR) que previnem
a homo e/ ou hetero-dimerizacdo do receptor, diminuindo ou impossibilitando sua
ativacdo. Como conseqiiéncia hd uma parada no ciclo celular (LEONARD et al., 2002),

reduzindo a prolifera¢do e aumentando os indices de apoptose (RABEN et al., 2003).
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“ Qualquer coisa que possas fazer
ou que sonhes poder fazer,
Comece.

A audicia leva em seu seio

o genial, o poder e a magia.”
Goethe

PROPOSIGAO




2. PROPOSICAO

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar expressdo de Receptores de Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)

em foliculos pericoronarios e amostras de mucosa bucal normal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir o padrdao de expressao de EGFR na mucosa bucal
normal.

- Definir o padrao de expressdao de EGFR nos remanescentes
do epitélio odontogénico, sob a forma de ilhas e epitélio reduzido do 6rgao do esmalte, em

foliculos pericorondrios.



“ Um problema so6 surge
quando estdo presentes

todas as condig¢des para soluciona-lo.”
Karl Marx

MATERIAIS E METODOS




3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO

Estudo experimental analitico qualitativo, com utilizacdo de grupo de

comparacao.

3.2 OBTENCAO, CARACTERIZACAO E SELECAO DA AMOSTRA

O material utilizado para o estudo foi enviado por Cirurgides Dentistas que se
dispuseram a utilizar a técnica cirtrgica preconizada por Zanini (1990) e Marzola (1995)
na remogao de terceiros molares inferiores inclusos, obtendo com a remogao do dente uma
cunha de mucosa do mesmo local.

A remogao de uma cunha, em forma de “V”, da fibromucosa localizada acima
dos dentes retidos ¢ comumente empregada em cirurgias. Zanini (1990) entende que este
acesso oferece um bom campo operatdrio, além de evitar os excessos de mucosa que
permanecem nesta regido apos as osteotomias e remog¢ao do dente retido. Marzola (1995)
orienta que se faga a incisdo em forma de tridngulo sobre a regido do molar retido,
triangulo este que devera ser eliminado; a base desta cunha triangular devera estar voltada

para a face distal do segundo molar inferior. Para obtencdo do retalho outra incisdo ¢
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realizada na face vestibular do segundo molar inferior, partindo de sua papila disto-
vestibular, descendo obliquamente até¢ o fundo de sulco vestibular, dependendo do tipo de
reten¢do, entre o segundo e o primeiro molar inferior.

O material coletado deu entrada no laboratorio de Patologia Buco-Dentaria da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul no periodo de
junho de 2002 a junho de 2003 e foi distribuido em dois grupos:

Grupo I - 33 foliculos pericoronarios de terceiros molares mandibulares,
completamente retidos, sem historia de sintomatologia clinica, de pacientes de 15 a 30
anos.

Grupo II - 24 amostras de mucosa bucal normal, obtidas do mesmo local da
remoc¢do do dente incluso do grupo I. Os espécimes deste grupo constituem o grupo
controle.

Os espécimes foram fixados em formalina neutra tamponada a 10%,
processados e incluidos em parafina. Os foliculos foram incluidos com seu longo eixo
como superficie de corte e as mucosas de forma a se ter epitélio e conjuntivo na superficie
de corte.

Dos 57 espécimes, foram obtidos cortes de 3um, corados em HE e analisados
em microscopio otico binocular marca Zeiss-Standart 20, primeiramente num aumento de
100X e apos em 400X. Apos esta andlise foram incluidos no estudo os foliculos que
apresentaram remanescentes epiteliais da odontogénese e/ou epitélio reduzido do 6rgao do
esmalte, livres de processo inflamatorio ao exame histopatoldgico, e as mucosas que nao
apresentassem infiltrado inflamatorio associado ao tecido ou alguma area de ulceracao.

Apos este critério de selecdo 5 mucosas e 9 foliculos foram excluidos do
estudo. Compuseram a amostra para a analise imunohistoquimica, portanto, 19 casos de

mucosa bucal normal e 24 foliculos pericoronarios.
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3.3 CARACTERISTICAS DA TECNICA

De cada um dos 43 casos selecionados obtiveram-se novos cortes de 3 um que
foram submetidos a técnica imunohistoquimica (ANEXO 1) com anticorpo anti- Receptor
de Fator de Crescimento Epidérmico (NCL-EGFR® - NOVOCASTRA laboratories Ltd.
Newcastle - UK), diluicdo 1:10. Foi usado como sistema de detec¢do o complexo
streptoavidina-biotina imunoperoxidase. Cada bateria imunohistoquimica comportou, no
maximo, 20 ldminas sendo um controle negativo, um controle positivo e as demais casos
teste.

Os controles foram realizados a partir de um caso de carcinoma espinocelular,
como recomendado pelo fabricante do anticorpo utilizado. No controle negativo foi

omitido o anticorpo primario.

3.4 OTIMIZACAO DA TECNICA

As baterias iniciais foram realizadas segundo protocolo estabelecido pelo
laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul para trabalhos imunohistoquimicos.

Na andlise das laminas notou-se a especificidade do marcador (mAb anti-
EGFR) pelas células epiteliais, apesar disso, ndo foi possivel distinguir a localiza¢do da
marcagdo (membrana, citoplasma, niicleo), nem mesmo no controle. A marcagdo mostrou-
se especifica, mas difusa.

Uma série de baterias foram realizadas alterando-se a temperatura, o tempo € o

tipo de recuperagdo antigénica. Os melhores resultados na marcagdo (FIGURAS 1 e 2)
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foram os obtidos a partir da técnica que utilizou a recuperacdo antigénica feita com a
panela a vapor (Adqua Timer- ARNO®), a temperatura de 92°C/93°C, por um periodo de 20
minutos, com a temperatura ambiente em 22°C (ANEXO 1).

E importante salientar que nos dias de temperaturas extremas o ambiente e as

solugoes utilizadas eram previamente climatizadas.

3.5 AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas coradas pelo método imunohistoquimico (ANEXO 1) com anti-
EGFR (NCL-EGFR® - NOVOCASTRA laboratories Ltd. Newcastle - UK), foram
renumeradas € novamente examinadas em um aumento de 400X, com auxilio de
microscopio Otico binocular marca Zeiss-Standart 20, com o objetivo de reavaliar a
presenga de epitélio odontogénico nos foliculos e selecionar qual o corte da lamina
apresentava menos artefatos de técnica (debris, rasgos, sujeiras) e melhores condigdes para
ser analisado.

Com a otimizagdo da técnica e ap6s o critério de selecdo descrito acima, a
amostra ficou composta de 20 foliculos pericoronarios € 16 amostras de mucosa bucal
normal.

Com a lamina posicionada no microscdpio com a parte fosca para a esquerda,
num aumento inicial de 100X (microscopio Otico binocular marca Zeiss-Standart 20),
sempre no sentido da esquerda para a direita, de cima para baixo, procedeu-se a
localizagdo da extremidade da pega. A partir disto, num aumento de 400X, os cortes
selecionados dos foliculos pericoronarios de cada lamina foram percorridos em toda sua
extensdo e todos os campos onde foi verificada a presenca de remanescentes do epitélio

odontogénico e/ou epitélio reduzido do 6rgao do esmalte foram capturados.
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Para os cortes selecionados das mucosas normais também foi realizada a
localizagdo da extremidade da pecga, inicialmente num aumento de 100X no mesmo
microscopio, da esquerda para a direita, de cima para baixo, com a ldmina posicionada
horizontalmente no microscopio com a parte fosca para a esquerda. A partir disto, num
aumento de 400X, foram capturados trés campos contiguos e sucessivos (SANT’ANA
FILHO, 1995), no sentido longitudinal da pega, excluindo-se os campos das bordas do
tecido.

A captura dos campos foi realizada por uma cimara de video (JVC® modelo
TK-C620U, colorida) acoplada a um computador marca UNISYS® modelo Aquanta DX
(Processador Pentium® MMX 200 MHz, 64 Mb memoéria RAM — Sistema operacional
Microsoft Windows® 98 — Monitor TCE, 17 polegadas, colorido, doth pith 0.28, placa de
video MATROX®™ 3D), através do programa VidCap Windows 95 (Microsoft Corp. —
USA) na dimensao de 440x330 pixels.

As imagens microscopicas dos campos obtidos, salvas em formato JPEG,
foram analisadas com o auxilio do programa de analise de imagens (Photoshop® 7.0)
instalado no mesmo computador da captura.

O foco dos campos foram padronizados a partir da nitida visualizagdo do
nucleo das células a serem analisadas. Campos que apresentaram artefato sobreposto a area
de contagem nao foram tabulados.

Os critérios estabelecidos para a tabulacdo e interpretacdo dos dados foram os
seguintes:

Negativas — células que ndo apresentassem coloracdo marrom (DAB).

Positivas — células que apresentassem coloragdo marrom (DAB).

Marcagdo de membrana — quando a coloragdo marrom distribuia-se

estritamente pela membrana plasmatica das células epiteliais (FIGURA 8).
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Marcagdo de citoplasma — quando a coloragdo marrom distribuia-se de forma
granular estritamente pelo citoplasma das células epiteliais (FIGURA 7).

Marcag¢do de membrana e citoplasma — quando a coloragdo marrom além de
evidenciar a membrana plasmatica também distribuia-se de forma granular pelo citoplasma
das células epiteliais (FIGURA 6).

Foram tabulados qualitativamente, nos campos obtidos dos foliculos
pericoronarios, o nimero de ilhas de epitélio odontogénico encontradas, com mais de uma
célula por ilha e os campos que evidenciaram a presenga do epitélio reduzido do 6rgdo do
esmalte. Na mucosa normal foram analisadas e tabuladas as células epiteliais das camadas
basal e parabasal do epitélio. As planilhas utilizadas para tabula¢ao seguem nos ANEXOS
2e3.

Apoés serem estipulados os critérios de interpretacdo, para a realizacdo da
calibragem inicial intra e inter-examinador foram selecionados 25 campos de uma lamina,
escolhidos aleatoriamente, capturados e analisados nas mesmas condi¢des do experimento.

A calibragem intra-examinador foi realizada através da avaliacdo dos campos
selecionados ¢ da analise qualitativa das 25 ilhas epiteliais encontradas, a analise foi
repetida duas vezes, a primeira ap6és dois dias da analise inicial e a segunda duas semanas
apos a analise inicial. Foram comparados os resultados da primeira e da tltima analise pelo
calculo do Kappa, obtendo-se um Kappa de 0,86 (ANEXO 4).

A calibragem inter-examinador foi realizada a partir da comparagdo dos
resultados encontrados na ultima avaliacdo do pesquisador com uma avaliagao individual
de um profissional (gold standard) da area de patologia bucal. Foi observado e aceito um
indice de concordancia com um Kappa igual a 0,65 (ANEXO 5).

Com os valores de concordancia apresentados o pesquisador foi considerado

calibrado. Os campos onde os examinadores haviam discordado na calibragem foram
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reavaliados, agora em conjunto, e a partir dos critérios estipulados, foi estabelecido um
“gabarito” utilizado para a calibragem intra-examinador durante o levantamento dos
dados. Para a verificagdo da manutencdo do coeficiente de reprodutibilidade, a cada 100
campos analisados, era novamente feita uma calibragem pelo pesquisador. Os campos
selecionados para a calibragem inicial eram reavaliados ¢ um novo Kappa obtido, sendo
aceitos valores de Kappa num intervalo de : 0,61 a 1 (bom, excelente e perfeito).

Os valores do Kappa das calibragens realizadas durante o levantamento dos
dados encontram-se na tabela do ANEXO 6, o valor médio da calibragem intra-
examinador durante a analise dos dados foi de 0,76. Ao término do estudo foi realizada

uma calibragem inter-examinadores final e obtido um Kappa de 0,72 (ANEXO 7).

3.6 CONSIDERACOES ETICAS:

Este estudo foi apresentado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovado sob
protocolo numero 90/02 em 24/06/2002 (ANEXO 8).

Os pacientes, que participaram do estudo, foram informados verbalmente e por
escrito, concordaram com os procedimentos e assinaram o termo de consentimento

informado (ANEXO 9).

3.7 ANALISE ESTATISTICA:

A analise estatistica do estudo foi realizada através da utiliza¢dao de testes nao
paramétricos. Na comparacdo dos dados num mesmo grupo os testes estatisticos

empregados foram o Friedman Test e Wilcoxon Signed Ranks Test. Na analise entre os
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grupos foram utilizados Kruskal-Wallis Test ¢ Mann-Whitney Test. Os valores obtidos

encontram-se no ANEXO 10.
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“ As vezes cremos que o que temos feito
¢ somente uma gota no oceano.
Mas sem ela,

0 oceano estaria incompleto...”
Madre Teresa de Calcutd

RESULTADOS




4. RESULTADOS

A expressao de EGFR foi analisada em 20 foliculos pericorondrios de terceiros
molares mandibulares com indicacdo de extracdo, completamente retidos, sem
sintomatologia clinica e em 16 amostras de mucosa bucal normal, obtidos de 26 pacientes
caracterizados no QUADRO 1.

As tabelas 1, 2 ¢ 3 do ANEXO 11 apresentam os valores resultantes da
tabulagdo dos dados encontrados e os respectivos valores percentuais em cada lamina

analisada.

QUADRO 1- Caracteristicas dos pacientes

Numero total de pacientes 26
Idade
Média 18 anos
Limites (15-27)
Género
Feminino 17 (65%)
Masculino 09 (35%)
Localizacao do dente
Terceiro molar inferior esquerdo (38) 16 (61%)
Terceiro molar inferior direito (48) 10 (39%)

A maioria (61%) dos foliculos pericorondrios e mucosas bucais normais
utilizadas nesta pesquisa foram removidos da regido de terceiro molar inferior esquerdo de

pacientes do género feminino (65%) com idade média de 18 anos.




Houve perda na amostra inicial devido aos critérios de selecdo e a otimizagao
da técnica imunohistoquimica. Medidas de tendéncia central foram aplicadas para garantir
a representatividade da amostra utilizada com a inicialmente selecionada. Os valores
encontrados foram equivalentes (ANEXO 12).

Foram analisados um total de 1296 campos em 36 laminas. Das mucosas
bucais foram verificados 48 campos de 16 laminas. Dos foliculos pericoronarios 1248
campos foram analisados, sendo 1008 na forma de ilhas de células epiteliais e 240 na
forma de epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte.

Nas mucosas bucais verificou-se a expressio do Receptor de Fator de
Crescimento Epidérmico nas células epiteliais das camadas proliferativas (basal e
parabasal). A marcacdo com anti-EGFR, nas células epiteliais das mucosas, diminuia em

intensidade e quantidade nas camadas intermediarias e superficiais (FIGURA 3).

GRAFICO 1- Distribuicio da expressido de anti- EGFR quanto a localizacio por grupo.
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A totalidade dos casos de mucosas bucais normais observadas apresentaram
marcagdo de membrana e citoplasma (FIGURA 4) nas camadas proliferativas em todos os
campos examinados (GRAFICO 1, Tabela 1 do ANEXO 12).

A imunoreatividade com anti-EGFR foi observada em todas as células dos
remanescentes epiteliais da odontogénese presentes nos 20 foliculos pericoronarios
analisados (FIGURA 5 e 9). A marcacgao diferiu na distribui¢ao da localiza¢do do anticorpo
(GRAFICO 1).

Nos foliculos pericoronarios, 52% (524) das ilhas dos remanescentes epiteliais
da odontogénese estudadas apresentaram marcagdo de citoplasma (FIGURA 7), 47,3%
(477) marca¢ao de membrana e citoplasma (FIGURA 6), enquanto que 0,7% (7) das ilhas
expressaram a presenga do EGFR somente na membrana (FIGURA 8) das suas células

(GRAFICO 3, Tabela 2 do ANEXO 11).

GRAFICO 2 - Distribuigio da localizagio da expressio de anti- EGFR no epitélio
reduzido do 6rgio do esmalte nos foliculos pericoronarios
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Dos 240 campos de epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, observados em 16
laminas, em 152 (63,3%) a localizagdio da marcacdo com anti-EGFR ocorreu
concomitantemente na membrana e no citoplasma das células (FIGURA 10). Oitenta ¢ oito
campos (36,7%) mostraram marcacdo citoplasmatica do anticorpo monoclonal (FIGURA
11) utilizado e nenhum campo observado apresentou apenas marcagdo de membrana nas
células epiteliais do epitélio reduzido do 6rgio do esmalte (GRAFICO 2, Tabela 3 do
ANEXO 11).

Nao houve diferenca significativa (p= 0,078) na distribui¢cdo da localizagdao da
expressao do receptor no epitélio reduzido do orgdo do esmalte entre a expressdao
citoplasmatica e de membrana e citoplasma, mas ambas localizagdes diferiram

significativamente da marcagio apenas de membrana (p<0,05) (GRAFICO 2, TABELA 1).

GRAFICO 3 -Distribuicgio da localizagiio da expresséo de anti-EGFR nas ilhas de células epiteliais remanescentes nos
foliculos pericoronarios

membrana citoplasma menbrana e citoplasma
Fonte: Laboratdrio Patologia Bucal, FO/UFGRS — POA/ RS
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Nas ilhas de remanescentes epiteliais da odontogénese dos foliculos
pericoronarios 52% apresentaram expressao citoplasmatica do anticorpo anti-EGFR, ndo
mostrando diferenga significativa (p=0,268) com a marcacdo mista de membrana e
citoplasma, verificada em 47,3% das ilhas. Foi verificada a presenca do receptor na
membrana de 7 ilhas (0,7%) dos remanescentes epiteliais, verificando-se uma diferenga

significativa (p< 0,05) em relagdio aos demais tipos de marcagdo (GRAFICO 3, TABELA

1.

TABELA 1 - Distribuicio em niimeros absolutos e porcentagem da distribuicio da marcacgéo por anti-
EGFR. Avaliaciio intra e inter-grupos e seu respectivo grau de significincia.

Membrana Citoplasma Mem/ cito
n % n % n %
Mucosa 0 0™ 0 0% 48 100"
Ilhas epiteliais 7 0,74 524 5280 477 47,38
Epitélio reduzido 0 (i 88 36,7°° 152 63,3

A, B, C - Teste: Kruskal-Wallis — comparag@o entre grupos (letras diferentes apresentam diferenca significativa para p <
0,05)
a, b - Teste: Friedman — comparacao intra-grupos (letras diferentes apresentam diferenga significativa para p< 0,05)

A marcacdo de membrana e citoplasma esteve presente em todos os grupos,
reduzindo significativamente (p < 0,05) entre o grupo da mucosa normal e os dois grupos
analisados (GRAFICO 1, TABELA 1). Nio houve diferenca significativa (p=0,208), na
expressdo de EGFR, quanto a marcag¢do de membrana e citoplasma, entre as ilhas epiteliais
dos foliculos pericoronarios (47,3%) e as areas de epitélio reduzido do 6rgao do esmalte
(63,3%) (TABELA 1).

Na comparagdo entre os grupos, quanto a marcacdo de citoplasma, houve
diferenca significativa (p< 0,05) entre os campos do epitélio reduzido do 6rgao do esmalte
(36,7%) e as ilhas de remanescentes epiteliais dos foliculos pericoronarios (52%). Ambos
os grupos também apresentaram diferenca significativa (p< 0,05), quando comparados ao
grupo controle, demonstrando um nitido aumento da marcagdo citoplasmatica nas células

dos remanescentes epiteliais dos foliculos pericoronarios (GRAFICO 1, TABELA 1).
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Sete ilhas de células epiteliais dos foliculos pericoronarios apresentaram
marcagdo de membrana do anticorpo anti-EGFR, mas n3o foi verificada diferenca
significativa em relagdo ao epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte (p=0,062) e ao grupo da

mucosa bucal (p=0,062) (GRAFICO 1, TABELA 1).
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“ A capacidade de perceber
e pensar de maneira diferente
¢ mais importante que o

conhecimento adquirido.”
David Bohm
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5. DISCUSSAO

O EGFR ¢ uma glicoproteina tirosinoquinase localizada na membrana
citoplasmatica das células epiteliais, relacionada com a proliferagdo celular
(CARPENTER, COHEN, 1979; PERALTA-ZARAGOZA et al., 1997; JORISSEN et al.,
2003).

A expressdo do EGFR tem sido observada no epitélio normal, na mucosa bucal
(STEIDLER, READE, 1980; DAMJANOV, MILDNER, KNOWLES, 1986; NORDLUND
et al.,, 1991), na odontogénese (CAM, NEUMANN, RUCH, 1990; WISE et al., 1990;
COBO et al., 1992; TONIKAWA, BAWDEN, 1999), em patologias de origem
odontogénica (SHRESTHA et al., 1992; VERED, SHOHAT, BUCHNER, 2002), e, mais
amplamente, no estudo de neoplasias epiteliais (YUSPA, 1988; IBRAHIN et al., 1999; de
JONG et al., 2001; SHOLES et al., 2001; RABEN et al., 2003).

Nossos achados nas mucosas bucais, concordam com a literatura,
apresentando marcagdo com anti-EGFR nas células epiteliais das camadas proliferativas
(basal e parabasal) (PARTRIDGE et al., 1988, SHRESTHA et al., 1992; PUTTI et al.,
2002), e diminuindo em intensidade e quantidade nas camadas intermedidrias e superficiais
(NORDLUND et al., 1991).

Ha divergéncias entre os autores na distribui¢ao da localizagao da expressao do

receptor (membrana, citoplasma ou ambas) nas células epiteliais das camadas
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proliferativas da mucosa ou pele normal (PARTRIDGE et al., 1988; NORDLUND et al.,
1991; KUSUKAWA et al., 1996; SHIMIZU et al. 2001).

Nordlund et al. (1991) verificaram a presenca do EGFR na membrana
citoplasmatica das células das camadas proliferativas da mucosa gengival saudavel. Ibrahin
et al. (1999) relataram ainda a mesma localizacdo da marcacdo nas células epiteliais das
camadas basal e intermedidrias da mucosa. Em nosso estudo, a localizagdo da expressao de
anti-EGFR, nas células epiteliais das camadas proliferativas da mucosa bucal, foi
concomitantemente na membrana € no citoplasma.

Kusukawa et al. (1996) e Shimizu et al. (2001) ndo evidenciaram a marcagao
com anti-EGFR pela técnica imunohistoquimica, respectivamente na mucosa bucal e na
pele normal, discordando de nossos achados. Nos dois estudos imunohistoquimicos a
dilui¢do do anticorpo primario utilizado foi maior que a utilizada por n6s. Kusukawa et al.
(1996) utilizaram anticorpo policlonal anti-EGFR. A recuperagdo antigénica utilizada por
Shimizu et al. em 2001 foi a digestdo enzimatica, enquanto que ndés usamos a panela a
vapor. Além disso, nos dois trabalhos, o critério para obtencao dos resultados foi baseado
na intensidade e nao na localizagdo da distribuicdo da marca¢do como em nosso estudo.

Como em todas as técnicas, ha limites na imunohistoquimica. A comparagao
de resultados de estudos realizados com diferentes protocolos torna-se subjetiva
(CIARDIELLO, TORTORA, 2003). Visto as preocupag¢des ¢ dificuldades que tivemos na
otimizagdo da técnica utilizada em nosso estudo, lembramos que resultados fidedignos sao
obtidos com uma adequada metodologia e um rigido controle da técnica.

Pequenas alteracdes na temperatura, no tempo, no tipo de recuperacdo
antigénica e no tempo de exposicdo ao DAB, mostraram resultados completamente
diferentes durante a otimizagdo de nossa técnica. Acreditamos que ¢ imprescindivel seguir

as recomendacdes e indicagdes do fabricante do anticorpo, mas, para nds, testar e adaptar o
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protocolo imunohistoquimico ao anticorpo a ser utilizado, se mostrou tdo importante
quanto tais recomendacdes. Acima de tudo, salientamos a necessidade do pesquisador e da
equipe obterem o maximo de conhecimento a respeito do trabalho a ser executado.

As diferengas encontradas na literatura quanto a distribuicdo da localizag¢do da
expressao do receptor podem ser explicadas, portanto, por diversos fatores, desde o
estabelecimento de critérios para a obtengdo da amostra, diferentes tipos e tempos de
fixagdo, variagdes nos protocolos utilizados na técnica imunohistoquimica (recuperagao
antigénica, tipo, clone e diluicdo do anticorpo primario) além dos diferentes critérios
estabelecidos para a interpretagdo dos resultados obtidos.

Enfatizamos que, ao nosso ver, ao se fazer a andlise qualitativa de um estudo
imunohistoquimico utilizando mAb anti-EGFR, para a interpretagdao dos resultados é mais
preciso ¢ mais importante a localizacdo da distribuicdo da marcagdo encontrada
(membrana, citoplasma ou membrana e citoplasma) do que a intensidade de marcacio,
visto que esta pode variar de bateria para bateria, dentro de um mesmo protocolo; tornando
mais subjetiva a analise dos dados e dificultando a comparagdo de metodologias.

A marcagdo concomitante de membrana e citoplasma, encontrada na totalidade
dos campos das mucosas bucais por nos analisadas, foi considerada padrao de normalidade
quando comparada aos demais grupos.

As células das camadas basal e parabasal do epitélio bucal estio em nitida
proliferacdo para a manuten¢do da homeostase tecidual, o que nos leva a acreditar que a
presenga do EGFR na membrana e no citoplasma das células epiteliais das camadas
proliferativas da mucosa bucal ocorre, durante o turnover celular, em condigdes normais.
As células estariam em sintese constante do receptor, possivelmente frente a presenca de

uma concentragdo local (CARPENTER, COHEN, 1979; EGEA et al., 2002) baixa de
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algum fator estimulante como o EGF ou TGF-a (GREEN et al., 1983; WATERMANN et
al., 1998; WILEY, 2003).

Outro aspecto que nos leva a pensar que a marcagdo de membrana e citoplasma
pode ocorrer em situagdes de equilibrio tecidual ¢ o fato de, frente a uma concentracao
maior de fatores estimulantes, como a que ocorre nas neoplasias malignas (JORISSEN et
al., 2003; MUKOHARA et al., 2003, CIARDIELO, TORTORA, 2003), a localizagao da
marcacdo com anti-EGFR se dar preferencialmente na membrana citoplasmatica das
células com alto potencial proliferativo (PARTRIDGE et al., 1988; SRIVASTAVA et al.;
2001; PUTTI et al.,2002). O espécime de carcinoma espinocelular, utilizado como controle
positivo em nossa técnica, sustenta esta hipodtese.

Concordamos com Damjanov, Mildner e Knowles (1986) que concluiram que
a localizagdo do receptor indicaria sua capacidade de resposta. As células com receptores
na membrana respondem mais rapidamente a presen¢a do ligante circulante, enquanto que,
as que apresentaram marcagdo granular citoplasmatica, contendo o0s receptores
internalizados, mantém uma capacidade mais lenta de resposta, frente a um estimulo
fisiologico do ligante (GULKESEN et al., 2001).

Encontramos na literatura evidéncias da presenca de remanescentes do epitélio
odontogénico nos foliculos pericorondrios de dentes inclusos (SMALL, 1955; KRAMER
et al., 1992; RAKPRASITKUL, 2001), do potencial de proliferacdo destas células na
formacdo de cistos e tumores odontogénicos (STANLEY et al., 1965; TEN CATE, 1972;
EBLING et al., 1977; SHEAR, 1994; NICKOLAYCHUK et al., 2002) e da possivel
participagdo de fatores de crescimento como o EGF e o TGF-a e seu receptor em diversas
patologias (PARTRIDGE et al., 1988; SHRESTHA et al., 1992; BOONSTRA et al., 1995;
FAN et al., 2001; VERED, SHOHAT, BUCHNER, 2002).
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Apesar disso, até o presente momento, nenhum estudo verificou a expressao
imunohistoquimica do EGFR nas células dos remanescentes epiteliais dos foliculos
pericoronarios de dentes completamente retidos e sua relagdo com a formagdo de cistos e
tumores de origem odontogénica.

Para tanto, utilizamos em nossa amostra foliculos pericoronarios de terceiros
molares inferiores; pois, estes dentes apresentam maior incidéncia de retencdo (LICHT,
1977, SHAFER, HINE, LEVY, 1987; ZANINI, 1990; GRAZIANI, 1995) e maior
participagdo nos casos de cistos e tumores odontogénicos (BARBACHAN, 1977;
RAKPRASITKUL, 2001).

Segundo Ebling et al. (1977), a faixa etaria de maior ocorréncia de cistos
dentigeros e ameloblastomas estd entre os 20 e 30 anos. Além disso, a localizagdo
anatomica (DIAZ, ALFONSO, ALONSO, 1986), a idade ¢ o tempo de retengdo
(STANLEY et al., 1965; CONSOLARO, 1987; MORESCO, 1997) influem na redugdo do
numero de remanescentes epiteliais da odontogénese nos foliculos pericorondrios de dentes
inclusos. Nossa amostra foi entdo selecionada de terceiros molares inferiores,
completamente retidos, de pacientes com idade média de 18 anos. Nao foi encontrada na
literatura relacdo entre a expressdo do EGFR e o género dos pacientes.

Em nosso estudo a imunoreatividade com mAb anti-EGFR foi observada em
todas as células dos remanescentes epiteliais da odontogénese, presentes nos 20 foliculos
pericoronarios analisados, confirmando o potencial proliferativo destas células
(STOELINGA,1976; EBLING et al.,1977; MJOR, FEJERSKOV, 1990; SHEAR, 1994;
HAMAMOTO et al., 1998) e, sugerindo o envolvimento das mesmas na formagdo de
cistos e tumores de origem odontogénica (STANLEY et al., 1965; LUCAS, 1984;
SHAFER, HINE E LEVY, 1987; HOLMLUND et al., 1991; GUVEN, KESKIN, AKAL,

2000; NICKOLAYCHUK et al., 2002).
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Quando comparados a mucosa bucal, tanto o grupo das ilhas de remanescentes
do epitélio odontogénico, quanto os campos de epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte,
apresentaram uma reducao significativa (p<0,05) na marcacdo de membrana e citoplasma e
um nitido aumento da marcacdo de citoplasma para o mAb anti-EGFR. Este achado, que
demonstra a internalizacdo do receptor (CARPENTER, COHEN, 1976; COHEN et al.,
1982; JOST, KARI, RODECK, 2000; SRIVASTAVA et al., 2001; JORISSEN et al., 2003;
CIARDIELLO, TORTORA, 2003; CARPENTER, 2003; WILEY, 2003), vem ao encontro
da quiescéncia das células epiteliais remanescentes nos foliculos pericoronérios e
justificaria porque a maioria das pessoas com dentes inclusos ndo desenvolvem cistos ou
tumores odontogénicos.

A marcacdo de membrana e citoplasma reduziu provavelmente em razao da
utilizacdo dos receptores frente a acdo de fatores de crescimento presentes durante as fases
de proliferacdo e diferenciacdo da odontogénese (COBO et al., 1992; LIN, FAN, WISE,
1992; WISE, LIN, ZHAO, 1995; PAIVA, CIAMPONI, 1998; TANIKAWA, BAWDEN,
1999). Os receptores teriam sido ativados, internalizados e degradados nos lisossomos
(CARPENTER, COHEN, 1976; SEAMAN, BURG, EMR, 1996, WILEY, 2003), nio
retornando @ membrana celular .

O aumento da localizagao citoplasmatica da expressdo do EGFR nos foliculos
pericorondrios pode ser sustentada em virtude da diminui¢do da marca¢cdo de membrana e
citoplasma como explicado acima ou pela sintese e ndo utilizagdo do receptor. As células
dos remanescentes do epitélio odontogénico sintetizariam o receptor; mas, pela auséncia do
fator ativador, o EGFR ndo esta expresso na membrana destas células.

Outra hipdtese que pode ser levantada ¢ a possivel reducdo na atividade
funcional destas células epiteliais, que sdo células labeis com ciclo de vida pré-

determinado, o que evidenciaria uma alteracio de ordem fisioldgica e estrutural,
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acarretando um actimulo citoplasmatico do complexo receptor-fator pela diminuicao do
metabolismo celular.

Novos estudos, relacionados a proliferacao celular, verificando a presenca e a
acdo de fatores de crescimento em foliculos pericoronarios, além da analise ultraestrutural
destas células remanescentes do epitélio odontogénico, podem esclarecer a razdo da
diminui¢ao da expressdo de membrana e citoplasma do EGFR, por nos encontrada.

Estas situacdes, encontradas nos foliculos pericoronarios, sugerem que, apesar
da presenga do EGFR em todas as células epiteliais dos remanescentes odontogénicos, a
capacidade de proliferagdo, quando comparada a mucosa bucal normal, esta reduzida. A
diminui¢do da marcacdo de membrana e citoplasma e o aumento da marcagdo de
citoplasma conferem uma menor responsividade a estas células.

Ao analisarmos comparativamente as ilhas de epitélio odontogénico
remanescentes € os campos de epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, nota-se que as ilhas
apresentam um potencial menor de proliferagdo que o epitélio reduzido. A diferenca
significativamente maior na expressdao citoplasmatica do receptor nas ilhas epiteliais
demonstra, pela internalizagao do receptor, uma resposta mais lenta frente a acdo de um
fator ativador local (DAMJANOV, MILDNER, KNOWLES, 1986).

As células do epitélio reduzido do 6rgao do esmalte que, além de proliferarem,
durante a odontogénese, ainda se diferenciaram para a formagdo da coroa dentaria,
contraditoriamente, apresentam potencial maior de proliferacdo que as ilhas epiteliais nos
foliculos pericorondrios. Relacionamos este fato a permanéncia de fatores de crescimento,
que durante a odontogénese estavam presentes no reticulo estrelado, no foliculo dental, em
odontoblastos e pré-ameloblastos (THESLEFF et al.,. 1987; WISE et al., 1990, COBO et
al., 1992; LIN FAN, WISE, 1992; WISE, LIN, ZAO, 1995; PAIVA, CIAMPONI, 1998), e

que estariam agora atuando nas células do epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte.
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Podemos inferir ainda que, para a ativagdo dos remanescentes epiteliais em
forma de ilhas, presentes nos foliculos pericoronarios, haveria a necessidade de uma maior
exposicao a fatores ativadores do EGFR quando comparados ao epitélio reduzido do 6rgao
do esmalte. Frente a mesma agressdo, teriamos uma resposta mais rapida das células do
epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, sugerindo que lesdes odontogénicas mais comuns,
como o cisto dentigero, estejam relacionadas a proliferacdo destes remanescentes.

Apesar desta constatacdo verificamos a presenca de 7 ilhas de remanescentes
epiteliais da odontogénese, presentes nos foliculos pericoronarios, com marcagdo
estritamente de membrana para o mAb anti-EGFR. A marcacdo de membrana é encontrada
em areas e tecidos de maior proliferagdo (PARTRIDGE et al., 1988; SRIVASTAVA et al.;
2001; PUTTI et al.,2002) possibilitando uma suposta “imortalidade” a estas células. Estas
ilhas apresentam um alto potencial de proliferacdo em presenca de fatores como o EGF ¢ o
TGF-a. Sugerimos, pelo indice encontrado em nosso estudo, que as mesmas estejam
relacionadas mais diretamente com a formagdo de tumores de origem odontogénica,
explicando a raridade destas lesdes.

Frente a diferenca na localizagdo da expressdo da marcagcdo imunohistoquimica
do anti-EGFR, encontrada em nosso estudo, traduzida como potenciais diferentes de
proliferacdo, sugerimos ainda que a origem de alguns dos remanescentes em forma de ilhas
difere dos remanescentes do epitélio reduzido do 6rgao do esmalte.

Sugerimos que as ilhas que apresentaram marcagdo estritamente de membrana
e que mantém, ao nosso entender, potencial proliferativo semelhante a células neoplésicas
(como as 7 encontradas em nosso estudo nos foliculos pericoronarios) possam ser
originarias de remanescentes da lamina dentdria; que, quando ativadas dariam origem a
tumores epiteliais mais agressivos e/ou raros, como Ameloblastomas, Tumor

Odontogénico Epitelial Calcificante e o Tumor Odontogénico Escamoso
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Lesdes ecto-mesenquimais, como o Fibroma Ameloblastico, Fibro-odontoma-
ameloblastico, o Tumor odontogénico adenomatoide e os Odontomas, com um menor grau
de proliferacio e que apresentam um padrio menos agressivo, provavelmente sejam
originarias de células com marcacdo mista de membrana e citoplasma. Estas lesodes
aproximariam-se mais da normalidade e manteriam, pela memoria celular, caracteristicas
da diferenciacdo alcangada na odontogénese.

A partir dos resultados obtidos em nosso estudo e das inferéncias em relagao ao
diferente grau de proliferagcdo celular encontrado (definido pela localizagdo da expressao
do EGFR), sugerimos a realizagdo de futuros estudos, com a utilizagdo de diferentes
técnicas, para que se compreenda melhor os fendmenos que regulam a formagdo e a

proliferacdo dos cistos e tumores odontogénicos.
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“No fim tudo da certo
se nao deu certo

¢ porque ainda nao chegou o fim.”
Fernando Pessoa

CONCLUSAO




6. CONCLUSAO

- A expressdo de EGFR foi observada na membrana ¢ no citoplasma das
células epiteliais das camadas proliferativas (basal e parabasal) da mucosa bucal, podendo

ser considerada como padrao fisioldgico.

- Todas as células remanescentes epiteliais da odontogénese apresentaram
imunoreatividade para o mAb anti-EGFR, havendo varia¢des na expressdo do EGFR ,
podendo estas diferengas estarem relacionadas ao desenvolvimento de cistos e tumores

odontogénicos.

- A distribuicdo da localizagao celular da expressdo do EGFR ¢ importante na

analise da imunoreagdo, pois representam diferentes estados de responsividade celular.



“ Quem nao &
nao pensa.
E quem nao pensa

Serd para sempre um servo.”
Paulo Francis
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ANEXO -1

TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas devem ser previamente silanizadas ou carregadas com carga
positiva.

Desparafinar na estufa a 58°C por 2horas.

Xilol, 10min.

Xilol, 10min.

Alcool absoluto, 5 min.

Alcool absoluto, 5 min.

Agua destilada, 2 min.

Recuperagdo antigénica: colocar as ldminas em um frasco de Coplin e
cobri-las com o tampdo adequado. O frasco de Coplin deve ficar em banho-maria e ndo
estar com tampa. Panela a vapor, temperatura de 92°C/93°C, por 20 minutos. Deixar voltar
naturalmente a temperatura ambiente (22°C). As laminas ndo devem secar nunca.

Lavar em agua destilada, PBS.

Bloqueio da peroxidase enddgena: dgua oxigenada 10 volumes, 2x de
15 minutos; ou 2x de 15 minutos de metanol 100ml + 3,0ml de peridrol(dgua oxigenada 30
volumes).

Lavar em agua destilada, PBS.

Bloqueio de proteinas, prevencdo de ligagdes inespecificas: feita com
soro normal ndo imune, do mesmo animal do anticorpo secundério, em alta concentragdo.

O soro ¢ pingado sobre os cortes ja na camara Umida. Deixar o soro por 15 minutos.
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Quando ¢ usado o Antibody Diluent with Background Reducing Componentes ndo ¢
preciso fazer a passagem pelo soro normal.

Escorrer o soro normal e incubar com anticorpo primario, em camara
umida, por cerca de 1 hora. Quando forem usados diferentes anticorpos em uma tUnica
bateria de laminas, lava-las separadamente antes de colocar no PBS.

Lavar 3x em tampao PBS, escorrer bem para ndo diluir o anticorpo
secundario.

Incubar com anti-corpo secundario em camara umida, por 30 minutos a
37°C. Pingar com o proprio frasco.

Lavar 3x em tampao PBS.

Incubar com ABC, que deve ser preparado 15 minutos antes do uso.
Incubar em cAmara umida, a 37°C, por 30 minutos.

Lavar 2x em PBS.

Revelagdo com DAB(cancerigeno). Quanto mais frio, mais fraca a
reacdo. A reagdo deve ser processada no escuro, por cerca de 5 minutos.

Lavar em dgua destilada.

Contra-coloragdo com Hematoxilina de Mayer por 10 minutos ou
Hematoxilina de Harris por 30 segundos.

Lavagem em agua corrente por 10 minutos — quando Hematoxilina de
Mayer, agua destilada.

Alcool absoluto, 1min.

Alcool absoluto, 1min.

Alcool absoluto, 1min.

Xilol, 10min.

Xilol, 10min., montagem em Permount. 102



Solugdes Utilizadas

Laminas silanizadas da Dako, Code S3003
Solu¢ido Tampao de EDTA(recuperacio antigénica)
1000ml de 4gua destilada + 0,3722g EDTA + Hidréxido de Na 2N até
calibrar o
pH em 8,03
Tampao Citrato
Solugdo A: Citrato de Sodio 3,47g em 100ml de dgua destilada
Solugdo B: Acido Citrico 2,1g em 100ml de 4gua destilada
pH 6,0: 39,0ml de A + 11,0ml de B + 50,0ml de 4gua destilada
ou
1,95¢g de Citrato de Sodio + 2ml de HCI 1N + 11t de agua destilada, pH6,0
ou
Target Retrieval Solution pH6,1 , Dako S1699
Tampao Tris pH 9,9

Target Retrieval Solution pH 9,9 , Dako S3307

PBS (Phosphate Buffered Saline)

1 frasco para 1 litro de dgua destilada, pH 7,2

Anticorpo primario
Estes anticorpos estao sendo usados com incubagdo de lhora em camara

umida
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com agua morna. O anticorpo primario pode ser diluido em tampao ou no Dako Antibody
Diluent with Background Reducing Components Code no.S3022
A concentragdo ideal ¢ descoberta através de diluigao seriada:

1:25 1:50 1:100 1:200 1:400 ...

Anticorpo secundario biotinilado (HRP Duet, Mouse/Rabbit Dako

Code no.K0492)
Para 20 laminas: 1000ul PBS + 10ul anticorpo secundério(reagente C)

Incubar por 30 minutos a 37°C, com LSAB 10 minutos.

ABC (StreptABComplex Dako Code no.K0492)

Para 20 laminas: 1000ul PBS + 10ul reagente A + 10ul reagente B
DAB (3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride)
Dab Chromogen Dako Code no.S3000

PBS 100ml + DAB 2 taletes + Agua Oxigenada 10vol. 3ml

Dab Chromogen Dako Code n0o.K3466 (liquido)

Liquid Dab Buffered Substrate, 2ml + 1gota de Dab
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ANEXO 2

PI ANIT.HA DE CAPTIIRA - FOLICTIT OS

LAMINA_| W | ¢ [Wo]w | c [wc][w [ c [wo]m | c [wc]m ¢ [wo]w ] c [wcw]c wojw]cwcjw]c wojw]c wc)

01

ILHA
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ANEXO 3

PLANILHA DE CAPTURA - MUCOSAS

CAMADA BASAL PARA
BASAL

LAMINA| M | ¢ | Mmc J| m | C | MC
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ANEXO 4

CALIBRACAO INTRA-EXAMINADOR INICIAL

Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
ANALISE * ANALISE2 25 100,0% 0 ,0% 25 100,0%
ANALISE * ANALISE2 Crosstabulation
Count
ANALISE2
0 1 2 Total
ANALISE O 2 2
1 11 1 12
2 1 10 11
Total 2 12 11 25
Symmetric Measures
Asymp.
Value Std. Errof® Approx. Tb Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,860 ,097 5,183 ,000
N of Valid Cases 25

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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ANEXO 5

Crosstabs

CALIBRACAO INTER-EXAMINADOR INICIAL

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
PESQUIS * GOLD 25 100,0% 0 ,0% 25 100,0%
PESQUIS * GOLD Crosstabulation
Count
GOLD
0 1 2 Total
PESQUIS O 2 2
1 8 4 12
2 1 10 11
Total 2 9 14 25
Symmetric Measures
Asymp.
Value Std. Erro | Approx. 1N Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,652 ,142 4,045 ,000
N of Valid Cases 25

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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ANEXO 6

CALIBRACAO INTRA-EXAMINADOR

DURANTE LEVANTAMENTO DOS DADOS

CALIBRACAO VALOR DO KAPPA
01 0,644
02 0,648
03 0,644
04 0,788
05 0,788
06 0,650
07 0,859
08 0,789
09 0,860
10 0,789
11 0,718
12 0,860
13 0,859
14 0,859
15 0,788
16 0,716
17 0,716
18 0,716
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ANEXO 7

CALIBRACAO INTER-EXAMINADOR FINAL

Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
PESQUIS * GOLD 25 100,0% 0 ,0% 25 100,0%
PESQUIS * GOLD Crosstabulation
Count
GOLD
0 1 2 Total
PESQUIS 0 2 2
1 7 4 11
2 12 12
Total 2 7 16 25
Symmetric Measures
Asymp.
Value Std. Errof” | Approx. 1N Approx. Sig.
Measure of Agreement Kappa ,716 ,128 4,579 ,000
N of Valid Cases 25

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
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ANEXO 9

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Vocé sera submetido a uma cirurgia para remo¢ao de um dente incluso. A
técnica de acesso cirirgico preconiza a remoc¢ao € o exame microscopico do tecido que
recobre o dente . Além deste procedimento o Sr. (a) autoriza a remogao de um fragmento
de mucosa normal do mesmo local. Este procedimento ¢ uma técnica cirurgica conhecida e
que facilita a costura da gengiva.

O material coletado fara parte do acervo de pegas do Laboratorio de Patologia
Bucal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e sera utilizado em uma trabalho
realizado pela CD Cristina da Silva Baumgart, na linha de pesquisa de Cistos ¢ Tumores
Odontogénicos, sob orientagcdo do Prof. Dr. Onofre Francisco de Quadros para obtengdo do
titulo de Mestre em Patologia Bucal pelo programa de pos-graduagdo desta universidade.

O objetivo da presente pesquisa ¢ o de analisar quantitativamente a expressao
de receptores de Fator de Crescimento Epidérmico em Foliculos Pericoronarios, Mucosa e
Ameloblastomas e relacionar com a formagao de Tumores Odontogénicos.

A decisdo de permitir que o tecido que sobrara da remogao do seu dente seja
utilizado para esta pesquisa ¢ sua e em nada influenciard na aten¢do e no tratamento
proposto por seu dentista.

Nao havera nenhum tipo de desconforto além do resultante do procedimento
cirirgico.

Caso seja de sua vontade, poderd em qualquer momento, mesmo apos ter
concordado (em primeiro instante), desistir da participagdo no trabalho sem qualquer

comprometimento no seu tratamento ou acompanhamento.
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Garantimos que informag¢des como nome, enderego, telefone nao serdao
reveladas. No caso de qualquer descoberta que venha a influenciar no seu tratamento, vocé
sera informado.

Qualquer duvida quanto a utilizagdo do material doado, tanto por parte do
paciente, quanto de qualquer familiar, sera prontamente esclarecida por um dos membros

da equipe envolvida.

Leia atentamente as observagdes abaixo:

Aceito que um triangulo de mucosa e o foliculo pericoronario obtidos a partir
da técnica de extracdo do meu dente incluso fagam parte da presente pesquisa.

Declaro que recebi copia do presente termo de consentimento informado e

que estou de acordo com as informacdes nele contidas.

Paciente

Cristina S. Baumgart

Onofre Francisco de Quadros

Porto Alegre, de de 200

Pesquisador Responsavel:
Cristina da Silva Baumgart
R. Ramiro Barcelos, 2492
FONE: (051) 3316-5023
(051) 9911- 8807
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ANEXO 10

ANALISE ESTATISTICA

ANALISE ENTRE OS GRUPOS

CITOPLASMA
NPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation | Minimum | Maximum
CITOPLAS 52 11,7692 22,2275 ,00 137,00
GRUPO 52 1,9231 ,8366 1,00 3,00
Kruskal-Wallis Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank
CITOPLAS ilha 20 40,28
reduzido 16 26,78
mucosa 16 9,00
Total 52
Test Statistics®P
CITOPLAS
Chi-Square 39,320
df 2
Asymp. Sig. ,000
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO
MEMBRANA E CITOPLASMA
NPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation | Minimum [ Maximum
MEMCITO 52 13,0192 24,4681 ,00 151,00
GRUPO 52 1,9231 ,8366 1,00 3,00
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Kruskal-Wallis Test

Ranks
GRUPO N Mean Rank
MEMCITO ilha 20 33,28
reduzido 16 27,03
mucosa 16 17,50
Total 52
Test Statistics®P
MEMCITO
Chi-Square 10,249
df 2
Asymp. Sig. ,006

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO

MEMBRANA
NPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation | Minimum | Maximum
MEMBRANA 52 ,1346 ,5250 ,00 3,00
GRUPO 52 1,9231 ,8366 1,00 3,00
Kruskal-Wallis Test
Ranks
GRUPO N Mean Rank
MEMBRANA ilha 20 29,70
reduzido 16 24,50
mucosa 16 24,50
Total 52
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Test Statistics®P

MEMBRANA
Chi-Square 6,788
df 2
Asymp. Sig. ,034

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRUPO

ILHA X REDUZIDO
NPar Tests
Mann-Whitney Test
Ranks

GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks

MEMBRANA ilha 20 20,10 402,00
reduzido 16 16,50 264,00
Total 36

CITOPLAS ilha 20 24,27 485,50
reduzido 16 11,28 180,50
Total 36

MEMCITO ilha 20 20,48 409,50
reduzido 16 16,03 256,50
Total 36

Mann-Whitney

Wilcoxon ME“Q@E%O C'W@@fbﬁ M%@

z -1,867 -3,689 -1,260

Asymp. Sig. (2- ,062 ,000 ,208

Exact Sig. [2°(1- 3202 0002 2112

Sig.)]

a.
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NPar Tests

ILHA X MUCOSA

Mann-Whitney Test

Ranks
GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks
MEMBRANA ilha 20 20,10 402,00
mucosa 16 16,50 264,00
Total 36
CITOPLAS ilha 20 26,50 530,00
mucosa 16 8,50 136,00
Total 36
MEMCITO ilha 20 23,30 466,00
mucosa 16 12,50 200,00
Total 36
Test Statistics®
MEMBRANA | CITOPLAS | MEMCITO
Mann-Whitney U 128,000 ,000 64,000
Wilcoxon W 264,000 136,000 200,000
Z -1,867 -5,335 -3,268
Asymp. Sig. (2-tailed) ,062 ,000 ,001
E?<act Sig. [2*(1-tailed ,3208 ,OOOa ,0028
Sig.)]
a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: GRUPO
REDUZIDO X MUCOSA

NPar Tests

Mann-Whitney Test
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Ranks

GRUPO N Mean Rank | Sum of Ranks
MEMBRANA reduzido 16 16,50 264,00
mucosa 16 16,50 264,00
32
CITOPLAS reduzido 16 24,00 384,00
mucosa 16 9,00 144,00
32
MEMCITO reduzido 16 19,50 312,00
mucosa 16 13,50 216,00
32
Test Statistics®
MEMBRANA | CITOPLAS | MEMCITO
Mann-Whitney U 128,000 8,000 80,000
Wilcoxon W 264,000 144,000 216,000
Z ,000 -4,911 -1,995
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000 ,000 ,046
E?<act Sig. [2*(1-tailed 1,0008 ,OOOa ,0738
Sig.)]

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: GRUPO

ANALISE INTRA-GRUPOS

NPar Tests
Friedman Test
Ranks
Mean Rank
MEMILHA 1,00
CITOILHA 2,63
MCCILHA 2,38
Test Statistics®
N 20
Chi-Square 31,013
df 2
Asymp. Sig. ,000

a. Friedman Test

ILHA
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NPar Tests

Wilcoxon Signed Ranks Test

Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
CITOILHA - MEMILHA Negative Ranks 02 ,00 ,00
Positive Ranks 20P 10,50 210,00
Ties 0°
Total 20
MCCILHA - MEMILHA Negative Ranks od ,00 ,00
Positive Ranks 20¢ 10,50 210,00
Ties of
Total 20
MCCILHA - CITOILHA Negative Ranks 129 10,21 122,50
Positive Ranks 7h 9,64 67,50
Ties 1
Total 20
a. CITOILHA < MEMILHA
b. CITOILHA > MEMILHA
C. MEMILHA = CITOILHA
d. MCCILHA < MEMILHA
e. MCCILHA > MEMILHA
f. MEMILHA = MCCILHA
g.- MCCILHA < CITOILHA
h. MCCILHA > CITOILHA
i. CITOILHA = MCCILHA
Test Statistics®
CITOILHA - | MCCILHA - | MCCILHA -
MEMILHA | MEMILHA | CITOILHA
Z -3,9212 -3,9222 -1,107P
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,268

a. Based on negative ranks.

b. Based on positive ranks.

C. Wilcoxon Signed Ranks Test
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REDUZIDO

NPar Tests
Friedman Test
Ranks
Mean Rank
MEMREDU 1,06
CITOREDU 2,34
MCREDU 2,59
Test Statistics?
N 16
Chi-Square 22,290
df 2
Asymp. Sig. ,000

a. Friedman Test

NPar Tests
Wilcoxon Signed Ranks Test
Ranks
N Mean Rank | Sum of Ranks
CITOREDU - MEMREDU Negative Ranks 0@ ,00 ,00
Positive Ranks 15P 8,00 120,00
Ties 1¢
Total 16
MCREDU - MEMREDU Negative Ranks od ,00 ,00
Positive Ranks 15¢ 8,00 120,00
Ties 1f
Total 16
MCREDU - CITOREDU Negative Ranks 69 5,67 34,00
Positive Ranks 10h 10,20 102,00
Ties o
Total 16

a. CITOREDU < MEMREDU
b. CITOREDU > MEMREDU
¢. MEMREDU = CITOREDU
d. MCREDU < MEMREDU
€. MCREDU > MEMREDU
f. MEMREDU = MCREDU

g.- MCREDU < CITOREDU
h. MCREDU > CITOREDU

i. CITOREDU = MCREDU
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Test Statistics®

CITOREDU - | MCREDU - MCREDU -
MEMREDU MEMREDU CITOREDU
Z -3,4172 -3,409°2 -1,7602
Asymp. Sig. (2-tailed) ,001 ,001 ,078
a. Based on negative ranks.
b. Wilcoxon Signed Ranks Test
MUCOSA

NPar Tests
Friedman Test
Ranks
Mean Rank
MEMMUCO 1,50
CITOMUCO 1,50
MCMUCO 3,00
Test Statistics?
N 16
Chi-Square 32,000
df 2
Asymp. Sig. ,000

a. Friedman Test

NPar Tests

Wilcoxon Signed Ranks Test

121



Ranks

Mean Rank | Sum of Ranks
CITOMUCO - MEMMUCO Negative Ranks 02 ,00 ,00
Positive Ranks ob ,00 ,00
Ties 16°
Total 16
MCMUCO - CITOMUCO  Negative Ranks od ,00 ,00
Positive Ranks 16¢ 8,50 136,00
Ties of
Total 16
MCMUCO - MEMMUCO  Negative Ranks 09 ,00 ,00
Positive Ranks 16" 8,50 136,00
Ties 0f
Total 16
a. CITOMUCO < MEMMUCO
b. CITOMUCO > MEMMUCO
¢. MEMMUCO = CITOMUCO
d. MCMUCO < CITOMUCO
€. MCMUCO > CITOMUCO
f.clIToMuCO = MCMUCO
9. MCMUCO < MEMMUCO
h. MCMUCO > MEMMUCO
i. MEMMUCO = MCMUCO
Test Statistics®
CITOMUCO - | MCMUCO - MCMUCO -
MEMMUCO | CITOMUCO | MEMMUCO
Z ,0002 -4,000° -4,000°
Asymp. Sig. (2-tailed) 1,000 ,000 ,000

a. The sum of negative ranks equals the sum of positive ranks.

b. Based on negative ranks.

C. Wilcoxon Signed Ranks Test
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ANEXO 11

TABELAS DOS DADOS LEVANTADOS

Tabela 1 — Distribuigdo do numero de campos (n) em relagdo a localizagdo da marcagdo com anti-

EGFR nas amostras de mucosa normal.

Lamina Campos Membrana Citoplasma Mem/ cito
n n % n % n %

1 3 0 0 0 0 3 100
2 3 0 0 0 0 3 100
3 3 0 0 0 0 3 100
4 3 0 0 0 0 3 100
5 3 0 0 0 0 3 100
6 3 0 0 0 0 3 100
7 3 0 0 0 0 3 100
8 3 0 0 0 0 3 100
9 3 0 0 0 0 3 100
10 3 0 0 0 0 3 100
11 3 0 0 0 0 3 100
12 3 0 0 0 0 3 100
13 3 0 0 0 0 3 100
14 3 0 0 0 0 3 100
15 3 0 0 0 0 3 100
16 3 0 0 0 0 3 100

48 0 0 0 0 48 100

Fonte: Laboratério de Patologia FO/ UFRGS — POA

Tabela 2— Distribui¢do do nimero de ninhos de células epiteliais (n) em relagdo a localizagdo da
marcagdo com anti-EGFR nos foliculos pericoronarios.

Lamina Ninhos Membrana Citoplasma Meny/ cito

n n % n % n %

1 4 0 0 2 50 2 50
2 9 0 0 5 55,6 4 44 .4
3 10 0 0 8 80 2 20
4 14 0 0 11 78,6 3 21,4
5 15 0 0 5 33,3 10 66,7
6 19 1 53 10 52,6 8 421
7 19 0 0 16 84,2 3 15,8
8 21 0 0 8 38,1 13 61,9
9 22 0 0 20 90,9 2 9,1
10 23 0 0 15 65,2 8 34,8
11 24 0 0 19 79,2 5 20,8
12 32 0 0 26 81,3 6 18,7
13 36 0 0 15 41,7 21 58,3
14 40 1 2,5 8 20 31 77,5
15 46 0 0 22 47,8 24 52,2
16 66 0 0 44 66,7 22 33,3
17 79 0 0 45 57 34 43
18 91 2 2,2 54 59,3 35 38,4
19 147 0 0 54 36,7 93 63,3
20 291 3 1 137 471 151 51,9
1008 7 0,7 524 52 477 47,3

Fonte: Laboratério de Patologia FO/ UFRGS — POA
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Tabela 3 — Distribui¢do do ntimero de campos (n) em relagdo a localizagdo da marcag¢do com anti-
EGFR no epitélio reduzido do 6rgio do esmalte dos foliculos pericoronarios

Lamina Campos Membrana Citoplasma Men/ cito
n n % n % n %
1 10 0 0 0 0 10 100
2 12 0 0 3 25 9 75
3 8 0 0 2 25 6 75
4 10 0 0 2 20 8 80
5 10 0 0 10 100 0 0
6 31 0 0 5 16,1 26 83,9
7 11 0 0 8 72,7 3 27,3
8 5 0 0 3 60 2 40
9 4 0 0 3 75 1 25
10 3 0 0 2 66,7 1 33,3
11 9 0 0 6 66,7 3 33,3
12 27 0 0 13 48,1 14 51,9
13 24 0 0 5 20,8 19 79,2
14 17 0 0 5 29,4 12 70,6
15 33 0 0 15 45,5 18 54,5
16 26 0 0 6 231 20 76,9
240 0 0 88 36,7 152 63,3

Fonte: Laboratério de Patologia FO/ UFRGS — POA
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ANEXO 12

CARACTERISTICAS AMOSTRAIS

MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL

AMOSTRA INICIAL
Lamina Sexo Idade Cor Dente

3766 M 16 B 38

3767 M 16 B 38

3772 F 17 B 48

3773 F 17 B 48

7727 F 18 B 48

7728 F 18 B 48
17554/02 F 19 B 48
17555/02 F 19 B 48
17622/02 F 17 B 38
17623/02 F 17 B 38
17913/02 F 23 B 38
17914/02 F 23 B 38
17959/03 F 15 B 38
17960/03 F 15 B 38
17961/03 F 18 B 48
17962/03 F 18 B 48
17972/03 F 18 B 38
17973/03 F 18 B 38
17974/03 M 27 B 38
17975/03 M 27 B 38
17977/03 M 15 B 38
17978/03 M 15 B 38
18010/03 M 18 N 38
18011/03 M 18 N 38
18059/03 F 24 B 38
18060/03 F 24 B 38
18097/03 M 17 N 38
18098/03 M 17 N 38
18156/03 F 18 B 48
18157/03 F 18 B 48
18158/03 F 20 B 38
18159/03 F 20 B 38
18226/03 F 18 B 48
18227/03 F 18 B 48
18228/03 F 20 B 48
18229/03 F 20 B 48
18267/03 F 24 B 48
18268/03 F 24 B 48
18269/03 M 20 B 38
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18270/03 M 20 B 38
18278/03 F 27 B 38
18279/03 F 27 B 38
18312/03 F 20 B 38
18313/03 F 20 B 38
18363/03 F 18 B 38
18364/03 F 18 B 38
18404/03 F 24 B 38
18405/03 F 24 B 38
18427/03 M 17 B 48
18428/03 M 17 B 48
17439/02 F 18 B 48
17491/02 F 16 B 48
17527/02 M 18 B 48
17752/02 M 19 B 38
17763/02 F 20 B 48
18062/03 F 17 B 38
18237/03 F 18 B 38
MEDIA  19,33333 19,33333

DESVIO 3,231173
MODA 18 38
MEDIANA 18 38

AMOSTRA FINAL - MUCOSAS
LAMINA |SEXO IDADE RACA DENTE
3766 M 16 B 38
17554/02 F 19 B 48
17622/02 F 17 B 38
17914/02 F 23 B 38
17959/03 F 15 B 38
17978/03 M 15 B 38
18011/03 M 18 N 38
18060/03 F 24 B 38
18159/03 F 20 B 38
18226/03 F 18 B 48
18267/03 F 24 B 48
18269/03 M 20 B 38
18313/03 F 20 B 38
18364/03 F 18 B 38
18405/03 F 24 B 38
18428/03 M 17 B 48
MEDIA 19,25

DESVIO 3,109126
MEDIANA 18 38
MODA 18 38
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AMOSTRA FINAL - FOLICULOS

LAMINA | SEXO IDADE RACA DENTE
3767 M 16 B 38
7727 F 18 B 48
7728 F 18 B 48

17960/03 F 15 B 38

17962/03 F 18 B 48

17972/03 F 18 B 38

17974/03 M 27 B 38

17977/03 M 15 B 38

18010/03 M 18 N 38

18097/03 M 17 N 38

18156/03 F 18 B 48

18158/03 F 20 B 38

18229/03 F 20 B 48

18268/03 F 24 B 48

18312/03 F 20 B 38

18363/03 F 18 B 38

18404/03 F 24 B 38

17439/02 F 18 B 48

17527/02 M 18 B 48

17752/02 M 19 B 38

MEDIA 18,95
DESVIO 2,999561
MEDIANA 18 38
MODA 18 38
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