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RESUMO

O ceratocisto odontogénico (CO) é uma lesao cistica composta por uma capsula fina e
friavel. O revestimento epitelial consiste em uma camada de epitélio escamoso
estratificado, e pode-se observar a separacdo parcial ou quase completa da camada epitelial.
O CO apresenta uma alta taxa de recorréncia, que pode estar associada a uma fraca adesao
entre as células e com a matriz extracelular (MEC), causando fragmentacdo tecidual e
permitindo a desprendimento das células durante a intervencdo cirargica. Uma analise
protedmica prévia identificou alteracbes em proteases (CTSD), proteinas de adesdo
associadas a desmossomos (PPL) e moléculas de juncédo célula-ECM (FBLN1, LGALS?7,
TLN1), sugerindo que essas alteracfes moleculares podem estar associadas a patobiologia
do CO e seu comportamento recidivante. Na tentativa de esclarecer a base molecular por
tras da patobiologia do OKC, investigamos 0s niveis de expressao de genes associados a
adesdo célula-célula e célula-MEC em uma coorte maior de CO e comparamos com cisto
radicular (CR) e mucosa oral (MN). Os resultados da RT-gPCR estdo de acordo com a
analise protedmica e mostraram aumento significativo da expressdo de TLN1 (p <0,05) em
compara¢do com a MN. Em comparagdo com o CR, 0 CO mostrou maior expressao de PPL
(p <0,05) e LGALSY7 (p <0,05). A expressdo de TLN1, PPL e LGALS7 tende a diminuir
em amostras de OKC que apresentam alto desprendimento do epitélio da capsula cistica.
Em conclusdo, nossos resultados mostraram alteracdes em genes gque modulam as
interacdes célula-célula e célula-ECM no OKC. Estudos adicionais sdo necessarios para
entender o papel dessas proteinas na adesdo ou em outras atividades, como proliferacdo e
sobrevivéncia das células do CO.

Palavras-chave: ceratocisto odontogénico, recorréncia, adesdo celular, matriz extracelular.



ABSTRACT

The odontogenic keratocyst (OKC) is a cystic lesion composed of a thin and friable
capsule. The epithelial lining consists of a layer of stratified squamous epithelium, and partial
or nearly complete detachment of the epithelial layer can be observed. OKC present a high
recurrence rate that may be associated with a weak adhesion between cell-cell and cell-
extracellular matrix (ECM), causing tissue fragmentation and allowing cells to detach during
surgical intervention. A previous proteomic analysis identified alterations in proteases (CTSD),
desmosome-associated adhesion proteins (PPL), and cell-ECM junction molecules (FBLN1,
LGALS7, TLN1), suggesting that these molecular changes could be associated to the recurrent
behavior of OKC. In an attempt to clarify the molecular basis underlining the recurrence
potential of OKC, we investigated the expression levels of genes associated with cell-cell and
cell-ECM adhesion in a larger cohort of OKC and compared to radicular cyst (RC) and oral
mucosa (OM). The RT-gPCR results are in line with proteomics analysis and
showedupregulation of TLN1 (p<0.05) compared to OM. Compared to RC, OKC
showedhigher expression of PPL (p<0.05) and LGALS7 (p<0.05). The expression of TLN1,
PPL, and LGALS?Y tend to reduce in OKC samples that exhibit high epithelium detachment of
the cystic capsule. In conclusion our results showed alteration in genes modulating cell-cell
and cell-ECM interactions in OKC. Further studies are needed to understand the role of these

proteins in adhesion or in other activities such as proliferation and survival.

Keywords: odontogenic keratocyst, recurrence, cell adhesion, extracellular matrix,
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1 INTRODUCAO

As lesdes odontogénicas se originam e guardam aspectos histologicos e moleculares
relacionados a tecidos especificos que compdem o aparato dental. Elas se desenvolvem a partir
de alteragBes nas multiplas e reciprocas interacdes entre o ectoderma oral e 0 ectomesénquima
derivado de crista neural durante o processo de odontogénese. (DUARTE-ANDRADE et al.,
2020). O ceratocisto odontogénico (CO), como nome sugere, € uma lesdo de natureza cistica,
sendo estudada desde aproximadamente metade do século passado, e reconhecida por sua
ambiguidade e dificuldade em determinar seu comportamento clinico (KHAN et al., 2019).

O CO foi considerado inicialmente um cisto primordial, mas ap6s uma série de estudos
que observaram seu comportamento potencialmente agressivo e sua alta taxa de recidiva,
passou a ser considerado, em 2005, como uma neoplasia benigna pela World Health
Organization (WHO), quando passou a ser denominado tumor odontogénico queratocistico
(THOMPSON et al., 2006). Além disso, diferentemente de outros cistos, apresenta crescimento
ativo por proliferacdo celular, e ndo por alteracdes da pressdo hidrostatica no interior do limen
da cavidade cistica, o que o difere, por exemplo, do cisto radicular (CR) e do cisto dentigero
(BROWNE, 1975). No entanto, em 2017, a lesé&o voltou a ser considerado cisto na classificagio
da WHO, por falta de evidéncias para manté-lo como neoplasia, e seu comportamento ser
majoritariamente cistico (BIANCO et al., 2020).

O tecido epitelial normal apresenta diversos marcadores que, em seu pleno
funcionamento, possuem a capacidade de manter a homeostase do tecido. Em um estudo
anterior realizado pelo nosso grupo, foi possivel notar a alteracéo de diversas proteinas no CO
quando comparado a mucosa normal, incluindo proteinas diretamente associadas a adesdo
célula-célula e adesdo célula-matriz extracelular (MEC). O desequilibrio na expressédo destas
proteinas poderia apresentar relacdo com as constantes recidivas observadas apds a resseccao
de lesGes mais agressivas e extensas (DINIZ et al., 2021)

Dado que a patogénese molecular do CO nédo é completamente entendida, e que
recentes descobertas apontam uma desregulac6es na abundancia de proteinas associadas a
adesdo célula-célula e célula-MEC em CO, validar e quantificar a expressao dessas
moléculas em um ndmero maior de CO, em comparag¢do com 0s outros cistos e tecido sadio,
pode nos oferecer dados que auxiliem no melhor entendimento do comportamento biolégico
da leséo.

Por se tratar de uma lesdo com alta taxa de recidiva e com tendéncia a destruicdo 0ssea

ao longo de seu crescimento, entender os processos bioldgicos e os mecanismos moleculares
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envolvidos na lesdo sdo de grande relevancia. O conhecimento da patobiologia da leséo e a
busca de marcadores e alvos terapéuticos possibilita o desenvolvimento de intervencdes mais
eficazes, podendo favorecer o manejo clinico da les&o pela prevencédo de lesdes recidivantes e

abordagens de tratamento mais conservadoras.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ceratocisto odontogénico (CO)

O ceratocisto odontogénico (CO) foi citado pela primeira vez por Philipsen em 1956, e
desde entdo foi vastamente explorado, principalmente seu padrdo de comportamento e formas
eficazes de tratamento. Acomete majoritariamente posi¢do posterior de mandibula, com leve
predilegéo para o sexo masculino. (KAHRAMAN; GUNHAN; CELASUN, 2018; MYOUNG
et al., 2001)

Histologicamente, o CO apresenta uma capsula delgada e friavel, o Ilimen pode conter
liqguido semelhante a transudato seroso ou preenchido por queratina. Microscopicamente, a
parede fibrosa ndo apresenta quantidade significativa de infiltrado inflamatorio. O revestimento
epitelial € composto por uma camada de epitélio pavimentoso estratificado de seis a oito células
de espessura. A formacdo de cristas epiteliais na interacdo com a camada do conjuntivo é
imperceptivel, formando uma interface plana (Figura 1A-B). A camada basal apresenta células
em forma de palicada, frequentemente hipercromaticas (Figura 1B). O desprendimento da

camada epitelial pode ser observado parcialmente ou quase em sua totalidade (Figura 1C-D).
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Figura 1: Fotomicrografia mostrando a histopatologia do ceratocisto odontogénico. (A) A lesdo
apresenta uma capsula de tecido conjuntivo delgada e friavel, revestida por epitélio escamoso.
(B) O epitélio cistico contém células em forma de paligada na camada basal e a interface com
o tecido conjuntivo é plana. (C-D) O desprendimento da camada epitelial pode ser observado

em diferentes regides do corte. Coloracdo Hematoxilina e Eosina. (Fonte: préprio autor)

E possivel encontrar em amostras de CO, majoritariamente em cistos associados a
sindrome de Gorlin-Goltz, a presenca de cistos satélites, que consistem em ninhos de epitélio
odontogénico em meio a capsula cistica, derivado de desprendimento do tumor primordial.
Esses cistos satélites podem ser encontrados em aproximadamente de 7% a 37% das lesbes de
CO. (KAHRAMAN; GUNHAN; CELASUN, 2018)

Apesar da maioria das lesGes ser de natureza esporéadica e se manifestar de maneira
isolada, os COs podem se manifestar no espectro do fenétipo de individuos portadores da
sindrome do carcinoma basocelular nevéide (SCBN), também conhecida como sindrome de
Gorlin-Goltz, causada por mutacéo no gene PTCH1 (OMIM:#109400) (SILVA et al., 2020).
Esta é uma rara sindrome de natureza autossomal e dominante, caracterizada pela presenca de
multiplos e recorrentes COs (observados em até cerca de 75% dos individuos portadores),
assim como a ocorréncia de carcinomas basocelulares que usualmente aparecem na puberdade
ou nas primeiras décadas de vida (DALL MAGRO, 2014). De forma interessante, a mutagao
PTCH1 também foi descrita de forma consistente em CO esporédicos (GUO et al., 2013).
Apesar das semelhancas entre os COs esporadicos e sindromicos, sua origem pode ndo ser a
mesma. Acredita-se que 0s COs esporadicos sdo derivados de remanescentes de lamina
dentéria, enquanto os sindrémicos podem ter, na maioria das vezes, sua origem advinda de
células epiteliais da submucosa. Além disso, o0 CO sindrémico pode acometer individuos mais
precocemente do que o CO esporédico, afetando criancas na primeira década de vida.
(STOELINGA, 2022).

O comportamento recidivante, o crescimento agressivo de alguns casos, a presenca
mutacdo do gene PTCH1 e seu crescimento por alta proliferacdo de células epiteliais
contribuiram importantemente no debate sobre a classificagdo do CO como neoplasia
verdadeira. Na atual classificacdo da “World Health Organization (WHQ) Classification of
Head and Neck Tumors”, de 2022, o CO permanece na lista dos cistos e tem a se¢do mais longa
entre os cistos da mandibula.

Nos primeiros anos de descoberta (aproximadamente 1960 a 1980) a taxa de recidiva
do CO chegava a 60%, principalmente pelo desconhecimento do potencial recidivo da lesao.
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Os primeiros casos foram tratados apenas com enucleacdo ou curetagem. Estudos atuais
sugerem que osteotomia periférica, uso de solucdo de Carnoy, e marsupializacdo seguida de
enucleacdo secundaria auxiliam na reducdo da taxa de recidivas, considerando que células
epiteliais residuais podem permanecer no sitio da lesdo (STOELINGA, 2022). Estudos recentes
demonstram uma menor taxa de recidiva associada a tratamentos que envolvem osteotomia
periférica (14,8%), além de ndo apontar relacdo das recidivas com local da leséo e tratamento
escolhido para dente envolvido na lesdo (KARACA et al., 2018). Um estudo realizado por
Mohanty et al. realiza uma comparagdo entre marsupializagdo, enucleacdo, cauterizacéo
quimica com solucdo de Carnoy, osteotomia e resseccdo. Entre os métodos, o que apresentou
a maior taxa de recidiva foi a enucleacdo (60%) e o Gnico método que ndo apresentou nenhuma
recidiva foi a ressecgdo. (MOHANTY et al., 2021) Outro estudo realizado com pacientes de
CO apresentou recidiva em 58,3% dos pacientes submetidos a enucleagdo, e 11,7%
apresentaram 2 ou mais recidivas da lesdo, com maior predilecdo para pacientes na quinta
década de vida. (MYOUNG et al., 2001) Estudos indicam que o CO recidivante apresenta
diferencas de comportamento em relacdo a primeira lesdo, inclusive com uma maior expressao
de marcadores tumorais (CHANDRASHEKAR et al., 2020).

Acredita-se que a alta taxa de recidiva associada ao CO esteja relacionada ao
desprendimento e permanéncia de células epiteliais no local do sitio cirdrgico. Essa
possibilidade pode estar associada a auséncia de cristas epiteliais e interface plana na juncéao
epitélio-capsula, mas também a uma fraca estrutura de adesdo entre célula-célula e célula-
matriz extracelular (MEC), fragmentando o tecido e permitindo que essas células se
desprendam durante a abordagem cirdrgica. Uma analise proteébmica realizada previamente por
nosso grupo, apontou a alteracdo de proteases (CTSD), proteinas de adesdo associadas ao
complexo desmossomal (PPL) e na juncdo célula-MEC (FBLN1, GALECTIN-7, TLN1),
sugerindo essas alteracfes moleculares poderiam estar por trds do comportamento recidivante
do CO (DINIZ et al., 2021). No entanto, novos estudos ainda precisam ser realizados para a

melhor compreensédo do papel dessas alteracfes moleculares na biologia do CO.
2.2 Cisto radicular (CR)
Os cistos radiculares (CR) representam 54,6% dos cistos odontogénicos e, diferente do

CO, sao classificados como cisto inflamatorio, derivado de um processo inflamatério de longa

duracdo no osso periapical com proliferagdo de células residuais do ligamento periodontal
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(JOHNSON et al., 2014). O CR apresenta uma cavidade revestida por epitélio (BERNARDI et
al., 2015)

A proliferacdo epitelial na transformagdo da inflamacdo em leséo cistica do cisto
radicular apresenta grande quantidade de células CD8+ em comparacdo com CD4+. Células B
também ndo estdo presentes em grande quantidade, indicando que a fase inicial do
desenvolvimento da lesdo cistica ndo € majoritariamente mediada por anticorpos (BERNARDI
et al., 2015). A presenca de tecido necrético no limen do cisto atrai neutrofilos e granuldcitos
que irdo migrar através do revestimento epitelial. O produto litico derivado das mortes celulares
no limen do cisto cria um grande volume de moléculas. Como resultado, a pressdo osmética
sobe para um nivel maior que o fluido tecidual, que ira se difundir na cavidade do cisto para
aumentar a pressdo hidrostatica intraluminal bem acima da pressdo capilar. Esse aumento da
pressao intracistos pode levar a reabsorcéo 6ssea e expansao do cisto. (NAINANI; SIDHU,
2014; STOKKE, 1956)

O tipo de inflamacdo (aguda ou cronica) e sua extensdo (focal ou difusa) podem alterar
0 desenvolvimento e comportamento do cisto radicular, principalmente quando analisados
acordo com o contetdo presente na cavidade cistica (como os tipos de fibras e citocinas
inflamatdrias presentes).

O CO e 0 CR apresentam padrées de crescimento distintos. O CO apresenta como maior
fator de crescimento a proliferacdo celular, causando aumento de volume. O fator de
crescimento do CR € por pressdo osmética. Um estudo de imuno-histoquimica para analise da
expressdo de PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular) indica que o CO, em comparacéo
com o CR, apresenta maior potencial de proliferacdo celular devido a maior expressao do
PCNA (SHAHELA et al., 2013). O Ki-67, importante marcador de proliferacdo celular,
também & superexpresso no CO quando comparado com o CR e outros cistos odontogénicos,
apontando para uma maior atividade proliferativa. JABBARZADEH et al., 2021). Ainda ndo
existem artigos que estudam a adesao célula-célula e adesdo célula-MEC no cisto radicular.

O CR é revestido por epitélio escamoso estratificado similar ao do CO (com exce¢ao
da camada basal hipercromética e em palicada, com limen preenchido por fluido e residuos
celulares. Enquanto a taxa de recidiva do CO € consideravelmente alta, 0 mesmo nédo é
percebido pelo CR, que possui taxa de recidiva extremamente baixa. A comparagcdo das
alteracdes moleculares encontrada nas duas lesdes pode nos permitir melhor entendimento
sobre os mecanismos por tras das diferencas bioldgicas e maior previsibilidade sobre seus

comportamentos.
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2.3 Adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular (MEC)

A MEC é aregido do tecido que néo € constituida por células, onde € possivel encontrar
uma rede de macromoléculas composta majoritariamente por proteinas e polissacarideos. As
metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas com a capacidade de degradacdo da matriz
extracelular.

As moléculas de adesao da familia integrina sdo as mais importantes quando se trata da
mediacdo da interacdo célula-célula e célula-MEC. Eles reconhecem e ligam o0s
correspondentes, transmitem sinais do meio extracelular pra célula, e regulam a expressdo de
genes a partir de multiplas vias de sinalizacdo, além de movimento célular, proliferagdo e
apoptose. A Talin-1, codificada pelo gene TLNL1, foi a primeira proteina a ter sua ligacao
confirmada a integrina, e sua superexpressdo esta associada a crescimento e/ou invasao de
células tumorais, metéstase, maior indiferenciacdo celular, além de poder aumentar a
resisténcia a tratamentos medicamento, quando associados a neoplasias. (CUI et al., 2022)

O Periplakin, codificada pelo gene PPL, é uma proteina ligante do citoesqueleto que
conecta filamentos intermediarios a junc@es celulares e outras por¢es de membranas celulares.
Além disso, compartilha a estrutura da principal proteina desmossémica, desmoplakin, estando
diretamente envolvida na adesdo célula-célula no tecido epitelial (Figura 2). (BOCZONADI,
MAATTA, 2016a)
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Figura 2. Estrutura dos desmossomos. A caderina desmocolina e desmogleina sdo projetadas

por meio extracelular realiza a ligacdo entre as células, conectando com o filamento
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intermediario (proteina desmoplaquina e placoglobina), gerando a forca tensora. Fonte: (LIN
etal., 2021)

As fibulinas formam uma familia de glicoproteinas de fatores de crescimento
epidermais (EGF), em que a fibulina 1, codificada pelo gene FBLNL1, é a mais expressa, estando
presente em varios tecidos do corpo humano. Possui um grande nimero de ligantes e apresenta
interacdo com outras proteinas da MEC, como versican, aggrecan, laminin e fibronectin, além
de interagir com outros fatores de crescimento, como o0 heparina-binding epidermal growth
factor HB-EGF), connective growth factor (CNN2 e CNN3). A FBLN1 pode apresentar efeito
tanto pré-oncogénico quanto supressor de tumor, além de inibir adesdo, proliferacéo celular,
mobilidade, e invasdo celular quando super expresso. Em alguns tumores, como NSCLC, o
progndstico é pior quando o se encontra com baixa expressdo. (HARIKRISHNAN et al., 2020)

A galectina-7, codificada pelo gene LGALS7, codifica a proteina galectina 7, que se liga
especificamente a B-galactosideos e € um marcador queratindcito-especifico encontrado em
todas as camadas do epitélio. Participa de diversos processos como controle da apoptose,
migracdo celular e adesdo celular (Figura 3). Sua participagdo no processo de carcinogénese é
amplamente estudada em diversos tumores, como em carcinomas de mama, cabeca e pescogo,
de tiredide, linfomas e melanoma (SEWGOBIND; ALBERS; PIETERS, 2021). E importante
considerar a familia da galectina é considerada reguladora do processo de adeséo ao substrato
ou células vizinhas atuando fortemente tanto na adeséo célula-célula e célula-MEC, e pode
favorecer ou inibir essas interacdes. A sua desregulagéo, tanto a baixa expressdo quanto a
superexpressdo, podem apresentar efeitos semelhantes no tecido (ADVEDISSIAN;
DESHAYES; VIGUIER, 2017).
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Figura 3. Representacdo esquematica das funcdes atribuidas a galectina-7. A galectina-7
participa em processos de adesao, além de proliferacéo celular, apoptose, diferenciagdo celular
e migracdo. Fonte: (ADVEDISSIAN; DESHAYES; VIGUIER, 2017)

2.3.1 Degradagéo da matriz extracelular

A MEC sofre constantemente o processo de remodelamento, que consiste na
sintetizacdo e degradacdo dos seus componentes, tanto processo fisiol6gico como em processos
patologicos. O crescimento da lesdo cistica também pode possuir relagdo direta com a
degradacdo da MEC. As metaloproteinases sao enzimas proteoliticas com a capacidade de
degradacdo da matriz extracelular. As MMP-2, -9 e -13 sdo expressadas em cistos radiculares,
confirmando o seu papel no crescimento da lesdo cistica (BERNARDI et al., 2015).

A MMP-2 degrada e desnatura colagenos e estruturas fibrilares da ECM. Um estudo
realizado por Wang realizou a inibicdo da MMP-2 por interferéncia no RNA em uma cultura
priméaria de células de ameloblastoma mostrou que a sua inibicdo causa a supressdo na
capacidade de invasdo local do tumor, podendo apresentar 0 mesmo papel em outras lesdes
odontogénicas (WANG et al., 2008).

MMP-9 é investigada por estar presente na expansao de cistos em regido mandibular
(apresenta grande expressdao no CO) e é sugerida como um potencial marcador tumoral. Sua
expressdo é acontece de forma similar no CO, CR e ameloblastomas unicisticos (KUBOTA et
al., 2000).
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MMP-13 esta fortemente relacionada com o processo de reabsor¢do 0ssea e influencia
na migracdo de células epiteliais. Ela tem a capacidade de clivar grande variedade de substratos,
incluindo fibras colagenas e outros componentes da ECM e é estimulado pela transformacgéo
do fator de crescimento B3 (TGF-B3). Além disso, promove a disponibilidade de fatores de
crescimento essenciais para proliferacdo e sobrevivéncia celular (LEONARDI et al., 2005).
Entre todas as les6es odontogénicas, 0 MMP-13 é expressado de forma mais abundante no CO.
(DE ANDRADE SANTOS et al., 2019). As metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 também
apresentam aumento de sua regulacdo no CO (DINIZ et al., 2021).

A catepsina D, codificada pelo gene CTSD, € uma protease intracelular envolvida em
diversas funcgdes fisiologicas como degradacdo de proteinas, apoptose e autofagia, além de
associacOes com condic¢Ges patoldgicas neoplésicas. (ZAIDI et al., 2008) Estudos sugerem que
a superexpressao da catepsina D em alguns tipos de tumores favorece a proliferacéo celular e,
consequentemente a tumorigénese e o risco de metéstase, enquanto a sua supressao apresenta
um crescimento tumoral significantemente menor (GLONDU et al., 2002). Além disso, as
catepsinas degradam colageno e diversas proteinas da matriz celular, interferindo diretamente
na interagdo do CO com a MEC. (DINIZ et al., 2021)



20

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar alteracdes na expressdo de genes associados a adesdo célula-célula e célula-MEC
em CO

3.2 Objetivos especificos
e Validar e investigar a expressdo dos genes PPL, LGALS7, FLN1, TLN1 e CTSD em
amostras fixadas e incluidas em parafina de CO, em compara¢do com amostras de MN
e CR através da técnica de RT-qPCR,;
e Investigar a expressdo dos genes PPL, LGALS7, FLN1, TLN1 e CTSD em CO e sua

relacdo com o desprendimento do epitélio cistico da capsula.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecio de amostra

Para realizacdo do experimento, foi realizada a submissdo para o COEP, registro
48638121.8.0000.5149 (Anexo 2). Foram utilizadas 32 amostras fixadas e incluidas em
parafina (FFPE), dos arquivos do Laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Odontologia da UFMG (FAO-UFMG). Dessas amostras, 15 foram de CO, 13 de CR e 5 de
mucosa oral normal (MN). As laminas coradas com hematoxilina e eosina (HE) foram
analisadas para confirmacéo do diagnostico por um patologista oral.

Para selecdo das amostras, foram considerados 0s seguintes requisitos: (i) o tempo de
coleta da amostra, sempre menor que 10 anos e (ii) presenca de epitélio na analise microscépica
das lesBes. A partir da observacdo do HE, as amostras de CO foram também classificadas de
acordo com a quantidade de epitélio desprendido da capsula cistica (mais que 50% e menos de

50% de epitélio solto/desprendido do tecido fibroso subepitelial).

4.2 Extracdo de RNA

De cada amostra FFPE, foi realizado a microtomia, utilizando 10 cortes de 5um de
espessura. Inicialmente foi realizado o processo de desparafinizacao a partir de dupla lavagem
com xilol e lavagem Unica com etanol a temperatura ambiente. Para extracdo das amostras, foi
utilizado o “ReliaPrep FFPE gDNA Miniprep System’’ (Promega Corporation, Madison,
USA), seguindo a recomendagdo do fabricante. Em resumo, foi adicionado as amostras o
tampdo de lise e proteinase K, seguido de incubacéo a 56°C por periodo “overnight”. Apds a
completa digestdo das amostras e visualizacdo de aspecto homogéneo, as amostras foram
submetidos a banho seco a 80°C por 1 hora, gelo por 1 minuto e temperatura ambiente por 2
minutos. Apos isso foi realizado o tratamento com DNAse, BL Buffer e isopropanol. A
lavagem foi realizada com a solucéo de lavagem e as colunas fornecidas no kit. O contetdo de
interesse permaneceu armazenado na membrana de silica apos a lavagem. A primeira eluicéo
foi realizada com um volume total de 30ul e a segunda com 20pul de tampé&o de eluicdo. As

amostras foram armazenadas no freezer -80°C até a etapa de conversdo para cDNA.
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4.2.1 Teste de integridade das amostras

Considerando o fato de usarmos amostras FFPE, foi decidido que realizar um teste de
integridade seria uma ferramenta vélida para realizar o devido controle da qualidade das
amostras e a conservacdo do RNA. O teste de integridade das amostras de RNA foi realizado
utilizando Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) e o Qubit RNA HS Assay KIT
(Invitrogem). Inicialmente foi realizada a producéo dos standards, para calibracdo do aparelho
para analise das amostras e entdo a preparacdo de amostras para analise. Para que ndo fosse
necessario a realizacdo do teste em todas as amostras e perda de grande quantidade de material,
foram selecionadas amostras de concentragdes variadas, tanto das menores concentracdes até
as que apresentaram maior quantidade de RNA medidas com o NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific), com o objetivo de descobrir se as amostras com menos concentracdo também
apresentavam um nivel alto de integridade. Todas as amostras testadas demonstraram alto grau

de qualidade, independentemente de sua concentracao.

4.3 Conversao das amostras de RNA para cDNA

Para determinar quais amostras seriam usadas na pesquisa, foi realizado um teste de
padronizacdo usando concentracdo de 450ng e 1000ng. As amostras com concentracéo igual
ou maior que 450ng/ul foram incluidas no estudo.

Na conversdo de RNA para cDNA, a sintese da primeira fita é realizada pela enzima
transcriptase reversa, que usard amostras de mMRNA (poli-A) ou RNA total como molde. Para
que ela seja realizada é necessario o buffer fornecido pelo kit; altas concentracdes de dDNTPs
para a producgdo da primeira fita; um oligonucleotideo, no caso o OligoDT pois sintetiza a fita
a partir de RNA da cadeia poli-A; MgCI2 que auxiliardo na producéo de transcritos completos,
aumentando a eficicia da reacao.

Para conversdo das amostras, foi utilizado o kit GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega). Inicialmente, foi realizado o mix de cada amostra com o primer OligoDT
e agua e colocada em um “heat block” de 70°C por 5 minutos, para realizacdo da segunda etapa
da conversdo. Foi preparado o mix da reacdo de transcriptase reversa conforme protocolo,
utilizando 15ul de mix para cada 5ul de amostra. Apos o final da reacdo, as amostras foram

armazenadas no freezer de -20°C até a realizacdo do RT-gPCR.


https://www.bing.com/aclick?ld=e8F0QIIfC2-3Z_oGqciHNS8zVUCUxFSCE0paOchtX9VEVRH5WEQT9ZxBgRxbpyb0kumHAzFSa00px44ZLzx5OqP1MGeXJIJ86hyeWCVya-ha6XZ39ipZ2nyu1iFCzSKZJW2cfFlDACwPQH4y6Mcf8jraaHvSCJECSqUgfakWeZQbtH45bT-K_RWgcCKOqr1JlV30l9dIVenKZPTI8wTUZUtACbegc&u=&rlid=b5c5f7b8fcce140f1a82947dc67c013a&ntb=1
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4.4 RT-gPCR

A técnica de RT-qPCR foi utilizada para andlise relativa da expressdo dos alvos. Para
confecgéo dos primers dos alvos FBLN1, GALECTIN-7, PPL, TLN1, CTSD as sequéncias dos
alvos foram obtidas a partir do Ensembl, e os primers desenhados com o uso do Primer-BLAST

(Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Os primers se encontram

na tabela 1. Nas extragdes de RNA e DNA de amostras FFPE, o material pode se encontrar
mais fragmentado do que em amostras frescas. Por esse motivo, para maior eficacia dos primers
utilizados com amostras FFPE, foi considerado primers que tivessem entre 70 e 90 pares de

base e que cobrissem juncdes exon-exon.

Tabela 1. Sequéncia de primers sintetizados para reacdo de RT-qPCR

GENE PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE
FBLN1 5'-ACCTGC TTC AAC ATC CAG GG -3 5 -CTC CTG CTG GAG CGT GG -3
LGALS7 |5 AGC CAT GTC CAA CGT CCC -3' 5-GAATTC TCAGCACCGTGCCA -3
TLN1 5-CTACGG CCTCGG TCATCATC-3 5- GGT AAC CCA AAG CAAGCAGC -3
PPL 5- GCA GAC CCG GAG CATCTCT -3 5-ACCTGGTCGGCATTCTTCTG -3
CTSD 5- GCT GAT TCA GGG CGA GTACAT 3 5-TCC CAG CTT CAG TGT GAT CG -3'
GAPDH |5-AAG GTC GGAGTC AACGGATTT -3 5- CTT TAC CAG AGT TAA AAG CAG CCC -3

Os primers foram diluidos para concentragéo final de 10pMol. Para teste de eficiéncia
dos primers, foi realizado a dilui¢do seriada (1; 1:10 e 1:100) e o RT-qPCR foi conduzido em
triplicata. Os primers apresentaram indices satisfatorios de eficiéncia e as curvas de melting
foram unicas, indicando que os primers ndo formava hairpin e dimeros de primer.

Para o primer endogeno, foram testados os primers do GAPDH, PKG1 e PPIA. O
GAPDH foi o que apresentou maior homogeneidade na sua expressao, além de CT mais baixo,
sendo o de escolha para realizacdo do trabalho.

A reacdo foi realizada com o Kit SYBR Green gPCR Mix (Thermo Fischer Scientific)

no equipamento StepOne Real-Time PCR System 96 wells (Thermo Fischer Scientific).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Para realizacdo do RT-gPCR, os ciclos foram divididos de forma em que todos as placas
tivessem todos os tipos de tecido (CO, CR, MN), usando como alvo enddgeno o GAPDH, e
uma amostra de mucosa normal como controle, presente em todos os ciclos.

Para cada um dos pogos, foram usados 5ul de SYBR Green Real-Time qPCR Master
Mix (Thermo Fisher Scientific), 0,5ul de primer forward, 0,5ul de primer reverse, 2ul de dgua
nuclease-free e 2ul de cDNA, totalizando um total de 10ul. Todas as rea¢des foram feitas em
duplicata. Para cada alvo, foi utilizado um poco negativo para controle da reacdo. A reacdo de
RT-qPCR foi realizada do modo standard, quantitativa pela anélise de AACT, passando pelo
ciclo de ativagdo a 50° por 2 minutos, Dual Lock DNA polymerase a 95° por 2 minutos e entéo,
40 ciclos das fases de desnaturacdo (95°C por 15 segundos) e anelamento/extensédo (60° por 1
minuto).

Os valores de CT das duplicadas normalizadas para o controle endégeno (GAPDH)
foram comparados com a amostra de referéncia (MN) usando a formula 2”-(DeltaDeltaCt),

obtendo assim a expressao relativa dos genes alvos (fold-change).

4.5 Analise dos resultados

O teste de Shapiro-Wilk foi realizado para a distribuicdo dos dados (paramétrica ou ndo
paramétrica). A significancia estatistica entre os grupos foi calculada usando o teste t de
Student ou 0 Mann Whitney, usando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Prism, EUA).

O nivel de significancia foi definido como p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostras

Duas amostras de CO e cinco amostras de CR foram excluidas do estudo por
apresentarem valores de CT consideravelmente altos para o alvo enddégeno em comparacao
com as outras amostras. Entre as 13 amostras de CO analisadas, 7 sdo de homens e 6 de
mulheres, com média de idade de 29 anos, variando de 13 a 64 anos. Das oito amostras de CR,
3 sdo homens e 5 mulheres, com idade média de 25 anos, e variando de 15 a 63 anos. Das 5
amostras de mucosa normal utilizadas, 3 delas sdo de mulheres e 2 de homens, com idade média

de 43 anos, variando entre 17 e 75 anos. Os dados clinicos se encontram na tabela 2.

Tabela 2: Dados clinicos das amostras utilizadas na reacdo de RT-gPCR.

Amostra Idade Sexo Localizagédo

Ceratocisto
odontogénico

CO01 27 Masc. Posterior de mandibula (direito)
CO02 13 Fem.

CO04 22  Masc.

CO06 27  Masc.

COo07 33 Fem. Posterior de mandibula (esquerdo)
CO08 23 Fem.

CO09 64  Masc.

Co10 53 Fem. (F;cgterior de mandibula (direito) - Investigacao
CO11 61 Masc.

CO12 34 Fem. Posterior de maxila (direito)
CO13 29 Masc.

CO14 25 Fem.

Co15 38 Masc. goGsterior de mandibula (esquerdo) - Investigacdo
Cisto Radicular

CR2 - Fem.

CR5 15 Fem.

CR6 55  Fem.

CR7 19  Masc.

CRS8 25 Fem.

CR9 46  Fem.

CR12 63 Masc.

CR13 25 Masc.
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Mucosa oral normal

MNG6 17 Fem.
MN5 20  Masc.
MN2 40 Masc.
MN1 66 Fem.
MN4 75  Fem.

4.2 Analise da expressdo de genes associados a adesdo célula-célula e célula-MEC em

ceratocisto odontogénico (CO) comparado a mucosa normal (MN)

A expressédo dos alvos no CO comparado a MN revela superexpressdo de TLN1
(p<0,05), CTSD e FBLN1 e uma expressao reduzida de LGALS7 e PPL (Figura 4). Apesar da
diferenca na expressao de 3/4 alvos ndo serem estatisticamente significantes, os resultados

corroboram com o resultado observados na anélise protedmica (Anexo 1).
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Figura 4. Expressdo dos alvos TLN1, PPL, LGALS7, CTSD e FBLN1 em amostras de
ceratocisto odontogénico (CO) e mucosa normal (MN). Os dados sdo mostrados como a média
+ desvio padréo

5.3 Andlise da expressdo de genes associados a adesdo célula-célula e célula-MEC em

ceratocisto odontogénico (CO) comparado ao cisto radicular (CR)

O CR e 0 CO sdo considerados cistos de natureza bastante distintas, e o alto potencial
de recidiva é reconhecido apenas no CO. Sendo assim, comparamos a expressao de genes
associados a adesdo célula-célula e célula-MEC em CO e CR. Ao comparar as amostras, €
possivel observar uma maior expressdo de CTSD, PPL (p<0,05), LGALS7, FBLNL1 e reducao

de TLN1 em CO (Figura 5).
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Figura 5. Expressdo dos alvos TLN1, PPL, LGALS7, CTSD e FBLN1 em amostras de

ceratocisto odontogénico (CO) e cisto radicular (CR). Os dados sdo mostrados como a média

+ desvio padrédo
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5.4 Andlise da expressdo de genes associados a adesdo célula-célula e célula-MEC em
ceratocisto odontogénico (CO) com mais de 50% e menos de 50% de desprendimento do

epitélio da capsula

A comparagdo entre essas amostras de CO com mais ou menos de 50% de
desprendimento epitelial consiste na medicdo da leséo, ao longo de toda a lamina, qual a
porcentagem de tecido epitelial que se encontra desprendido do tecido conjuntivo em
comparagdo com os locais que permanecem aderidos. As amostras foram classificadas a partir
de andlise microscépica das laminas coradas por HE, por um Unico patologista. 13 amostras de
CO foram usadas nessa classificacdo, 7 (53.8%) foram consideradas com menos de 50% de
desprendimento epitelial, e 6 amostras (46,2%) foram consideradas com mais de 50% de
desprendimento epitelial.

Interessantemente, 0s genes que apresentaram superexpressao e significancia estatistica
nas analises anteriores (TLN1, PPL e LGALS7) tendem a reduzir sua expressao nas amostras

de CO que apresentam alto desprendimento do epitélio da capsula da lesdo (Figura 6).
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Figura 6: Expressdo dos alvos TLN1, PPL e LGALS7 em amostras de CO com mais de 50% e
menos de 50% de desprendimento do epitélio da capsula. Os dados sdo mostrados como a

média * desvio padrédo
6 DISCUSSAO

No presente estudo, realizamos a analise da expressdao génica de alvos que estdo

envolvidos na adesao célula-célula e célula-MEC em CO, na tentativa de melhor compreender
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as alteracGes moleculares envolvidas na patobiologia da lesdo e, mais especificamente, com
seu comportamento recidivante.

O CO apresenta diversas caracteristicas que indicam uma patogénese destoante de
outras lesdes odontogénicas, inclusive em relacdo a sua origem, quando se considera COs
esporadicos e COs sindromicos. A proliferacdo celular acentuada e a alta taxa de recidiva
indicam um comportamento mais agressivo, que necessita de abordagens mais especificas e
estudos mais aprofundados. Os resultados da protedmica realizada por DINIZ e colaboradores
(2020), indica a desregulacéo de proteinas importantes em processos de adesao e interacdo com
a MEC, sugerindo que estas alteracfes podem levar ao enfraquecimento das estruturas de
adesdo em comparacdo com o funcionamento normal do tecido. A adesdo célula-célula e
célula-MEC no CO estaria comprometida pelas variagdes de marcadores essenciais para 0s
processos envolvidos nessa adesdo, podendo estar associados a alta taxa de recidiva. No
presente estudo, realizamos a andlise de algumas das moléculas relacionadas a processos de
adesdo de degradacdo da MEC em um nimero maior de CO através da técnica de RT-qPCR e
comparamos com MN e também com CR.

Quando comparamos 0 CO com MN, nossos resultados corroboram com os resultados
da protedbmica, onde foi observado superexpressdo de TLN1, CTSD e FBLN1 e uma expressdo
reduzida de LGALS7 e PPL. No entanto, apenas a alteracdo na expressao de TLN1 atinge
diferenca estatisticamente significativa. A superexpressdo da proteina Talin-1, codificada pelo
gene TLN1, esté associada a crescimento e/ou invasdo de células tumorais, metéstase, maior
indiferenciacdo celular, além de poder aumentar a resisténcia a tratamentos medicamentosos
de algumas neoplasias. (CUI et al., 2022). Em CO, o papel da Talin-1 pode estar associado
mais ao comportamento agressivo/infiltrativo de algumas lesdes.

Importante ressaltar que o estudo da protedbmica, assim como estudos de microaaray
(HEIKINHEIMO et al., 2015) refor¢a a nogdo que o epitélio do CO apresenta marcadores de
diferenciacdo de epitélio escamoso. Sendo assim, comparar 0 CO com a MN é uma estratégia
interessante para investigar as alteragdes moleculares associadas ao CO, fornecendo pistas
sobre os possiveis alvos terapéuticos e aprimorando o entendimento da patobiologia do CO.

Para melhor compreender o papel dos genes alvos no comportamento biolégico do CO,
comparamos a expressao génica com CR, um cisto odontogénico de natureza distinta revestido
por epitelio escamoso. Quando comparado com o CR, é possivel identificar a superexpressao
de fatores envolvidos tanto nos papéis de adesdo, quanto de interagdo com a MEC e
proliferagdo celular. Os resultados mostram diferenca na expresséo dos LGALS7 e PPL. A

galectina 7, codificada pelo gene LGALS7, participa em diversos processos intra e
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extracelulares em tecidos normais, controlando apoptose, migracédo e adesdo celular, além do
processo de reepitelizacdo de feridas e modulando a expressdo de MMP-2 ou MMP-9. Em
processos patolégicos pode atuar tanto no desenvolvimento quanto no impedimento da
progressao do tumor (SEWGOBIND; ALBERS; PIETERS, 2021). Considerando seu papel na
regulacdo de proliferacdo, diferenciacdo e migracdo de queratindcitos, a galectina 7 se
encontrar aumentada no CO pode indicar sua participacdo no crescimento acentuado do CO
em relacdo ao CR, além de uma possivel associacdo com a expressdo de metaloproteinases,
interferindo também na interacdo com a MEC. De fato, a desregulacdo de MMPs é
extensivamente reportada em CO (AMM et al., 2014; ORTIZ-GARCIA et al., 2022).

O PPL, também superexpresso no CO quando comparado com o CR, participa ativamente
na estrutura do desmossomo. Os terminais N sdo responsaveis por jungdes celulares e outras
ligagBes de membrana, enquanto os terminais C interagem com filamentos intermediarios de
proteina (BOCZONADI; MAATTA, 2016). O CO apresenta uma quantidade maior de
desmossomos, mas eles se encontram mais fracos e danificados em comparacéo com tecidos
normais e outras lesbes, de forma mais acentuada em regides de proliferacdo mais intensa,
camada basal e suprabasilar. O aumento do PPL pode estar relacionado com a maior quantidade
de desmossomos encontrados no CO que, apesar da grande quantidade, apresentam danos
estruturais e deficiéncias funcionais (RAJU; WADHWAN; CHAUDHARY, 2014).

Para melhor entender o papel dos genes alvos associados com adesdo celular e
degradacdo da MEC em CO, nds comparamos amostras com alto desprendimento do epitélio
da capsula (>50%) com aquelas com epitélio completamente aderido ou pouco desprendido
(<50%). Nossos resultados revelam a reducdo dos alvos TLN1, LGALS7 e PPL em CO com
menos de 50% de desprendimento epitélio-capsula. No entanto essa diferenca nao foi
estatisticamente significante. A tendéncia de reducdo dessas moléculas, associado a auséncia
de cristas epiteliais na interface com o conjuntivo, podem estar relacionadas a maior chance de
desprendimento do epitélio da capsula e, em Gltima instancia, aumentando a probabilidade de
retencdo de células no local da ferida cirdrgica, facilitando a recidiva. Perspectivas futuras para
a pesquisa incluem o aumento do nimero de amostras analisadas, a fim de fortalecer ainda
mais o0s resultados obtidos. Além disso, é importante correlacionar os dados moleculares com
informagdes clinicas, como a recorréncia da lesdo nos pacientes. Essa correlacdo pode fornecer
insights valiosos sobre a relacdo entre a expressao dos genes estudados e o comportamento
clinico do CO.

Como discutido anteriormente, TLN1, LGALS7 e PPPL podem ter papéis distintos no
comportamento celular, tanto em condicdes fisioldgicas como patoldgicas. Estudos adicionais
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dessas moléculas no contexto do CO podem ajudar a compreender a relacdo delas com
atividades de adesdo ou outras atividades como proliferacdo ou migracdo. Uma perspectiva
importante seria a identificacdo da localizacdo dos alvos moleculares nas regides de
desprendimento do epitélio cistico. A utilizacdo de técnicas de imunohistoquimica pode
auxiliar nessa identificacéo, fornecendo dados relevantes sobre a distribuicdo dos componentes
moleculares nas diferentes areas com carateristicas histopatologicas distintas, como areas de
maior proliferacdo celular ou de desprendimento epitélio-capsula.

Um fator interessante deste estudo é o uso de amostras FFPE, o que permitiu uma
correlacdo direta entre os dados moleculares e as caracteristicas histologicas da lesdo. Ao
utilizar o mesmo bloco FFPE para a analise histoldgicas e para extracdo de RNA, foi possivel
investigar alteragcbes moleculares no tecido que corresponde exatamente ao observado nas
coloragdes com HE.

No entanto, é importante ressaltar que este estudo possui algumas limitagdes. O nUmero
de amostras analisadas foi restrito, o que pode limitar a generalizacdo dos resultados. Além
disso, ndo foram correlacionados os dados moleculares com os desfechos clinicos dos
pacientes, como a recidiva da lesdo. Portanto, estudos adicionais com um maior nimero de
amostras e uma analise mais aprofundada, utilizando da imunohistoquimica e da associacéo
com marcadores de proliferacao, por exemplo, sdo necessarios para ampliar nossa compreensao

da patogénese do CO e a relevancia clinica dos nossos achados.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, nosso estudo mostrou alteragdes na expressao de TLN1, PPL e LGALS7
em CO, corroborando a andlise protebmica publicada anteriormente. Essas moléculas
desempenham diversas funcdes em contextos fisioldgicos e patologicos. Em CO, TLN-1 e
LGALS7 podem estar associados a perda da adesdo epitélio-capsula, mas tambeém a
comportamento patolégico, como proliferacdo e migracdo. Alteracdo em PPL pode refletir
alteragOes na abundancia e estrutura dos desmossomos em CO. Pesquisas experimentais
adicionais como a imunomarcacao de talin-1, galectina-7 e periplakin, em um maior nimero
de amostras, podem colaborar com um maior esclarecimento o papel dessas moléculas no

contexto do CO.
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ANEXOS
Anexo 1
Log2 fold change
Protein Gene (OKC/NOM)
Cathepsin D CTSD 1.53
Fibulin-1 FBLN1 3.34
Galectin-7 LGALS7 -4.27
Periplakin PPL -2.77
Talin-1 TLN1 2.24

Desregulacédo das proteinas desmossomais e proteases da MEC no CO (DINIZ, 2022)



