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RESUMO

A esclerostina, uma proteina codificada pelo gene SOST, atua como um regulador
negativo da formagao 6ssea, uma vez que antagoniza algumas vias de sinalizagao,
dentre elas algumas relacionadas a remodelacdo 6ssea. E uma proteina expressa
principalmente pelos ostedcitos, e também por outras populagdes celulares. O
objetivo do estudo foi avaliar a expressdo da esclerostina em lesdes fibro-6sseas
benignas (LFOBs) dos maxilares. Foi realizado um estudo retrospectivo, transversal,
unicéntrico, com o levantamento de casos diagnosticados como LFOBs. Os casos
selecionados foram separados, e os blocos de parafina foram acessados para
confecgdo de laminas histologicas para ambas as técnicas de: a) histoquimica, pela
coloragdo em Hematoxilina e Eosina; b) imunohistoquimica, para avaliar a
expressao da esclerostina. Foram também utilizadas 6 amostras de osso normal,
advindas de individuos saudaveis, para o grupo controle. Foram analisados 66
cortes histolégicos provenientes de 40 bidpsias realizadas em 32 pacientes, sendo
20 lesées em mulheres (62,5%) e 12 lesbes em homens (37,5%). Um total de 18
casos de LFOBs foram avaliados considerando o laudo de anatomia-patolégica, ja
os casos que foram classificados com o laudo e o diagndstico clinico, foram: 6 casos
de displasia fibrosa; 4 casos de fibroma ossificante trabecular juvenil; 2 casos de
fibroma ossificante psamomatodide; e 2 casos de displasia cemento-6ssea. Houve
expressao positiva para esclerostina em 21 bidpsias (52,5%). Houve mais marcagao
no tecido fibroso do que no componente 6sseo, e nos casos de marcacido em
células Osseas, apenas duas bidpsias mostraram positividade no osso lesional,
sendo os demais com marcagao positiva no osso perilesional. No componente
fibroso, as células marcadas tinham um fenétipo semelhante aos mastécitos, e as
células positivas estavam frequentemente proximas aos espacos vasculares. No
grupo controle, encontrou-se marcagao positiva em algumas células nos espacgos
medulares e em poucos ostedcitos. Conclui-se que as lesdes fibro-6sseas benignas
dos maxilares podem expressar esclerostina, e essa expressao se da em maior
parte no componente fibroso, em células com morfologia semelhante aos
mastocitos. Ainda, a esclerostina também é expressa no componente 6sseo em
casos pontuais, além também de ser encontrada expressao positiva no 0sso
perilesional em alguns casos.

Palavras-chave: Displasia Fibrosa Ossea, Fibroma Ossificante, Displasia Cemento-

Ossea Periapical, Osso, Imuno-Histoquimica.
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ABSTRACT

Sclerostin, a product of the SOST gene, acts as a negative regulator of bone
formation, primarily because of its properties of inhibition of some signaling pathways
related to bone remodeling. The sclerostin is mainly secreted by osteocytes, but also,
by other cell populations. The aim of the study was to assess the sclerostin
expression in Benign Fibro-Osseous Lesions (BFOL) of the jaws. A retrospective,
transversal, unicenter study selected the cases diagnosed as BFOL. The selected
cases were retrieved, and the paraffin blocks were assessed for histological slides to
be submitted for a) histochemistry by Hematoxylin and Eosin stain; b)
immunohistochemistry for sclerostin expression. For the control group, 6 cases of
normal bone harvested from healthy individuals were selected. A total of 66
histological slides from 40 biopsies of 32 patients were analyzed, 20 lesions in
females (62.5%) and 12 lesions (37.5%) in male individuals. Eighteen cases were
classified as BFOL based only on the anatomical analysis, and the other cases were
classified by both clinical and pathological diagnosis, as follows: 06 cases of Fibrous
Dysplasia; 4 cases of Juvenile trabecular ossifying fibroma; 2 cases of
Psammomatoid ossifying fiboroma; and 2 cases of Cemento-osseous dysplasia. There
was a positive sclerostin expression in 21 biopsies (52.5%). The marked cells were
more present in the fibrous tissue than in the bone. In the cases with positivity in the
osteocytes, only 2 were revealed to be in the intralesional bone, and in the other
cases, the positivity was found to be in the osteocytes within the perilesional bone. At
the fibrous component, marked cells revealed a phenotype similar to the mast cells,
and the sclerostin-positive cells were majorly close to the vascular spaces. In the
control group, it was found that sclerostin was expressed in cells both at the
medullary spaces and in a few osteocytes. In conclusion, Benign Fibro-Osseous
Lesions can express sclerostin, and this expression is mostly concentrated in the
fibrous tissue, in mast cell-like cells. In addition, sclerostin is also expressed in the
intralesional bone in some specific cases, and on the lesion-surrounding bone.
Keywords: Fibrous Dysplasia; Ossifying Fibroma; Cemento-osseus Dysplasia,
Bone, Immunohistochemistry.
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1 INTRODUGAO

O tecido 6sseo compde um sistema dindmico que passa por remodelacao
continua ao longo da vida, e que proporciona homeostase do calcio plasmatico.
Basicamente, esse processo ocorre através de um mecanismo permanente classificado
como remodelagao 6ssea, no qual os osteoclastos reabsorvem parte do tecido 6sseo
presente, enquanto os osteoblastos ficam responsaveis pela formagao de um novo
0sso0, repondo aquele tecido que foi reabsorvido (KOIDE e KOBAYASHI, 2019). O osso
representa, portanto, um tecido altamente coordenado, composto por tipos principais
de células com fungdes bem definidas: ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos e células
indiferenciadas (XIAO et al.,, 2016). Os ossos maxilares, maxila e mandibula,
remodelam continuamente em resposta a estimulos variados, fisiolégicos ou
patologicos, podendo ou ndo estar relacionados com as lesdes orais. Um desequilibrio
entre a formagao e a reabsorgcdo 6ssea pode levar a um aumento ou diminuicdo da
densidade 6ssea (KOIDE e KOBAYASHI, 2019).

Diversas lesbes acometem a cavidade oral e os ossos maxilares, e dentre elas,
algumas se desenvolvem de forma intradssea e outras nos tecidos moles,
posteriormente invadindo o osso adjacente. Todas estas lesdes orais com potencial
osteolitico, independente se centrais ou periféricas, apresentam uma intima relagao
com o0 0ssO, que se remodela e responde quando acometido e/ou invadido. As lesdes
fibro-6sseas benignas (LFOB), ou também classificadas como tumores e displasias
fibro-6sseas (TDFO), caracterizam-se como um grupo de lesdes em que 0 0sso normal
€ substituido por tecido conjuntivo fibroso, apresentando também uma quantidade
variavel de osso, ostedide ou cemento. Essas lesbes do esqueleto maxilofacial
constituem um grupo heterogéneo de disturbios, incluindo lesdes de desenvolvimento,
reativas (displasicas) e neoplasicas (MAINVILLE, et al.,, 2017; VERED E WRIGHT,
2022). A displasia fibrosa (DF) e a displasia cemento-6ssea (DCO) sao as lesbes mais
comuns neste grupo. Lesdes menos comuns sao o fibroma ossificante trabecular
juvenil (FOTJ) e o fibroma ossificante psammomatoide (FOPs), seguidos por condigdes
raras como a displasia odontomaxilar segmental e o cementoma gigantiforme familiar
(VERED e WRIGHT, 2022). Essas condigbes compartilham muitas caracteristicas
histolégicas, porém, divergem em muitos aspectos como achados clinicos,
radiograficos e intraoperatérios distintos (NELSON e PHILIPS, 2019).
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Para melhor compreensao dos mecanismos envolvidos no processo de
adaptagao 6ssea no desenvolvimento e progressao das lesdes intra ou extradsseas,
€ necessario averiguar o papel de cada célula 6ssea e sua resposta frente aos
mediadores quimicos e moleculares presentes no processo de remodelacio.
Orquestrando toda a sensibilidade aos estimulos mecanicos e o reparo de danos no
0ss0, 0s ostedcitos, imersos em sua rede de intercomunicacdo chamada sistema
lacunocanalicular, direcionam os eventos para remodelagao. A rede de ostedcitos é
capaz de fornecer sinais paracrinos e enddcrinos para a iniciacado da atividade
osteoblastica, bem como indicar a quantidade necessaria da produgcdo de nova
matriz (BELLIDO, 2014). Qualquer alteragdo presente no fluxo na rede de canais
dos ostedcitos sinaliza a presenca de alteracao, que por sua vez, faz com que estas
células respondam com a producao de quimiotaticos que modulam a atividade de
osteoblastos e osteoclastos (SAPIR-KOREN e LIVSHITS, 2014; RABELO et al.
2020). O ostedcito representa um papel fundamental na homeostase éssea do
esqueleto adulto, e ndo se caracteriza apenas como uma célula passiva, atuando
diretamente na regulagéo funcional de osteoblastos e osteoclastos, inclusive através
de sinalizagao hormonal para o controle da massa 0ssea, sendo considerados 0s
mecanosensores do osso (DALLAS et al., 2013; KLEIN-NUEND et al., 2012).

A Esclerostina, uma proteina secretada pelos osteocitos, atua como um
regulador negativo da formagdo Ossea que antagoniza algumas vias principais
durante a remodelagéo. Esta proteina é considerada um antagonista das proteinas
morfogenéticas do osso (BMP, do inglés bone morphogenetic protein) e atua na via
do Wnt. A desregulacao da expressao de Esclerostina, codificada do gene SOST,
também esta relacionada a fisiopatologia de disturbios esqueléticos caracterizados
pela perda de massa 6ssea (BELLIDO, 2014; SAPIR-KOREN e LIVSHITS, 2014).
Uma compreensdo mais completa dos mecanismos de resposta oOssea no
desenvolvimento e progressao das lesdes dos maxilares seria fundamental para a
possibilidade de controle da propagacgao da leséo, nortear procedimentos cirurgicos
mais conservadores e minimizar as sequelas provenientes do desenvolvimento
dessas lesdes. Ainda nessa linha de raciocinio, justifica-se entender como o tecido
0sseo e seus estimulos estéo alterados nas LFOBs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para melhor entendimento do assunto, a seguinte revisdo de literatura foi
conduzida a fim de esclarecer a inter-relagdo entre as lesdes fibro-6sseas dos

maxilares, a esclerostina e a osteoimunologia.

2.1 LESOES FIBRO-OSSEAS BENIGNAS

As lesdes fibro-6sseas benignas (LFOBs), também denominadas como tumores
e displasias fibro-6sseas (TDFO), apresentam caracteristicas histolégicas compativeis
com estroma fibroblastico hipercelular, contendo varias combinacdes de osso, tecido
semelhante a cemento, e podendo conter calcificacbes. A variagcdo do componente
fibroso engloba fibroblastos monomodrficos e fibras colagenas finas. Suas
caracteristicas relacionadas a ossificagdo também sao bastante variaveis, incluindo
tecido 6sseo metaplasico, paralelismo trabecular osteoblastico e conglomerados
curvilineos (LEE, et al., 2021).

A literatura apresenta certa variagdo em relacdo a classificagdo das LFOBs,
principalmente pelas alteragcbes na nomenclatura dos tipos de lesbes que foram
reconhecidas e posteriormente alteradas novamente. A classificagcdo publicada em
2017 pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) havia trazido algumas modificagdes
na classificagdo dessas lesdes na qual o grupo de revisdo da OMS de 2017 apoiava,
por exemplo, a terminologia de displasia cemento 6ssea em relagao a classificagao
anterior de displasia 6ssea por relacionar as lesbes com os dentes e sua origem nos
tecidos periodontais. A 52 edicdo da Classificacdo de Tumores de Cabeca e Pescoco
da Organizacdo Mundial de Saude, publicada no ano de 2022, trouxe novas
modificagdes para a classificacdo dessas lesdes. As lesdes do grupo de lesdes fibro-
Osseas displasicas e tumorais sao: displasia cemento-ossificante, displasia
odontomaxilar segmental, displasia fibrosa, fibroma ossificante trabecular juvenil,
fibroma ossificante psamomatdide e cementoma gigantiforme familial. Desta forma,
dependendo do ano da publicacdo das pesquisas, os autores acabam utilizando
nomenclaturas distintas, porém referindo-se ao mesmo tipo de lesdo (SOLUK-
TEKKESIN, et al., 2021; VERED E WRIGHT, 2022).

Considerando os principais tipos de LFOBs, o FOTJ e o FOPs sao tipos de

neoplasias benignas com caracteristicas de crescimento mais agressivo. A DCO é
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representada pela produgao anormal ou desorganizada de tecido 6sseo, enquanto a
DF representa uma condigcdo congénita ndo hereditaria resultante de uma falha no
processo de remodelacdo e substituicdo gradual do tecido ésseo normal e da medula
Ossea por tecido fibroso. Uma falha na maturagédo resulta na substituigdo gradual do
osso normal por tecido fibroso celular que contém quantidades variaveis de trabéculas
Osseas irregulares e tecidos osso. A etiologia, patogénese e razdo para essa
predisposi¢cao encontrada nas LFOBs dos maxilares permanecem ainda n&o totalmente
entendidas (MAINVILLE, et al., 2017).

A definicdo do tratamento deve ser personalizada para cada paciente com base
nos sintomas clinicos, na localizagédo das lesdes fibro-0sseas e na evolugao da lesédo. A
sintomatologia e as queixas estéticas também compdem o quadro a ser analisado. Na
auséncia de sintomas, as lesdes de crescimento lento muitas vezes podem ser
acompanhadas em uma abordagem mais conservadora, por meio do acompanhamento
clinico e imaginolégico. Em alguns casos, a cirurgia pode ser a estratégia terapéutica
mais eficaz, principalmente para lesées envolvendo a orbita ou a base do crénio (LEE,
et al., 2021).

As LFOBs passam basicamente por mudancas de trés estagios em relacédo a
sua estrutura. As alteragdes radiolégicas iniciam com uma fase radiolucida e avangam
para uma fase mista mais madura que possui estruturas internas radiopacas e
radiolucidas, até finalmente alcancar uma fase predominantemente radiopaca.
Portanto, a interpretacdo radioldégica das LFOBs deve ser sistematica e completa
(SOLUK-TEKKESIN, et al., 2021).

2.1.1 Displasia Fibrosa

Quando as lesbes estao limitadas apenas a um 0sso, sédo classificadas como
monostoticas. Quando as lesdes envolvem multiplos ossos séo classificadas como
poliostodticas. As lesbes podem ainda estarem associadas com anormalidades cutédneas
e endocrinas. Quando multiplos ossos do cranio sdo acometidos a terminologia
comumente utilizada € displasia fibrosa craniofacial. A DF poliostética geralmente é
diagnosticada em pacientes na primeira ou segunda década de vida. Nao ha predilegao
por sexo € na maioria das vezes apresentam apenas a queixa principal de um inchago
indolor. As alteracbes clinicas podem variar de pequenos aumentos de volumes
teciduais, o que muitas vezes representa uma queixa estética dos pacientes, até

grandes expansdes Osseas que podem envolver e afetar estruturas adjacentes. O
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cranio esta entre os locais mais afetados por este tipo de leséo e a literatura descreve
uma predilegcdo pela maxila em relacdo a mandibula. (LEE, et al., 2021; NELSON E
PHILLIPS, 2019). A DF poliostotica ocorre na infancia e envolve pelo menos dois 0ssos
ou mais de 75% do esqueleto. A apresentacdo clinica € caracterizada por lesdes
unilaterais ou edema Osseo bilateral, afetando principalmente o fémur. Os ossos
craniofaciais, tibia, pelve, costelas, umero, radio, fibula e as vértebras também podem
ser afetadas. Sintomas frequentemente presentes na primeira década de vida incluem
dor Ossea, claudicagdo, deformacdo oOssea ou fraturas patologicas. Quando ha
manifestacbes cutdneas, como maculas café com leite, a condicdo € chamada de
sindrome de Jaffe-Lichtenstein. Ja a sindrome de McCune-Albright é caracterizada por
uma triade de DF poliostotica, lesbes cutaneas e doengas enddcrinas.
Radiograficamente os diagnosticos diferenciais da DF incluem osteoma,
osteoblastoma, osteosarcoma, condrosarcoma, meningioma, odontoma, metastase,

granuloma eosinofilico e hemangioma intradésseo (LEE, et al., 2021).

2.1.2 Displasia Cemento-Ossea

A displasia cemento-6ssea (DCO) é uma lesdo nao neoplasica que afeta os
0ssos relacionados ao suporte dentario. Sua incidéncia € aumentada na mandibula em
comparagao a maxila. Atualmente esta classificada em 3 tipos, sendo eles a DCO focal
quando apenas um dente esta envolvido, a DCO periapical quando a area afetada
representa a regido periapical dos incisivos inferiores e a DCO florida ou generalizada,
quando as lesbes se apresentam em multiplos quadrantes. Por estar relacionada
apenas a regides com a presenca de dentes, sua patogenicidade é associada a um
processo reativo envolvendo a presenga do ligamento periodontal. Historicamente a
DCO apresenta uma predilecdo por individuos melanodermas do sexo feminino, na
maioria das vezes, proximo a faixa etaria da quarta década de vida (MAINVILLE, et al.,
2017; NELSON E PHILLIPS, 2019). Normalmente as lesbes se manifestam de maneira
assintomatica e muitas vezes descobertas em radiografias de rotina do consultério
odontoldgico, com excegdo da variante florida que em algumas situagdes pode causar
sequestros 6sseos e dor, em alguns poucos casos. Um achado clinico caracteristico
que contribui para o diagndstico é que os dentes costumam permanecer vitais mesmo
com a presenca das lesdes.

Radiograficamente, as lesbes podem apresentar um aspecto misto de

radiolucidez e radiopacidade, bordas bem delimitadas e formato levemente irregular
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centralizado no apice das raizes dentarias. Os exames radiograficos podem ainda
sugerir 0 grau de maturacdo da lesdo. Lesbes recentes podem apresentar-se
completamente radiolucidas, em contrapartida, lesbes maduras podem apresentar-se
completamente radiopacas. Achados imaginolégicos como perda da lamina dura e
aumento do espaco do ligamento periodontal sdo compativeis com as DCO.
Expansdes corticais normalmente estdo presentes nos casos de grandes lesdes,
porém a cortical externa permanece intacta (MAINVILLE, et al., 2017; NELSON E
PHILLIPS, 2019).

Histologicamente as lesdes consistem em um estroma fibroso frouxo associado
a tecidos mineralizados. A porgcdo mineralizada da DCO é composta por osso lamelar,
ostedide e material semelhante ao cemento. Conforme as lesées se tornam mais
maduras, tornam-se mais densas e menos celulares. Os diagnosticos diferenciais
incluem as patologias pulpares como cistos e granulomas periapicais. O teste de
vitalidade pulpar realizado clinicamente é fundamental para o fechamento do
diagnostico e definicdo da conduta. Nas DCO os dentes apresentam-se com vitalidade
pulpar e na maioria dos casos ndo ha necessidade de realizacdo de procedimentos
cirurgicos para remogao, apenas a proservagcao e monitoramento (MAINVILLE, et al.,
2017; NELSON E PHILLIPS, 2019).

2.1.3 Fibroma Ossificante Trabecular Juvenil

Classificado como um tipo de neoplasia benigna, o FOTJ apresenta
caracteristicas de crescimento mais agressivo e geralmente sdo encontrados na
segunda década de vida, porém nao estao restritos apenas a essa faixa etaria. Nao
apresentam predilegdo por sexo, sendo mais frequente nos 0ssos gnaticos. Sua
incidéncia € mais comum na maxila do que na mandibula. Tumores menores sio
geralmente indolores, mas devido ao seu carater de crescimento rapido e expansivo,
podem causar assimetrias faciais severas, chegando até a desfiguragcdo da face
(NELSON E PHILLIPS, 2019; SOLUK-TEKKESIN, et al., 2021).

Histologicamente apresentam tecido fibroblastico frouxo com &reas de
condensacgao do colageno, com posterior deposicado de minerais levando a formagao
de trabéculas de tecido 6sseo. Caracteriza-se por um tumor ndo encapsulado com
estroma hipercelular de células fusiformes, pouca produg¢do de colageno e longos fios
delgados de ostedide. As trabéculas 6sseas imaturas geralmente sao desprovidas de
rima osteoblastica. (CHRCANOVIC E GOMEZ, 2020). Radiograficamente podem
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apresentar descontinuidade das corticais externas em virtude das severas expansodes e
do seu padrao de crescimento agressivo. O envolvimento de estruturas adjacentes é
comum, e por vezes, 0os achados imaginologicos podem ser correlacionados com 0s
sintomas dos pacientes. Grandes tumores podem alcancar os 0ssos do neurocranio € a
tomografia computadorizada costuma contribuir significativamente para o diagndstico
mais preciso dos limites da lesdo e para a definigao do plano de tratamento (NELSON
E PHILLIPS, 2019).

2.1.3 Fibroma Ossificante Psamomatéide

O FOJP acomete em grande parte das vezes a regido fronto-naso-orbito-
etmoidal, incluindo os seios da face, que na maior parte das vezes, refere-se ao seio
etmoidal. Devido ao seu carater agressivo e expansivo, assim como no FOTJ, quando
esse tipo de lesdo acomete os seios da face e outras estruturas craniofaciais, podem
causar sinais e sintomas associados a estruturas nobres adjacentes incluindo
alteracdes visuais e olfatérias (NELSON E PHILLIPS, 2019). Sua incidéncia € maior em
individuos adultos quando comparado ao FOTJ (CHRCANOVIC E GOMEZ, 2020).

Histologicamente apresentam estroma fibroso celular e calcificagcdes esferoidais
caracteristicas chamados corpos de psamoma. Se apresenta como um tumor nao
encapsulado contendo multiplos corpos basofilicos psamomatdides esféricos e
irregulares. Os corpos de pasamoma sao relativamente acelulares e apresentam
bordas eosinofilicas. Radiograficamente apresentam caracteristicas semelhantes ao
FOTJ. Por esse motivo nao é possivel diferenciar as duas lesdes do ponto de vista
imaginologico, sendo necessario que o cirurgido correlacione os dados como
localizagdo da lesdo, idade e caracteristicas histopatoléogicas (CHRCANOVIC E
GOMEZ, 2020).

2.2 ESCLEROSTINA

A esclerostina € uma glicoproteina produto do gene SOST, localizado no
cromossomo 17g21.31. E secretada principalmente por ostedcitos maduros e
representa um marcador de diferenciacdo de ostedcitos. (INAGAKI et al.,, 2016;
HOLDSWORTH, et al., 2019). A esclerostina € um regulador negativo da formagéao
O0ssea que antagoniza a via de sinalizagdo Wnt/beta-catenina, uma importante via que

regula diversos fendbmenos e eventos, inclusive durante o desenvolvimento
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embrionario, como a organogénese, diferenciacdo, polarizagdo e migragao celular. A
via Wnt/beta-catenina € uma via responsavel direta na regulagdo da massa éssea, e na
presenca da esclerostina, a interagdo com o receptor Wnt presente nas células é
inibida. A catenina € entao fosforilada pela enzima glicogénio sintase cinase (GSK3) e
degradada no proteassoma (GORDON et al.,, 2006; OMINSKY et al., 2011; TIEDE-
LEWIS et al., 2017). Clinicamente, a perda da fungdo do gene SOST em humanos esta
associada a dois disturbios genéticos caracterizados por aumento da massa 6ssea, a
esclerosteose e a doenca de Van Buchem. Em contraste, a super expressao da
esclerostina pode também resultar em diminuicdo da massa e resisténcia éssea,
devido ao declinio da formagao de novo osso. Uma vez que a esclerostina tenha sido
secretada pelo ostedcito, é possivel que ela seja transportada até a superficie 6ssea
por uma rede lacunocanalicular, desempenhando um papel chave na
mecanotransdugéo ao inibir a formacéo osteoblastica. (SAPIR-KOREN e LIVSHITS,
2014).

A esclerostina foi identificada pela primeira vez em ostedcitos e durante algum
tempo associada como exclusiva dessas células. Ao longo das ultimas duas décadas o
RNA mensageiro codificado a partir do gene SOST foi identificado em diversos tecidos,
inicialmente em cartilagem, rim, figado e coragao, e posteriormente em tecidos como
epididimo, esfincter pilérico, artérias carétidas e partes do cerebelo. Apesar da ideia
inicial de atribuicdo exclusiva aos ostedcitos, estudos posteriores confirmaram a
expressao nao osteocitica da esclerostina. Estudos mais especificos da presenca da
esclerostina em tecidos cartilaginosos relataram sua positividade em condrécitos
hipertroficos mineralizados, diferente da cartilagem articular ndao mineralizada onde a
proteina nao foi identificada, por exemplo. Corroborando com achados de outros
estudos como o de Inagaki et al. 2016, no qual n&do foi observada a expressao da
esclerostina em tumores dsseos ndo mineralizantes, existem indicios para sustentar a
hipotese de que a proteina esclerostina seja expressa por células diferenciadas dentro
de matrizes mineralizadas (WEIVODA, YOUSSEF e OURSIER, 2017). Em uma revisao
recente, Dreyer et al. (2023) relataram que existe atuagdo da esclerostina no 0sso,

cartilagem, musculo, figado, rim e nos sistemas cardiovascular e imune.

2.3 OSTEOIMUNOLOGIA
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Estudos recentes mostram que também ha uma interagcao direta entre células
imunes e 0sseas, e curiosamente, essa comunicagao entre o sistema imunoldgico e o
osso ocorra de forma bidirecional, ou seja, de alguma forma as células 6sseas também
influenciam as células imunoldgicas. O processo fisiologico de reparo 6sseo, por
exemplo, é também orquestrado por células imunes, cuja desregulacao pode retardar o
reparo das fraturas. Condigdes sistémicas que levam a diminuigédo de linfécitos, como
no caso de pacientes imunocomprometidos, influenciam de forma negativa a
regeneragcdo Ossea devido a uma reducdo na diferenciagdo osteoblastica e da
mineralizagcao 6ssea. Essa condigao justifica, por exemplo, o retardo na consolidagao
de fraturas em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(PONZETTI and RUCCI, 2019).

Uma das primeiras fases da cicatrizagdo 6ssea é caracterizada por um estado
inflamatdrio, com liberacao de IL-1, IL-6, e TNF-a, que recrutam linfécitos B e T, estes
ultimos tendo um papel pré-osteogénico ao liberar IL-17F. A citocina pro-inflamatdria IL-
17F é expressa durante a cicatrizagado 6ssea, aumentando os niveis de colageno alfa-1
tipo | (Col1a1), osteocalcina e sialoproteinas oOsseas. Neutrofilos também estdo
presentes durante a fase inicial da reparacdo Ossea e atuam removendo detritos e
células danificadas no local da ferida (PONZETTI and RUCCI, 2019). Os mastdcitos
fazem parte do sistema imunoldgico inato e derivam da linhagem de células-tronco
mieloides. Os mastécitos maduros possuem muitos granulos secretores cheios de
mediadores pré-formados (por exemplo, histamina, IL-6, IL-8, TNFa, fator de
crescimento derivado de plaquetas - PDGF, triptases, quimases), que podem ser
rapidamente liberados durante a inflamacédo ou reacgdes alérgicas, em um processo
conhecido como degranulagcdo de mastocitos. Além disso, os mastocitos também s&o
capazes de sintetizar e liberar mediadores, incluindo IL-6, TNFa e fator de crescimento
endotelial vascular. Pacientes que sofrem de mastocitose sistémica, uma doenca
caracterizada por numeros elevados de mastécitos, frequentemente exibem um
fendtipo 6sseo osteopordtico. Como varios mediadores secretados por mastécitos
foram descritos como tendo atividade osteocatabdlica ou osteoanabdlica, sugere-se um
possivel papel dos mastocitos na regulacéo do turnover 6sseo (FISCHER E HAFFNER-
LUNTZER, 2022).
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do estudo foi avaliar a expressao da esclerostina em lesdes fibro-

o0sseas benignas dos maxilares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressao imunohistoquimica da esclerostina nos diferentes tipos de
lesbes fibro-6sseas benignas (LFOBs): displasia fibrosa (DF), displasia cemento-
ossea (DCO), fibroma ossificante trabecular juvenil (FOTJ) e fibroma ossificante
psamomatoéide (FOPs).

e Avaliar a expressédo imunohistoquimica da esclerostina em mandibula e maxila
de individuos saudaveis sem lesdes orais (grupo controle).

¢ |dentificar se existe alguma relagcdo entre a expressdo da esclerostina com o

0sso acometido, se maxila ou mandibula.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguinte secdo apresenta a casuistica e os recursos utilizados para

desenvolvimento da pesquisa.

4.1 CASUISTICA

Este foi um estudo retrospectivo que incluiu um total de 32 pacientes, submetidos
a 40 procedimentos cirurgicos (bidpsia incisional e/ou excisional), enviados e
analisados no Laboratério de Patologia Bucal da Universidade Federal de Santa
Catarina (LPB/UFSC). O material € pertencente ao Biobanco do Laboratério de
Patologia Bucal (Registro CONEP B-051), onde foram obtidas também as fichas de
bidépsia contendo dados clinicos e outras informagdes, além dos blocos de parafina
contendo o material biopsiado ja processado para preparo histologico.

O material incluido na pesquisa representou 32 casos identificados com
diagnostico de LFOB, sendo: 18 pacientes (56,25%) com diagndstico descritivo de
LFOB e 14 casos de pacientes onde, além do diagndstico descritivo, utilizou-se o
diagnéstico clinico para categorizagdo (43,75%). Dos casos com diagndstico
combinado (patoldgico + clinico), 06 eram de DF, 04 de FOTJ, 02 de FOPs e 02 de

DCO, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Lesoes fibro-6sseas benignas, divididas entre sexo masculino e feminino.

Lesoes Masculino % Feminino % Total (%)

(n) (n)

Diagndstico baseado na analise histopatoldgica

LFOBs 6 33,3 12 66,6 56,25
Diagndstico baseado na correlac&o clinico-histopatologica
DF 3 50 3 50 18,75
FOTJ 2 50 2 50 12,5
FOPs 1 50 1 50 6,25
DCO 0 0 2 100 6,25

Total 12 37,5 20 62,5 100
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LFOBs — Lesdes fibro-6sseas benignas; DF — Displasia fibrosa; FOTJ — Fibroma
ossificante trabecular juvenil; FOPs — Fibroma ossificante psamomatoide; DCO -
Displasia cemento 6ssea.

Quatro pacientes apresentaram lesdes tanto em maxila quanto em mandibula.
Dados clinicos e demograficos, incluindo idade, sexo, achados de imagem e
localizagao da lesao, foram obtidos dos arquivos de bidpsia.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(registro numero: CAAE 28234620.0.0000.0121, aprovagao numero 4.063.334). A
identidade dos pacientes permaneceu an6nima de acordo com a Declaragdo de
Helsinki.

Para averiguar a expressao da Esclerostina em osso normal (grupo controle), 06
amostras de osso saudavel foram obtidas de individuos sem doencas sistémicas, que
seriam submetidos a procedimentos cirurgicos do tipo exodontias. Estas amostras
compunham o grupo controle de um macroprojeto intitulado “Avaliagcdo do o0sso
mandibular em pacientes com lesdes benignas e malignas da cavidade oral”, também
coordenado pelo orientador desta pesquisa, e aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF - CAAE:
85565618.3.1001.5147 - Parecer: 2.757.535). Estes individuos nao tinham diagndstico
de lesGes nos maxilares, ndo apresentavam doencas osteometabdlicas, e com idade

variando entre 18 e 25 anos, sendo 3 do sexo masculino e 3 do sexo feminino.
4.1.1 Critérios de Inclusao:

Blocos de parafina contendo material suficiente para a realizagdo da técnica de
imunohistoquimica (IHQ) de pacientes diagnosticados com LFOBs, com envolvimento
de mandibula ou maxila, que possuiam, ficha de biopsia e eram parte do acervo do
Biobanco do LPB/UFSC.

4.1.2 Critério de Exclusao:

Blocos de parafina que nao tinham material suficiente para analise.

4.2 AMOSTRAS
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Foram selecionadas 66 amostras de LFOBs fixadas em formalina e embebidas
em parafina, que continham material suficiente para analise e informagdes na ficha de
bidpsia que permitiam coletar dados demograficos. Estas amostras eram advindas de
40 bidpsias realizadas nos 32 pacientes, sendo que, alguns deles, foram submetidos a
mais de um procedimento de bidpsia (incisional e excisional). As 6 amostras do grupo

controle continham apenas 1 bloco cada.

4.2.1 Analise Qualitativa

A analise morfologica foi realizada por meio da coloragdo de hematoxilina e
eosina (H&E). Nesta etapa foram avaliados os cortes histologicos por 3 profissionais
(dois professores e um aluno), para selegdo dos casos, baseados na presenga de
ambos os componentes fibroso e 6sseo. A coloragao por azul de toluidina foi realizada
em 5 casos para averiguacdo do aspecto morfoldégico das células que apresentaram
marcacao imunohistoquimica positiva. Esta reacdo so foi realizada apdés os primeiros

resultados da técnica de IHQ para esclerostina.

4.2.2 Imunohistoquimica

Para a realizagdo do experimento e identificacdo da expressao e
imunolocalizagdo da proteina Esclerostina, foi utilizado o anticorpo monoclonal Anti-
Sclerostin, clone 7B6.1, da marca Merck, numero de catalogo MABS445, lote 3460510.
A proteina recombinante marcada com GST correspondente ao fragmento interno de
esclerostina humana desenvolvida a partir de cultura de tecido anticorpo monoclonal
igG2bk de camundongo, com reatividade cruzada de espécies para ratos e humanos.
O anticorpo secundario utilizado foi o Dako EnVision® + Dual Link System-HRP (Santa
Clara, CA, USA). A diluicdo do anticorpo primario foi utilizada na proporgéo 1:300 e a
técnica resumida foi realizada seguindo os passos: Desparafinizagao (as laminas foram
mantidas em estufa entre 50 e 100°C por aproximadamente 3 horas, seguido de banho
overnight em xilol a temperatura ambiente); reidratacdo; bloqueio da peroxidase
enddgena (alcool metilico + H202); recuperacao antigénica (tampéao citrato em banho-
maria mantido durante 40 minutos em temperatura constante de 96°C; bloqueio das
ligagdes inespecificas (solugdo de leite desnatado 5% em PBS); incubacdo com o

anticorpo primario (cAmara Umida na geladeira (4 a 8°C) overnight, diluigdo do
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anticorpo: 1:300); incubagdo com anticorpo secundario; revelagdo com Cromoégeno
(DAB, Dako): 1 gota de DAB para cada 1 ml de tampao misturados em frasco nao
reutilizavel; contra coloragdo com Hematoxilina de Harris (6 minutos); desidratagao;
diafanizagdo; montagem das laminas com laminula. O controle negativo foi realizado
em um dos cortes sem a colocagdo do anticorpo primario. O controle positivo foi

realizado com laminas contendo material advindo de figado humano e de rato.

Figura 1: Etapa de recuperagao antigénica. A: Aparelho Banho
Maria Digital com circulagdo. B: Laminas imersas em solugao de
tampao citrato em banho maria a 96°CI por 40 minutos.

Figura 2: Preparo da lamina para a incubacdo do anticorpo. A:
Caneta hidrofébica. B: Marcagdo com caneta hidrofobica ao
redor do material presente na lamina para limitar a dispersao do
anticorpo na lamina.
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Fonte: O Autor, 2022.

Figura 3: Incubagéo do anticorpo primario. A: Pipetas Eppendorf
com volume ajustavel. B: Coleta do anticorpo no micro tubo
Eppendorf. C: Aplicagdo do anticorpo nas areas delimitadas. D:
Montagem das laminas em camara umida para overnight em
geladeira.
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Fonte: O Autor, 2022.
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Figura 4: Laminas prontas para analise e escaneamento.

Fonte: O Autor, 2022.

4.2.3 Escaneamento e Analise

A digitalizacdo das laminas foi realizada em parceria com o Laboratério de
Anatomia-Patolégica do Instituto Central do HCFMUSP. As Iaminas da IHQ foram
digitalizadas em um aumento original de 40x utilizando o aparelho Pannoramic 250
(3DHistech, Budapeste, Hungria). Posteriormente, as laminas foram visualizadas e
analisadas no programa SlideViewer (v. 2.6, 3DHistech Ltd, 2001-2022).

A andlise foi realizada considerando as células marcadas na coloragao
marrom. As células marcadas foram evidenciadas pela coloragdo amarronzada
citoplasmatica, onde observou-se pigmentacdes em forma de pontos semelhantes a
granulos. Analisou-se ainda a presenga ou auséncia de marcagdes compativeis com
a expressao da proteina esclerostina nos tecidos, classificando se a evidenciacao

acontecia em tecido fibroso, 6sseo ou em ambos.

4.3ANALISE ESTATISTICA

Para as variaveis qualitativas foi realizada uma analise descritiva, com as
distribuicbes de frequéncia absoluta (n) e relativa (%). Para o teste de associagéo
entre o status de expressao da Esclerostina e o componente lesional, foi utilizado o
teste exato de Fisher (nivel de significancia de 5%). A analise foi realizada no
software GraphPadPrism9 (versao 9.0.0, Boston, MA, USA).
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5 RESULTADOS

Os resultados encontrados foram divididos em duas frentes: a primeira com a
analise clinico-demografica, dos dados das fichas de biopsia, e a segunda com a

analise histopatodgica e de imunohistoquimica.

5.1 DADOS CLINICO-DEMOGRAFICOS

Foram analisados 66 cortes histoldgicos provenientes de 32 pacientes, sendo
20 lesbes em mulheres (62,5%) e 12 lesbes em homens (37,5%). Na analise por
faixa etaria, trés registros ndo apresentavam a idade dos pacientes. Das 29 lesdes
que apresentavam esta informacao, 5 lesdes foram identificadas na primeira década
de vida (0-10 anos) representando 17,24%, 6 lesdes na segunda década de vida
(11-20 anos) representando 20,68%, 9 lesdes na terceira década de vida (21-30
anos) representando 31,03%, 5 lesdes na quarta década de vida (31-40 anos)
representando 17,24%, 1 lesdo na quinta década de vida (41-50 anos)
representando 3,44%, 2 lesdes na sexta década de vida (51-60 anos) representando
6,89% e 1 lesdo na sétima década de vida (61-70 anos) representando 3,44% da

amostra (Tabela 2).

Tabela 2 — Lesbes fibro-6sseas benignas, divididas por faixa etaria.
Lesées 0-10 11-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70

LFOBs 2 2 5 4 1 1 1
DF 4 1 1
FOTJ 3 1
FOPs 1
DCO 1 1
Total 5 6 9 5 1 2 1

LFOBs— Tumores e displasias fibro-6sseas; DF — Displasia fibrosa; FOTJ — Fibroma
ossificante trabecular juvenil; FOPs — Fibroma ossificante psamomatoide; DCO -
Displasia cemento 6ssea. Trés registros de lesbes ndo apresentavam a idade dos
pacientes e por isso nao foram inseridos na analise por faixa etaria.

Considerando a regiao das lesdes, um registro ndo apresentava a informagao

de localizagao. Dos 31 casos que apresentavam a informagao por regiao, 17 lesées
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foram identificadas na mandibula (54,83%) e 14 lesdes foram identificadas na maxila

(45,16%) e distribuidas pelos tipos de lesdes conforme observamos na Tabela 3.

Tabela 3 — Lesbes fibro-6sseas benignas, divididas por area de localizagao.

Lesoes Mandibula % Maxila % Total %

Diagnostico baseado na analise histopatoldgica
LFOBs 8 44 .44 10 55,55 18 58,06

Diagnodstico baseado na correlacéo clinico histopatoldgica

DF 3 50 3 50 6 19,35
FOTJ 3 100 - - 3 9,67
FOPs 1 50 1 50 2 6,45
DCO 2 100 - - 2 6,45
Total 17 54,83 14 45,16 31 100

LFOBs— Lesodes fibro-0sseas benignas; DF — Displasia fibrosa; FOTJ — Fibroma
ossificante trabecular juvenil; FOPs — Fibroma ossificante psamomatoide; DCO -
Displasia cemento 6ssea. Um registro de lesdo ndo apresentava a area e por isso
nao foi inserido na analise por regiao.

Para as lesbes identificadas apenas com o laudo histopatolégico, foram
encontradas 8 lesbes em mandibula (44,44%) e 10 les6es em maxila (55,55%). Para
as lesdes com diagndstico baseado na correlagdo clinico histopatologica foram
diagnosticadas 6 displasias fibrosas sendo 3 em mandibula (50%) e 3 em maxila
(50%), 3 FOTJ sendo todos em mandibula (100%), 2 FOPs sendo 1 em mandibula
(50%) e 1 em maxila (50%) e 02 DCO sendo todas em mandibula (100%).

5.2 ANALISE HISTOPATOLOGICA E EXPRESSAO DA ESCLEROSTINA

As LFOBs mostraram quantidades variadas dos componentes fibroso e 6sseo
nas laminas. O componente fibroso era, por vezes, mais denso e muito celularizado,
e por vezes, mais frouxo. Em algumas Iaminas foi possivel observar células gigantes

multinucleadas, areas com grande concentragdo de hemacias e em algumas notou-
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se tecido adiposo. Quanto ao componente 6sseo, a maior quantidade era de 0sso
intralesional, por vezes imaturo sem organizagao lamelar, e por vezes, sugerindo um
aspecto mais organizado, e ainda, nas laminas advindas das pegas maiores, foi
possivel notar também boa quantidade de osso perilesional, eminentemente lamelar,
com caracteristicas morfolégicas de um osso cortical.

As laminas do grupo controle eram 3 casos de maxila e 3 casos de
mandibula. Os casos de mandibula tinham pouquissima quantidade de material, ja
0os casos de maxila, tinham maior quantidade de osso tanto cortical quanto
trabecular, revelando aspecto de normalidade.

Sobre a analise de imunohistoquimica, a expressao da esclerostina foi
encontrada em diferentes populacdes celulares. Das 40 bi6épsias de LFOBs, 21
tiveram positividade para esclerostina e 19 foram negativas para este marcador. Por
vezes, a positividade estava presente no componente fibroso, revelando marcacéao
citoplasmatica do tipo dots, ou pequenos granulos, em uma coloragao forte. Estas
células apresentavam um fendtipo morfologicamente semelhante aos mastécitos.
Foi realizada uma marcacio histoquimica com a coloragdo pelo azul de toluidina,
que revelou marcagéo classica para mastocitos exatamente na mesma localizagao
das células marcadas para esclerostina na IHQ. E em outras situag¢des, a populagéo
com marcacgao da esclerostina estava nas células incluidas na matriz calcificada, os
ostedcitos. Em uma primeira avaliacdo qualitativa, observou-se que nas areas onde
a expressao aconteceu na parte fibrosa da lesdo, notou-se que frequentemente as

marcagdes aconteceram proximas as estruturas vasculares (Figura 5).

Figura 5: Avaliagdo histopatolégica e expressdo da Esclerostina em lesao
fibrodssea benigna. Caso de Displasia Fibrosa (A-D). A: DF corada em H&E. B:
Coloragdo em azul de toluidina evidenciando algumas células com areas
citoplasmaticas hipercrobmicas em coloragao arroxeada e nucleo azulado
centralizado, com fenétipo similar a um mastdcito. C: Expressao da Esclerostina no
componente fibroso visualizada em menor aumento. Células marcadas em marrom
dispersas em toda a area analisada. D: Células marcadas expressando Esclerostina
em tecido fibroso dispersas na imagem. E: LFOB com expressado da Esclerostina
proxima a estrutura compativel com espago vascular. Nota-se a marcacao
citoplasmatica com coloragdo marrom. F: DF revelando algumas células com
marcacao citoplasmatica amarronzada, no componente fibroso.
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Fonte: O Autor, 2023.

Nas areas onde a expressao aconteceu na parte 6ssea da lesdo, observou-se
uma recorréncia maior em tecido 6sseo mais maduro, no osso perilesional e ndo no
o0sso intralesional. Apenas dois casos tiveram marcagao positiva no 0sso
intralesional, sendo uma marcagao pontual, apenas em um ou dois ostedcitos
(Figura 6).

Figura 6: Avaliacao histopatologica e expressédo da Esclerostina em tecido 6sseo. A:
A seta amarela representa um ostedcito expressando Esclerostina localizado em
osso maduro perilesional. B: A seta amarela representa um ostedcito em 0sso
intralesional expressando Esclerostina.

Fonte: O Autor, 2023.
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Nao houve associagao significativa entre o status de positividade para
Esclerostina e o componente avaliado, se fibroso ou ésseo (p 0,25) nas bidpsias
avaliadas.

Das 40 biopsias advindas dos 32 pacientes, a marcagdo positiva estava
presente nas LFOBs com classificagao histopatolégica em 03 na parte fibrosa e 03
na parte ossea. Nas lesdes classificadas pela histopatologia e diagnédstico clinico:
nas DFs com 02 no componente fibroso e nenhum caso na parte 6ssea; nos FOTJs
houve positividade em 01 no componente fibroso € nenhum caso na parte éssea;
nos FOPs’s com 01 na parte fibrosa e nenhum no componente 6sseo; nas DCOs,
nenhuma positividade no componente fibroso e um caso no componente 6sseo.

A distribuicdo da marcagao esta demonstrada na Figura 7.

Figura 7: Grafico de expressao da Esclerostina nos componentes fibroso e 6sseo
nos casos avaliados, com dados utilizados no teste de associacgao.

Analise de associagao (Teste exato de Fisher)
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Fonte: O Autor, 2023.

A andlise da expressdo nos casos do grupo controle revelou que a
Esclerostina esta expressa em mandibula e maxila de individuos saudaveis.
Pouquissimas células Osseas estavam marcadas, nestes casos, um ou dois
ostedcitos foram encontrados com marcacdo positiva, revelando uma coloracéo
amarronzada e distribuida por toda periferia da lacuna, condizente com a
distribuicdo espacial do inicio dos prolongamentos dos processos dentriticos do

ostedcito (Figura 8).
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Figura 8: Avaliacdo histopatoldgica e expressao da Esclerostina em tecido 6sseo
sem alteracbes da normalidade. A seta amarela aponta para um ostedcito
expressando a proteina Esclerostina.

Fonte: O Autor, 2023.

As outras células marcadas estavam majoritariamente localizadas nos
espacos medulares, proximos a espagos vasculares, tecido conjuntivo e tecido
adiposo. Estas células dos espacos medulares representaram a maioria das células

marcadas no grupo controle (Figura 9).

Figura 9: Avaliagdo histopatologica e expressao da Esclerostina em tecido 6sseo
sem alteragbes da normalidade. A: Em maior aumento € possivel observar a
presenca de algumas marcag¢des da Esclerostina nos espagos medulares do 0sso
sem alteragdes. B: Em maior aumento é possivel observar com mais detalhes a
coloragdo marrom citoplasmat

-~ w0y . ,

Fonte: O Autor, 2023.
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Ressalta-se que foi notavel a presenca de expressdes pontuais nas amostras
de grupo controle em relagao as amostras das lesdes. Pacientes com LFOB foram
mais frequentes no sexo feminino, em uma proporgao de 2:1. Sobre a positividade
para Esclerostina, tivemos no sexo feminino 9 bidpsias com marcagéo positiva no
componente fibroso e 7 no componente ésseo, enquanto, no sexo masculino, houve
marcacgao positiva em 5 casos no componente fibroso e 2 no componente 6sseo.
Sobre a localizacdo, das 39 biopsias que tinham essa informacdo de acometimento
se em mandibula (n=22) ou maxila (n=17), para mandibula foram 5 casos com
positividade no componente fibroso e 6sseo, respectivamente; ja para maxila foram
9 casos com positividade no componente fibroso € 4 no componente 6sseo.
Importante ressaltar que havia auséncia de tecido fibroso em dois casos de
mandibula na bidpsia analisada, e dois casos com auséncia de tecido ésseo.
Apenas um caso de maxila revelou positividade simultdnea nos componentes fibroso

e 0sseo.
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6 DISCUSSAO

Observamos que dentro da nossa casuistica, os pacientes com LFOB foram mais
frequentes no sexo feminino, em uma proporgao de 2:1. Considerando a regidao das
lesbes em relagdo as bases Osseas, o 0osso mandibular estava predominante em
relacdo a maxila sendo reportado em 54,83% dos casos.

Sobre a expressdo da esclerostina, considerada o mais potente inibidor da
formacéao Ossea, esta estava presente em um pouco mais da metade dos casos. Ainda,
sua expressao foi mais frequente na maxila do que na mandibula, levando em conta os
casos proporcionais em cada osso. De forma surpreendente e inédita, encontramos
essa proteina expressa nao apenas em ostedcitos, que nestes casos foi pouco
frequente, mas sim uma marcacgao positiva em células do componente fibroso, com
uma morfologia muito semelhante aos mastocitos. Observamos ainda que, na
mandibula e na maxila em condigdes normais, sem alteragdes e em individuos
saudaveis, apesar de pouca expressa, essa proteina esta expressa em ostedcitos e
também células dos espagos medulares.

Compreender a maneira como essa proteina € expressa nas lesdes fibro-0sseas
pode contribuir para o entendimento do desenvolvimento e comportamento dessas
lesdes, e possivelmente, para a descoberta de uma forma de controlar a sua evolugao.
Conforme descrito por Nelson et. al. (2019), apesar das LFOBs representarem um
grande desafio para o patologista no diagnéstico histoldgico devido a similaridade, os
diferentes tipos de LFOBs apresentam comportamentos clinicos significativamente
distintos. As DCOs, por exemplo, sao lesbes nao neoplasicas relacionadas aos 0ssos
gnaticos e areas envolvendo os dentes superiores e inferiores, e que normalmente sao
tratados por meio de proservacdo. Uma espécie de maturagao acontece na lesao,
evoluindo de uma area osteolitica para uma mineralizagdo progressiva até um estagio
maduro completamente calcificado. Na grande maioria das vezes nao requer qualquer
tipo de procedimento de interveng¢do. Por outro lado, lesdes como o FOTJ e o FOPs,
representam neoplasias benignas que tem predilecdo, nao apenas por maxila e
mandibula, mas também pela regido craniofacial e normalmente sio indicadas para a
remogao cirurgica. Ressalta-se ainda que, em casos em que nao € possivel a remogao
completa da lesdao, uma tendéncia para a recidiva é esperada.

A etiopatogenia das LFBOs permanece ainda ndo totalmente elucidada. O motivo

pelo qual uma lesdo tende a ser mais invasiva e mais expansiva do que outras
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permanece sem resposta. Sera que de alguma maneira ou por meio de algum
mecanismo devidamente orquestrado e sistematizado, os diferentes tipos de lesdes
seriam capazes de modificar o meio a seu favor, contribuindo para a sua proliferagao e
expansao? Sobre esse questionamento, fez-se necessario estudar marcadores que
tivessem agdo ndo no componente fibroso apenas, mas marcadores do componente
0sseo. Assim, os resultados desse estudo evidenciaram a presenca da esclerostina
tanto em areas fibrosas, quanto em areas Osseas, sendo a presenga no componente
fibroso mais frequente. Na maioria das vezes em que a proteina foi expressa no tecido
0sseo, a area marcada representava um 0sso perilesional, € ndo no osso intralesional
per si. Poderia esse achado representar a evidéncia de um mecanismo orquestrado
para inibir a formacao 6ssea na periferia das lesdes, e consequentemente facilitar o
processo de reabsor¢cdo O0ssea e propagagao das mesmas? Quando analisamos as
laminas do grupo controle em relacdo as amostras das lesdes, foi possivel identificar
que no tecido 6sseo sem alteragcdes a proteina esclerostina também estava presente,
tanto em tecido 6sseo, quanto em tecido medular, porém distribuida pontualmente, em
pouquissima quantidade na maior parte dos casos, sem que fosse possivel estabelecer
um padrao.

Sobre a expressao da esclerostina em LFOBs, apenas um artigo na literatura
avaliou a expressdo desta proteina nestes casos. Inagaki et al. (2016) encontraram a
expressao da esclerostina no osso imaturo nas displasias fibrosas. Os autores
relataram que, em 6 casos de DF, houve marcacéo positiva perilacunar nos ostedcitos
no osso imaturo (woven bone), e nenhum caso de marcagao positiva no componente
fibroso intertrabecular. Diferente dos achados do estudo citado, nossos casos
mostraram marcacao exatamente no componente fibroso, em dois dos 6 casos de DF,
e nenhuma marcacdo em ostedcitos. Importante ressaltar que, as DFs do estudo de
Inagaki et a. (2016) eram casos de 0ssos longos, advindos de um servigo de ortopedia,
enquanto nossos casos confinados aos ossos maxilares. Dessa forma, sugere-se que
esta diferencga do tipo de osso (diferente processo de ossificagao, diferente turnover e
diferente biomecanica), pode inferir na expressao da esclerostina.

A marcagdo da esclerostina também no componente fibroso das lesdes foi
mesmo um achado inusitado e nao esperado. O comum seria a relacdo da sua
expressao com os ostedcitos presentes nos componentes dsseos das lesdes, que de
fato ocorreu. As caracteristicas estruturais das células marcadas, com presenca de

marcacgoes citoplasmaticas similares a granulagdes e as suas disposi¢des no tecido,
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deixam evidente se tratar de células semelhantes aos mastdcitos. Van Benzooijen et.
al. (2009), relacionaram a expressao da esclerostina a células incluidas em matriz
mineralizada, o que inclusive levou ao desenvolvimento da hipotese de que a
esclerostina ser expressa por células diferenciadas dentro de matriz mineralizada,
exemplo condrdcitos e cementdécitos, para além do ostedcitos apenas, conforme
reforgado por Weivoda et. al. (2017), que relataram um aumento da esclerostina sérica
em diversos tipos de lesdes e condigdes como osteoartite e espondilite anquilosante.
Em sua revisdo, Weivoda et al. (2017) também traz informagdes da expressao da
esclerostina em outros tecidos e fala das patologias impactadas pela proteina, exemplo
marcacgao em valvulas adrticas em areas adjacentes a calcificagdo. Em um estudo mais
recente, Schminke et al. (2023) validaram um experimento utilizando da técnica de
tissue microarray por imunohistoquimica, em amostras de 39 paciente com carcinoma
epidermoide oral, e identificaram a expressao da esclerostina nesses tumores.

Os achados histologicos da nossa pesquisa nas areas fibrosas da lesao
demonstraram um padrao para expressao da esclerostina em areas de intimo contato
ou préximas a regides compativeis com estruturas vasculares. A expressdo da
esclerostina perto dos vasos, e em células semelhantes aos mastécitos, nos fez
levantar a hipotese do papel da proteina nas vias de sinalizagdo de células que
geralmente estdo envolvidos nos mecanismos vasculares. Questiona-se que a
degranulacdo dos mastdocitos poderia também estar envolvido na liberagdo da
esclerostina sérica. Conforme apontado por Ponzetti e Rucci (2019), o sistema
imunologico representa uma chave fundamental para a manutengcdo da massa éssea e
um fendmeno ja descrito e discutido na literatura atualmente é a regulacdo de
osteoclastos mediados por células T. Curiosamente essas células compartiiham de
uma origem comum, ja que osteoclastos e células do sistema imune sdo originados de
células estaminais hematopoiéticas da medula 6ssea. Além disso, assim como outras
células hematopoiéticas, precursores de osteoclastos podem ser detectados como
células circulantes no sangue e terem seu numero aumentado sob condigbes
inflamatdrias, caracterizadas por altos niveis de uma citocina inflamatéria, o Fator de
Necrose Tumoral (TNFa), por exemplo. Esse “cross-talk”’, ou seja, essa comunicacao ja
devidamente evidenciada e descrita poderia acontecer de outras formas e com outras
células? Seria possivel que condicdes estabelecidas pela lesdo no meio sinalizem e
direcionem mastdcitos capazes de expressar esclerostina, e dessa forma, contribuir

para uma regulacdo negativa de formagao 6ssea e consequentemente favoreca o
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desenvolvimento da lesdo? Fica o questionamento para novos estudos e realizagao de
marcacodes fenotipicas para essas populagdes celulares positivas para esclerostina.

Sobre as limitagcbes do estudo, um desafio encontrado na conducido dos
experimentos foi a realizagdo da imunohistoquimica em tecido ésseo. Devido as etapas
de processamento das laminas, em diversas situagdes tivemos o descolamento ou
sobreposi¢cao desse tecido, por vezes, inviabilizando a analise de alguns fragmentos
nas laminas. Outra situacdo que interferiu na pesquisa foi a pandemia da COVID-19,
que atrapalhou significativamente o andamento dos experimentos e a coleta de
amostras do grupo controle, visto que durante um periodo representativo da pesquisa,
as instituicbes de ensino e unidades de atendimento permaneceram fechadas ou em
regime de urgéncias para atendimentos.

Em suma, é cada vez mais evidente que as lesdes e 0 microambiente nos sitios
lesionais sofram influéncias de diversos tipos, e muitas destas alteragbes ocorre com
participacdo das células do sistema imune. Compreender os mecanismos dessa troca
de informagdes pode ser a chave para um melhor entendimento das lesdes fibro-
Osseas benignas e de outros tipos de lesbes. Com a esclerostina presente em um
pouco mais da metade dos casos, vale imaginar que esta glicoproteina realmente esta

envolvida nos processos patogénicos destas lesdes.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que as lesdes fibro-6sseas benignas dos maxilares podem
expressar esclerostina, estando presente em 52% dos casos analisados. Essa
expressao se da em maior parte no componente fibroso, em células com morfologia
semelhante aos mastocitos. Ainda, a esclerostina também € expressa no
componente O0sseo dessas lesbes em casos pontuais, além de ser encontrada
expressdo positiva no osso cortical perilesional em alguns casos. Nas lesdes
classificadas utilizando ambos os diagndsticos clinico e histopatolégico, apenas um
caso de displasia cemento-O0ssea revelou positividade no ostedcito, enquanto
displasia fibrosa e as duas variantes do fibroma ossificante revelaram positividade
apenas no componente fibroso. Em termos proporcionais, a expressdo da
esclerostina foi mais presente na maxila do que na mandibula. O osso normal
também mostrou a expressao da esclerostina em alguns ostedcitos e em algumas

células presentes nos espacos medulares.
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