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RESUMO

O queratocisto odontogénico (QO) € uma lesao cistica, intradssea, localmente
agressiva que apresenta caracteristicas histopatoldégicas unicas. Seu
tratamento pode ser desafiador devido as altas taxas de recidiva associadas a
lesdo. Neste sentido, uma técnica descrita para o tratamento do QO é a
marsupializagdo seguida por enucleacdo do remanescente cistico. Esta
modalidade de tratamento causa modificacbes no epitélio da lesao,
acompanhadas por reducdo do tamanho da mesma. Os mecanismos que
regulam estas modificagées ndo estdo totalmente elucidados na literatura. As
proteinas histonas atuam na formacdo e manutencdo da cromatina. Possuem
uma calda N-terminal que permitem ligagdes reversiveis com a capacidade de
causar silenciamento e ativagcédo da transcricdo do DNA. Ainda n&o se sabe o
papel das modificagdes de histonas no queratocisto odontogénico. No presente
estudo, 22 casos de QO tratados por marsupializagdo e posterior enucleagéao
foram submetidas a imuno-histoquimica para detecgdo das histonas
modificadas H3K9ac, H3K9me3, H3K18ac, H3K36me3 e H4K12ac, além do
marcador de proliferagao celular Ki-67. Verificou-se reducgao significativa nos
niveis de H3K9me3 das amostras iniciais (obtidas por marsupializagao) para as
amostras finais (obtidas por enucleagdao) com epitélio cistico alterado. Foi
detectada ainda correlagao significativa entre a reatividade para Ki-67 e para as
histonas modificadas H3K9ac, H4K12ac e H3K36me3 nas amostras finais com
epitélio tipico de QO. Esses resultados encontrados sugerem instabilidade do
estado de heterocromatina, assim como uma perda da capacidade de reparo a
dano no DNA, decorrentes da marsupializacao e mediadas por modificacbes de

histonas, em particular de H3K9me3.

Palavras-chave: Queratocisto odontogénico; Marsupializagao; Histona



ABSTRACT

The odontogenic keratocyst (OKC) is a cystic, intraosseous, locally aggressive
lesion that presents unique histopathological features. Its treatment can be
challenging due to the high recurrence rates associated with the lesion. In this
sense, one of the described technique for the treatment of OKC is the
marsupialization followed by enucleation of the cystic remnants. This modality
of treatment causes modifications in the epithelium of the lesion, accompanied
by a reduction in its size. The mechanisms that regulate these modifications are
not fully elucidated in the literature. Histone proteins act in the formation and
maintenance of chromatin. They have an N-terminal tail that allow reversible
bonds with the ability to cause silencing and activation of DNA translation. The
role of histone modifications in odontogenic keratocysts is not yet known. In the
present study, 22 cases of OKC treated by marsupialization and subsequent
enucleation were subjected to immunohistochemistry assays to detect the
modified histones H3K9ac, H3K9me3, H3K18ac, H3K36me3 and H4K12ac, in
addition to the cell proliferation marker Ki-67. There was a significant reduction
in the H3K9me3 levels of the final samples (obtained by enucleation) for the
altered cystic epithelium in relation to the initial samples (obtained by
marsupialization). Significant correlation was also detected between reactivity
for Ki-67 and for the modified histones H3K9ac, H4K12ac and H3K36me3 in the
final samples with typical OKC epithelium. These results suggest
heterochromatin state instability, as well as a loss of repair capacity to DNA
damage, arising from marsupialization and mediated by histone modifications,

in particular H3K9me3.

Keywords: Odontogenic Keratocyst; Marsupialization; Histone
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1 - INTRODUGAO

O queratocisto odontogénico (QO) é uma lesédo cistica odontogénica
caracterizada por revestimento de epitélio estratificado escamoso
paraqueratinizado, bem como por ser localmente agressiva. Essa doenga afeta
0s 0ss0s gnaticos, especialmente a mandibula. Shear & Speight, 2007; Speight
et al., 2017). O QO representa cerca de 11% de todos os cistos maxilo-
mandibulares. Seu tratamento pode ser desafiador, devido ao seu destacado
potencial de crescimento e as suas altas taxas de recidiva (Blanas et al., 2000;
Shear & Speight, 2007; Speight et al., 2017).

Diversos tipos de tratamento, sempre de natureza cirurgica, tém sido
utilizados no manejo do QO. Além de remover a lesédo, busca-se reduzir as
chances de recidiva e ao mesmo tempo reduzir a morbidade decorrente do
préprio tratamento. A ressecgao cirurgica € destacada como a abordagem mais
efetiva, visto que resulta nas menores taxas de recidiva, todavia usualmente
resulta em grande morbidade posterior. A enucleagdo com tratamento
adjuvante de margens cirurgicas também é muito empregada, porém pode
gerar morbidade significativa dependendo da extensdo da lesdo ou de seu
relacionamento com estruturas anatébmicas nobres. Desta maneira, uma
abordagem bifasica, composta por marsupializagao para redugao inicial do QO
e posterior enucleagao do residuo cistico, tem sido recentemente utilizada com
bons resultados (Nakamura et al., 2002; Kolokythas et al., 2007). Todavia, os
mecanismos pelos quais a marsupializagcdo desencadeia a redugao do

queratocisto odontogénico ainda sdo amplamente desconhecidos.

Histonas sao proteinas responsaveis pela formagao e manutengcao da
cromatina, e de fato constituem a maior parte da porcao proteica dessa
estrutura. Essas proteinas possuem uma cauda N-terminal que permite
ligacbes com diversos grupos quimicos tais como metil, acetil e fosfato, dentre
outros, os quais mudam a acessibilidade de fatores de transcricdo ao DNA.

Dependendo das ligagdes existentes a cromatina entra em um estado mais
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“aberto” — que permite a transcricdo do DNA — ou mais “fechado” — causando
silenciamento génico. O estudo das mudangas das modificagbes das histonas
tem despertado grande interesse na comunidade cientifica. A desregulagéo
deste mecanismo, de natureza epigenética, pode favorecer a expressao
errbnea de genes e consequente formagao de neoplasias (Feng et al., 2012,
Morgan e Shilatifard., 2015).

De fato, em alguns tipos de tumores a presenga dessas modificagdes
ja é usada para se prever a evolugdo da doenga, assim como a resposta ao
tratamento. Porém, ha poucos trabalhos sobre as modificagdes de histonas em

relagdo ao comportamento biolégico das mesmas.

Pelo exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o tratamento do QO
através da marsupializagdo seguida de enucleagcdo, a luz das mudancgas
clinicas e histologicas produzidas na lesdo, e especialmente, avaliar se estas
mudancas estdo relacionadas a mudanga nos padroes de expressao das

modificagdes de histonas estudadas através de técnica de imuno-histoquimica.

12



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Queratocisto odontogénico

Cistos sao cavidades patoldgicas revestidas por epitélio, que contém
em seu interior material liquido ou semi-sdélido. Cistos maxilares podem ter
origem odontogénica e ndo-odontogénica, e no ultimo caso podem ser ainda
classificados em cistos de desenvolvimento ou cistos inflamatérios de acordo
com a etiopatogénese da lesdo (Shear & Speight, 2007; Neville et al.,2009;
Manor 2012).

O queratocisto odontogénico (QO) é uma lesdo cistica de
desenvolvimento, praticamente restrita aos ossos gnaticos, caracterizada por
revestimento epitelial estratificado pavimentoso paraqueratinizado,
homogeneamente fino, com células basais empalicadas de nucleos
hipercromaticos, e capsula também pouco espessa formada por tecido
conjuntivo denso. Mostra comportamento invasivo e elevada chance de
recidiva apos tratamento (Shear & Speight, 2007; Speight et al., 2017).
Representa cerca de 11% de todos os cistos maxilo-mandibulares (Blanas et
al., 2000; Shear & Speight, 2007; Speight et al., 2017).

O QO ocorre mais comumente na forma de lesdes isoladas, porém a
ocorréncia multipla também é possivel, no contexto da sindrome dos
carcinomas basocelulares nevoides (também denominada de Sindrome de
Gorlin-Goltz), quando entdo associada a outras alteragcbes tais como
carcinomas basocelulares precoces e multiplos, malformacbes oésseas e
neoplasias malignas como o meduloblastoma (Todd & August, 2003; Scully et
al., 2010). Pacientes sindromicos apresentam desenvolvimento continuo de
novos QO assim como recidivas de lesdes anteriormente tratadas até os 30
anos, idade em que a formacédo de novas lesdes tende a diminuir (Lo Muzio,
2008).
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Ao longo dos anos, muito se tem sido discutido quanto a natureza e
a classificacao do QO, tendo sido classificado em 2005 como neoplasia e entdo
denominado como tumor odontogénico queratocistico. Posteriormente, em
2017, foi reclassificado como cisto (Gomes, et al., 2017; Speight et al., 2017). O
fato que mais pesou nesta decisdo foi que neoplasias ndo regridem de
tamanho espontaneamente ao retirar o estimulo que a causou. Este fato ndo é
verdadeiro para o QO, que tende a regredir de tamanho apds procedimentos

descompressivos (Wright & Vered., 2017).

Acredita-se que o QO surja a partir de remanescentes da lamina
dental, em particular porque o crescimento infiltrativo da lesdo mimetiza a
migragdo daquela estrutura embrionaria (Speight et al., 2017). Estudos
moleculares e genéticos identificaram mutagbes presentes no gene PTCH,
relacionado a via de sinalizagao celular Sonic Hedgehog (Shh), em diversos
casos esporadicos e sindrébmicos de QO (Barreto et al., 2000; Gomes et al.,
2009). Também tem sido verificada nessa doenga a perda de heterozigosidade
(LOH) em diversos genes supressores de tumor, tais como o proprio PTCH
(Gomes et al., 2009; Diniz et al., 2017; Peacock, 2017).

Clinicamente, o QO ocorre principalmente em regido posterior de
mandibula e ramo ascendente, com maior frequéncia em homens. O pico de
incidéncia se encontra entre a segunda e quarta década de vida. E uma lesdo
intradssea, encontrada quase exclusivamente nos ossos gnaticos, que surge
de forma assintomatica. Lesdes grandes podem apresentar aumento de
volume, dor, drenagem espontdnea do conteudo intraluminal (queratina),
parestesia dos labios inferiores, alteracbes de posicionamento e mobilidade
dos dentes associados, além de auséncias dentarias (Shear & Speight, 2007,
Jafaripozve et al., 2013; Gomes et al., 2017; Speight et al., 2017).

Devido a sua caracteristica assintomatica, a maioria dos QO é
diagnosticada fortuitamente em exames radiograficos solicitados por outros
motivos (Shear & Speight, 2007; MacDonald-Jankowski, 2011). O QO é
geralmente encontrado como lesdao radiolucida de bordas bem definidas

predominantemente com aspecto unilocular (Zhao et al., 2002). A lesao pode
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estar relacionada a um dente n&o irrompido (impactado ou ndo), por vezes em
relacdo coronaria quando entdo é eventualmente denominado “queratocisto
folicular”, requerendo a realizagdo de diagndstico diferencial especialmente

para com o cisto dentigero (Regezi et al., 2008; Neville et al., 2009).

O diagnéstico do QO é definido a partir de suas caracteristicas
histopatoldgicas. A lesdo exibe um padrdo microscopico distinto, revestimento
epitelial fino (composto de 6 a 10 camadas celulares), e por isso bastante
friavel. A camada basal apresenta células colunares e cuboidais de nucleos
hipercromaticos. As células epiteliais superficiais se mostram pavimentosas,
paraqueraratinizadas, com a superficie muitas vezes corrugada. Figuras
mitéticas podem ser encontradas nas camadas basal e suprabasal. A capsula é
usualmente fina, composta por tecido conjuntivo denso, o qual apresenta
inflamacédo evidente em até 75% dos casos (Kaplan and Hirshberg, 2004;
Speight et al., 2017) Em alguns casos, displasias epiteliais podem ser
encontradas, contudo transformag¢des malignas para carcinoma de células
escamosas sao raras (Shear & Speight, 2007). Este padrao tipico e diagndstico
do QO é alterado na presencga de inflamacgdo. Nessa situagéo, pode ocorrer no
epitélio a formacao de cones, acantose, perda das caracteristicas das células
basais e auséncia de queratinizagdo; no conjuntivo, além da prépria
inflamacéao, verifica-se espessamento da capsula (Shear & Speight, 2007;
Speight et al.,2017).

A abordagem considerada mais eficaz para o tratamento do QO € a
resseccao segmentar (Willians and Connor, 1994; Shear & Speight, 2007).
Trata-se de abordagem agressiva, que busca diminuir ao maximo a
persisténcia de células residuais da lesdo e assim evitar recidivas (Willians and
Connor, 1994). Verifica-se taxas de recidiva proximas a zero com esse tipo de
tratamento (Tolstunov and Treasure, 2008; Mendes, 2010; Pogrel, 2013).
Todavia, a ressecgao esta muitas vezes associada a resultados funcionais
adversos para o paciente, tais como: parestesia de labio inferior, necessidade
de outros procedimentos cirurgicos para corrigir o defeito 6sseo com enxertos,

aumento do risco a infecgdo, custo total do tratamento elevado, risco de
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exposi¢cao da placa de reconstrugdo cirurgica entre outros (Blanas et al.,2000;
Maurette et al., 2006). Em particular, criangas e adolescentes estao sujeitas a
problemas de desenvolvimento da face apds abordagens cirurgicas agressivas
da mandibula. Logo, buscam-se alternativas terapéuticas que consigam néo
apenas garantir um risco minimo de recidivas mas também diminuir a
morbidade decorrente do préprio tratamento (Pogrel, 2013).

Recidivas tendem a ocorrer em até cinco anos apds a intervencéao
terapéutica primaria para o QO (Blanas et al., 2000). Quando a abordagem ¢ a
resseccdo Ossea a taxa de recidiva invariavelmente encontrada é de 0%.
Todavia, diversos autores tém mais recentemente recomendado que a
ressecgao nao seja o tratamento de primeira escolha para o QO, em fungéo da
agressividade excessiva da ressecg¢ao, com aumento da morbidade, e da baixa
taxa de recidiva com a utilizacdo de outras técnicas complementares a
enucleacgao, (Blanas et al., 2000; Mendes et al., 2010; Pogrel, 2013; de Castro
et al., 2017). Quando o QO é tratado por enucleagao simples (sem abordagem
complementar), a frequéncia de recidiva pode chegar a inaceitaveis 60% dos
casos (Mendes et al., 2010; Pogrel, 2013; de Castro et al., 2017). Tratamentos
complementares a enucleacdo tem sido usados com vistas a tornar este
procedimento mais eficaz, mencionando-se a crioterapia (com recidivas
documentadas em 11,5% dos casos), a marsupializagdo (17,8%) ou
descompresséao (11,9%) e a utilizagado da solugado de Carnoy (7,8%) (de Castro
et al., 2017). A utilizacado de solugdo de Carnoy pode trazer danos a saude do
paciente, como toxidade as estruturas nervosas assim como aos tecidos moles
adjacentes, pele e danos aos os foliculos dentais no caso de criangas. Em
relacdo a crioterapia, ha o risco de necrose celular no tecido 6sseo (de Castro
et al., 2017).

2.2 — Marsupializagao

A presséao interna do conteudo cistico tem sido considerada forga

impulsora do crescimento dessas lesdes (Pogrel. 2005; Shear & Speight,
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2007). Dessa forma, procedimentos de descompressdo tem sido proposto
como alternativas terapéuticas para essas doengas (Pogrel. 2005; Manor et
al.,2012). De forma geral, tais procedimentos consistem em acessar a cavidade
cistica, permitindo a drenagem e a remog¢ao de parte ou todo o seu conteudo
(Tolstunov and Treasure, 2008; Anavi et al., 2011; Manor et al.,2012). Técnicas
de descompressido podem causar a reducdo de volume de cistos
odontogénicos, inclusive daqueles de comportamento mais agressivo como o
QO, e essas redugbdes podem acontecer rapidamente (Brendum and Jensen
(1991); Zhao et al., 2011; Schlieve et al., 2014).

A marsupializagdo é uma forma especifica de descompressao
aplicada originalmente ao QO por Partsch, em 1892. Nesse procedimento,
além do acesso a cavidade cistica realiza-se a sintese do revestimento cistico
ao tegumento (pele ou mucosa) por onde foi realizado o acesso (Nakamura et
al., 2002; Pogrel, 2004). Pode-se langar mao de dispositivos que permitam ou
prolonguem a comunicagao entre a cavidade cistica e o0 meio externo, tais
como canulas (Marker et al, 1996; Maurette et al., 2006). Além da
descompressao, considera-se que o efeito da marsupializacdo sobre o QO
deva-se em parte ao contato do revestimento cistico — epitelial e conjuntivo —
com o meio oral (Marker 1996; Maurette, 2006). Recomenda-se a enucleagao
do remanescente do QO, mesmo apds sua marsupializagcdo e redugao de
volume (Pogrel, 2005; Oliveros-Lopez et al., 2017). A Figura 1 ilustra as etapas

da marsupializagao em um paciente com QO.
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Figura 1- Paciente com queratocisto odontogénico tratado inicialmente por marsupializagédo. A)
Regido de fundo de vestibulo/angulo mandibular esquerdo do paciente. B) Incisdo na mucosa e
localizagdo da parede cistica. C) Sutura do epitélio cistico a mucosa oral. D) 3 meses de
marsupializacdo ativa. E) 13 meses de marsupializagdo ativa. Fonte: Imagens gentiimente
cedidas pelo Dr. Luiz Fernando Barbosa de Paulo.

A marsupializagdo do QO tem o beneficio de favorecer intervengao
cirurgica minima reduzindo principalmente em grandes lesdes, danos a
estruturas anatbmicas e a perda de dentes que podem estar associados a
lesdo. Neste sentido, o préprio espessamento conjuntivo e epitelial favorece a
remocgao integral do remanescente da lesdo (Maurette et al., 2006). A grande
limitagdo da mesma é a dependéncia do comprometimento do paciente ao
tratamento, pois o periodo de acompanhamento pode ser longo, com a
necessidade de diversos retornos (August, 2003; Kolokythas et al., 2007).
Outros pontos criticos seriam o aumento da possibilidade de infecgcao da leséo
devido ao contato direto com a cavidade oral, a possibilidade de obliteragdo da

comunicagao, e problemas na irrigacéao da lesédo (Oliveros-Lopez et al., 2017).

Anavi e colaboradores (2011), mostraram que a marsupializagéao
pode ser utilizada para tratamento de cistos odontogénicos, e nos casos mais
agressivos, a enucleacao deve ser realizada. Verificou-se que a redugéao nas
dimensdes das lesbes marsupializadas na mandibula € maior que na maxila, e
que cistos grandes tém uma maior taxa de reducdo por més que 0s pequenos
(Berge et al., 2016; Oliveros-Lopez et al., 2017).

Os dados de recorréncia encontrados através da marsupializacao
seguida de enucleacdo variam de 0 a 24,4% (Pogrel and Jordan, 2004;
Kolokythas et al., 2007; Berge et al., 2016). Em relacdo a correlacdo dos dados
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clinicopatoldgicos e a recorréncia da lesdo, nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada quanto a idade, o sexo dos pacientes, a localizacdo da lesdo, e a
presenca de sintomas. Ja para as caracteristicas radiograficas, as lesdes
multiloculares tendem a recorrer mais que aquelas uniloculares (Berge et al.,
2016; de Castro et al., 2017). Ha ainda que destacar que os casos sindromicos
apresentam altas de recidivas, chegando a 60% (Lo Muzio, 2008). Porém,
nestes pacientes, a “recorréncia” observada pode ser uma nova lesao, o que
aumentaria artificialmente as taxas de recidivas de um determinado tratamento
(Blanas et al.,2000). A recorréncia da lesdo pode acontecer até 10 anos apds o
tratamento, assim o acompanhamento prolongado € recomendado por periodo
indeterminado (Maurette et al., 2006; KOLOKYTHAS et al., 2007).

Apds marsupializados, verifica-se alteragdes significativas no
aspecto histopatolégico dos QO. Tais alteragbes provavelmente decorrem da
inflamacgéo provocada pela prépria manipulagao cirurgica e pelo contato com o
meio bucal (August et al., 2013). O epitélio tipico descrito anteriormente torna-
se mais espesso, com aumento do numero de camadas de células, formando
projecdes epiteliais, muitas vezes perdendo a sua caracteristica de células
basais hipercromaticas, aproximando seu aspecto de outros cistos maxilares e
da mucosa oral. Importante destacar que mesmo nas lesbes marsupializadas é
usual encontrar parte do epitélio que mantém caracteristicas tipicas de QO
(Marker et al., 1996; Ninomiya et al., 2002; Nakamura et al., 2002).

Clark et al., (2006) mostrou que essas alteragcbes sugerem
atividades de crescimento e proliferacao, e nao estao relacionadas as proteinas
Ki-67, p53, e EGFR, as quais foram pesquisadas antes e apds a
marsupializagdo e se mantiveram sem diferencas estatisticas, com tendéncia
de aumento na expressao de EGFR apods a intervengao. Diniz e colaboradores,
em (2012), mostraram que as células epiteliais do QO marsupializado tem

caracteristica anti-apoptoética, havendo redugao nos niveis de BCL-2.

A marsupializacdo seguida da enucleagdo € uma opgao segura e
efetiva no tratamento da lesdo, tendo uma abordagem menos invasiva e

desfigurante, que diminui o desconforto do paciente (Breandum et al., 1991;
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Maurette et al., 2006; Kolokythas et al., 2007; Anavi et al., 2011). Devido a
estas caracteristicas, aliada ao fato de n&o afetar negativamente a taxa de
recorréncia da lesdo, ela pode ser utilizada como tratamento de primeira

escolha para o QO (Nakamura et al., 2002).

Apesar da bem documentada reducdo do tamanho do QO apods a
marsupializagdo, os mecanismos que regulam esta reducédo ainda ndo estao
totalmente elucidados. Assim, faz-se necessario mais estudos sobre como a
marsupializagdo age no QO, alterando suas caracteristicas microscopicas e
moleculares (Clark et al., 2006; Nakamura et al., 2002; Pogrel, 2013).

2.3 — Histonas e suas modificactes

As modificagbes de histonas sdo um tipo de fendmeno epigenético.
A epigenética consiste em alteragdes hereditarias estaveis sem que haja
alteracdes na sequéncia de DNA (Berger et al., 2009; Fullgrabe et al., 2011).
Fendmenos epigenéticos favorecem a ativagdo ou silenciamento de genes
especificos através da adicdo ou remocao de radicais quimicos a molécula de
DNA, de modificagbes das histonas, e de formas interferentes de RNA (Herceg,
2016; Cortopassi et al., 2016). A epigenética tem ganhado destaque no estudo
da carcinogénese, visto que este processo pode ser iniciado através de
mecanismos epigenéticos, a partir da ativagdo de oncogenes, de silenciamento
de genes supressores de tumor e de defeitos ou da inativacdo do reparo de
DNA (Estteler et al., 2001; Hergec, 2016; Chakravarthi et al., 2016).

As histonas constituem a principal por¢ao proteica da cromatina. Sao
alcalinas e encontradas no nucleo das células eucariontes (Deckert & Struhl,
2001; Gregory et al., 2001; Youngson, 2006). Sua principal fungdo esta
associada a formacao da cromatina, que € um complexo formado pelo DNA e
por histonas (Wolffe, 1998; Herceg, 2016). A menor estrutura da cromatina é
denominada nucleossomo. Cada nucleossomo é formado por oito histonas,

sendo duas de cada tipo (H2A, H2B, H3 e H4). Este octamero é formado por
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dois dimeros H2A-H2B e um tetramero composto por dois dimeros H3-H4, que
se localiza centralmente enquanto os dimeros se acomodam em lados opostos.
O DNA entao se enrola a este octamero 1,75 vezes, tendo aproximadamente
147 nucleotideos contidos na volta. A histona H1 interage com o DNA de
ligagéo, atuando na organizagdo da fita de 30nm que vai de um nucleossomo
ao outro (Wolffe, 1998; Smith, 1991; Kouzarides, 2007; Alberts et al., 2010).

As histonas possuem ainda uma calda N-terminal que podem sofrer
modificagdes pos-traducionais reversiveis, que por sua vez modulam a
acessibilidade ao DNA na cromatina. Essas modificagdes incluem acetilacéo e
metilagdo de lisina e arginina, fosforilagcdo de serina e treonina, ubiquitinagéo
de lisina, glicosilagdo, entre outros, sendo realizadas por enzimas especificas
de maneira dinadmica (Deckert & Struhl, 2001; Feng et al., 2012; Biterge &
Schneider, 2014). Esta maquinaria complexa resulta em um estado mais
“aberto” ou “fechado” da cromatina, permitindo assim a ativagdo ou
silenciamento da expressao génica (Deckert & Struhl, 2001; Biterge &
Schneider, 2014; Feng et al., 2012). As enzimas reguladoras deste cddigo, bem
como mutagdes nas proprias histonas tém sido descritas em diversos tipos de
cancer, sendo que a superexpressdo e a queda na expressao de tipos
especificos de modificagdes de histonas ja sdo utilizados como fatores
preditivos da evolugao e recorréncia de tumores na prostata, pulmao e no
intestino (Fullgrabe et al, 2011; Feng et al., 2012; Elsheikh et al., 2009; Morgan
& Shilatifard, 2015).

A cauda N-terminal das histonas H3 e H4 possuem carga positiva
quando desacetiladas, resultando em uma ligacdo mais justa com o DNA,
devido a carga negativa do mesmo. Assim, a acetilagdo das histonas tem um
potencial de descondensar a cromatina devido a inibicdo desta interacdo de
cargas, ativando a acao de genes. O status de acetilacdo do residuo de lisina
das histonas ocorre através do trabalho de duas enzimas; a acetiltransferase
de histona (HAT) e a desacetilase de histona (HDAC). Ha dois tipos de HATs: o
tipo-B, que sao citoplasmaticas e agem sobre as histonas recém sintetizadas

mas nao naquelas associadas a cromatina; e o tipo-A, que sao nucleares e
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mais diversas que o tipo-B, sendo exemplificadas por pelo menos trés familias,
GNAT, MYST e CBP/p300. As HATs utilizam acetilcoenzima-A como cofator
para catalisar a transferéncia de um grupo acetil para a cadeia lateral de uma
lisina. Com isso, a carga positiva da lisina é perdida, diminuindo o potencial de
interagdo entre as histonas e o DNA. Ja as HDACs, sdo uma classe de
enzimas que possuem funcdo oposta as HATs, atuando em processos
incluindo transducdo de sinal, apoptose, regulagdo do ciclo celular e
crescimento celular. Como as HATSs, elas atuam no nucleo e no citoplasma,
catalizando a desacetilacdo em proteinas histonas e ndo-histonas através de
associagao com diversos complexos de proteinas. (Kouzarides, 2007; Taby &
Issa, 2010; Banister & Kouzarides, 2011; Yen et al., 2016).

Diferentemente da acetilacédo, o processo de metilagao das histonas
esta associado tanto a repressao quanto ativacao da transcricdo, dependendo
especificamente do local afetado, e ndo afeta a carga elétrica das histonas
(Taby & Issa, 2010; Banister & Kouzarides 2011; Yen et al., 2016). A metilagédo
nas lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 normalmente ocorre em genes ativos,
enquanto a metilacao da lisina 9 e 20 de H3 e 27 de H4 estdo normalmente
associadas a inativacao génica (Yen et al., 2016). As lisinas podem ser mono,
di, ou trimetiladas, enquanto as argininas podem ser mono, ou bi metiladas
simetricamente ou nao (Banister & Kouzarides 2011). Elas sao catalisadas por
um grande numero de enzimas, a maioria das quais contém um modulo de
proteina especifico chamado dominio SET. As enzimas metiltransferase de
histonas (HKMT) tendem a ser muito especificas, visto que cada enzima atua
sobre um residuo de lisina especifico, metilando-o em um nivel especifico
(mono, di ou trimetilagdo). Semelhante a acetilagao / desacetilagéo, a metilagcéo
das histonas € reversivel e catalisada por duas familias de desmetilases de
histonas (HDMTs), nomeadas demetilase lisina especifica 1 (LSD1) e enzimas

contendo o dominio Jumoniji (Taby & Issa, 2010).

A trimetilagcao da lisina 9 da histona H3 (H3K9me3) é associada a
repressao do processo de transcricdo enquanto a acetilacdo desta mesma

lisina (H3K9ac) esta ligada a areas ativas da cromatina. A acetilacido dessa
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lisina impede a sua metilagdo, sendo encontrada em regides proximas ao inicio
do processo de transcricdo. Ela esta envolvida em processo de proliferacéao
celular, migragdo celular, regulagdo da diferenciagdo celular, regula
negativamente processos de apoptose e sinalizagao célula a célula (Fullgrabe
et al, 2011; Li et al, 2013; Karsli-Ceppioglu et al., 2017; Triff et al., 2017). Em
2009, Elsheikh e colaboradores mostraram que niveis altos de H3K9ac em
cancer de mama esta associado a um progndstico favoravel. Karsli-Ceppioglu
et al., (2017) analisou subtipos de canceres de mama e descreveu a H3K9ac
como responsavel pela desregulagdo do gene PAX3, estando assim
relacionada a um fator prognostico negativo para tumores positivos para HERZ2.
Ja em tumores de prostata e ovario, a queda nos niveis de H3K9ac esta ligado

a progressao tumoral e um pior prognéstico (Fullgrabe et al, 2011).

Ja a H3K9me3 esta associada a resposta celular a dano no DNA,
criando uma area repressiva no local e iniciando o processo de reparo sendo
removido posteriormente para permitir melhor acesso das proteinas
responsaveis pelo reparo (Cao et al., 2016). A histona H3k36me3, similarmente
a H3K9me3 é importante para o recrutamento de fatores de reparo, abrindo a
cromatina e facilitando o acesso ao DNA e participando no processo de
transcricdo como recrutador de complexos de leitura do DNA, prevenindo a
transcricdo em lugares indesejados do genoma (Li et al.,, 2013; Cao et al.,,
2016; Gates et al.,, 2017). Ha trabalhos que mostram redugcdo nos niveis
globais de H3K36me3 em tecidos tumorais, devido a uma mutagao da histona
H3, que inibe a sua metilacdo (Morgan and Shilatifard, 2015; Fang et al., 2016;
Gates et al, 2017).

A acetilacdo da histona H3K18 é estudada em diversos tumores,
associada ao cancer de prostata com um aumento no estagio do tumor mas
com menor chance de recorréncia, sugerindo uma melhor resposta ao
tratamento. Ja em cancer de pulmao e rim, os resultados mostraram que casos
com baixos niveis de H3K18ac e H3K12ac esta relacionada a pior prognostico,
enquanto para o cancer pancreatico o aumento nos niveis de H3K18ac e

H4K12ac relaciona-se com menor sobrevida (Juliano et al., 2016). Tzao e
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colaboradores, (2009) mostraram que para carcinomas espinocelulares de
esbfago, pacientes com expressédo baixa de H3K18ac tém maior chance de
sobrevida do que casos com alta expressado, principalmente em estagios
iniciais da doenca, servindo como biomarcador para a les&o.

Fica claro que o significado das modificagdes de histonas varia entre
diferentes tipos de tumores, e até entre diferentes tipos histologicos de um
mesmo tumor, tornando assim o0 seu mapeamento importante para o
entendimento da tumorigénese e progressdao tumoral, auxiliando no
desenvolvimento de terapias especificas para o tratamento de diversas lesoes,

inclusive nao neoplasicas.

2.4 — Estudos epigenéticos em queratocisto odontogénico

A metilagcdo do DNA é um evento epigenético caracterizado pela
adicdo de um grupo metil na citosina dentro das ilhas CpG pela proteina DNA
metiltransferase, com isto ha o remodelamento da cromatina, seletivamente
ativando ou inativando genes (Gomes, et al., 2009). Este é o fendbmeno
epigenético mais estudado, e os padrdées de metilagdo sao observados em
diversas doengas, incluindo até tumores benignos e canceres (Gomes, et al.,
2009; Fullgrabe et al, 2011; Pereira et al., 2017). A hipermetilagcao foi estudada
como alternativa para inativagcédo do PTCH, mas os resultados mostraram que
ela ndo foi encontrada em QO esporadicos e sindrdmicos (Gomes et al., 2017).
De acordo com o trabalho feito por Pereira et al.,, (2017), que estudou a
metilacdo de DNA de 22 genes relacionados com a apoptose em QO, a
marsupializagdo gera um padrao diferente de metilagdo destes genes, que nao

foi acompanhado por alteragdo na expressao génica dos mesmos.

Ha ainda os chamados microRNAs (miRNA), que sao pequenos
RNAs nao-codificantes. Eles medeiam a expressdao génica em poés-
transcricional através de degradacao ou repressao de um RNA mensageiro. A
alta expressdo de miRNA oncogénico pode reduzir a produgao de proteinas de

genes supressores de tumor (Gomes, 2009). Em um estudo realizado em 2012,
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Diniz et al revisou o papel do miR-15a/16-1 miRNA na expresséo de Bcl-2 em
QO, encontrando um aumento na expressdo destes mMiIRNAs apods a
marsupializagdo, que poderia explicar a queda nos niveis de Bcl-2 apds o

tratamento.

Apesar dos trabalhos descritos acima, o estudo epigenético do QO,
e sua influéncia na patogénese da les&do ainda sdo escassos. Ao conhecimento
dos autores, ndo ha na literatura nenhum trabalho que aborde o papel das
modificagdes de histonas nessa lesdo. Tal conhecimento pode despertar novas
investigagbes acerca do tema, podendo em um segundo momento, serem
norteadoras de terapias mais efetivas no tratamento da lesdo e na previsdo de

recorréncia.
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3 — OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Ampliar o conhecimento sobre a resposta de queratocistos
odontogénicos a marsupializagao, com foco no estudo de formas modificadas

de histonas.

3.2 — Objetivos especificos

1. Selecionar casuistica de pacientes com QO tratados por marsupializacéo e
posterior enucleagdo, com amostras teciduais disponiveis da abordagem

cirargica inicial (marsupializagao) e definitiva (enucleagao);

2. Investigar a presencga, nas amostras em estudo, de histonas modificadas
especificas, a saber: H3K9ac, H3K9me3, H3K18ac, H3K36me3 e H4K12ac,
além do antigeno de proliferagdo celular Ki-67, por ensaios imuno-
histoquimicos, seguida pela avaliagdo morfolégica e semi-quantitativa da

reatividade dessas moléculas.
3. Avaliar comparativamente os padrdes de reatividade imuno-histoquimica e

os dados clinicopatologicos dos casos, a busca de associagbes entre os

padrbes, comportamento bioldgico e a resposta terapéutica das lesdes.
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4 — MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi previamente avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo
2.001.481.

4.1 — Casuistica e amostras para analise

Inicialmente, foram identificados todos os casos diagnosticados
como QO pelo Laboratério de Patologia do Hospital Odontolégico da
Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de margo de 1998 a julho de
2014. Em seguida, mediante consulta aos pedidos de exame anatomo-
patolégico e aos prontuarios odontolégicos dos pacientes, a casuistica foi
restrita apenas aos casos tratados por marsupializagao seguida de enucleagao,
excluindo-se ainda casos sindrébmicos, que nao continham material tecidual
arquivado em quantidade suficiente para as analises histolégicas previstas no
estudo, ou que nao satisfaziam plenamente os critérios definidores do QO

reconhecidos pela Organizacao Mundial da Saude (Speight et al., 2017).

Com a finalidade de caracterizagdo amostral bem como para
analises posteriores, informagdes clinicas e radiograficas foram recuperadas
dos prontuarios odontoldgicos dos casos, incluindo idade e sexo dos pacientes,
localizagao, caracteristicas radiograficas, tamanho estimado (maior didmetro
inicial e apdés marsupializagdo), tratamento (incluindo intercorréncias) e

proservagao (periodo de marsupializagao, ocorréncia de recidivas) das lesodes.

De forma geral, a indicagdo e a execugao do tratamento por
marsupializagdo e posterior enucleagdo seguiram as recomendacdes de
Marker et al. (1996). Apenas lesbes extensas ou em vizinhanga muito préxima
a estruturas anatbmicas criticas foram selecionadas para marsupializacao.

Esse procedimento consistiu em anestesia local, seguida por incisao horizontal
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na mucosa vestibular no local da lesdo, com rebatimento de retalho de
espessura total e acesso a capsula cistica apds osteoplastia. Apdés o acesso
inicial, realizou-se incisdo para remog¢do de um segmento com
aproximadamente 1cm? da parede da lesdo. Em lesbes multiloculares, as
particdes intracisticas foram removidas por curetagem para se obter uma unica
cavidade cistica. Em seguida, as margens da mucosa foram reposicionadas e
ancoradas as margens da parede cistica mediante suturas com fios
reabsorviveis. Os pacientes foram instruidos a seguir dieta pastosa por uma
semana e a manterem higiene oral apropriada, incluindo bochecho duas vezes
ao dia com solugdo aquosa de digluconato de clorexedina a 0,12%, e duas
irrigagdes com a mesma solugédo da bolsa criada pela marsupializagdo. Todos
os pacientes foram submetidos a avaliagcbes clinico-radiograficas trimestrais,
até a enucleacao das lesdes. A enucleagao consistiu na remocao de todo o
remanescente da lesao juntamente com excisdo da mucosa sobrejacente e
curetagem do osso sadio em 2 a 3mm de profundidade usando uma broca

esférica grande.

4.2 — Imuno-histoquimica

Os ensaios imuno-histoquimicos foram realizados com a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase, utilizando espécimes teciduais dos casos de
interesse fixados em formol a 10% por pelo menos 24 horas e incluidos em

parafina.

Para tanto, cortes histolégicos com 4um de espessura foram obtidos
de cada amostra em estudo e colocados em laminas sinalizadas. Depois de
desparafinados em xilol e hidratados em solugdes aquosas com concentragcdes
decrescentes de etanol, os cortes foram submetidos a recuperacédo antigénica
com solugcao de EDTA (1mM, pH 8,0) e Tween 20 (Sigma Chemical Co, St
Louis, EUA) em camara automatizada para controle de temperatura e pressao
(Biocare, Concord, CA, EUA), durante 15 minutos a 110°C. Realizou-se entao

bloqueio da atividade enddgena de peroxidase com trés banhos de dez
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minutos cada em solug&o aquosa de peroxido de hidrogénio (10%), seguidas
por lavagem em agua destilada.

Na etapa seguinte, os cortes foram submetidos a trés banhos de
cinco minutos cada em solugao-tampao TRIS-HCI (pH 7,4), e entdo incubados
com solucdo bloqueadora de reacdes inespecificas a base de caseina
(Background Snipper, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 minutos. Em
seguida as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios (produzidos
por ABCAM, Cambridge, Reino Unido), incluindo-se o marcador de proliferagéo
celular Ki-67 para fins comparativos, cujas caracteristicas sdo mencionadas no
Quadro 1. A incubacdo foi realizada em camara umida, por duas horas, a

temperatura ambiente.

Quadro 1 — Informagdes sobre os anticorpos primarios utilizados no estudo.

Referéncia do Lote de Titulo de

Especificidade Clonalidade

fabricante fabricagao trabalho
H3K9ac ab10812 Policlonal GR12997-1 1:1000
H3K9me3 ab8898 Policlonal GR130993-2 1:2000
H3K18ac ab1191 Policlonal GR12997-1 1:2000
H3K36me3 ab9050 Policlonal GR114293-1 1:5000
H4K12ac ab61238 Policlonal GR38757-3 1:20000
Ki-67 ab1667 Policlonal GR138905-1 1:1000

Apos lavagem em TRIS-HCI, procedeu-se a amplificagao da reacao
com sistema de estreptavidina-biotina-peroxidase (Starr Trek, Biocare Medical,
Concord, CA, EUA). Essa consistiu inicialmente na incubagcao com solugao de
anticorpo secundario biotinilado, por 20 minutos, a temperatura ambiente,
seguida por lavagem em solugao de TRIS-HCI (2 banhos de 2 minutos cada), e
incubacédo novamente por 10 minutos a temperatura ambiente em solugao de

estreptavidina conjugada a peroxidase.
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Finalmente, apos nova lavagem em TRIS-HCI, a reacéo foi revelada
com a imersdo dos cortes histologicos em solugdo aquosa de
3.3 tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e perdxido de hidrogénio, por cinco
minutos, com precipitagcao resultante do pigmento oxidado, seguido de banho
em agua corrente por outros cinco minutos para lavagem, levando-os pér fim a
contracoloragdo com hematoxilina de Harris e lavados em agua corrente.

Apos essa etapa, os cortes foram desidratados em cadeia
ascendente de etanol (70%, 80%, 90% e duas vezes a 100%), diafanizados em
dois banhos de xilol, sendo as laminas montadas ao final do procedimento com
laminulas de vidro e resina histoldgica (Precision, Cralplast, China).

Como controles positivos, foram considerados tecidos das proprias
amostras avaliadas (controles internos) previamente indicados como reativos
para os anticorpos em estudo, pelo fabricante e pelo banco de dados
www.proteinatlas.com. A omissdo dos anticorpos primarios foi empregada

como controle negativo.

4.3 - Avaliacao da expressao das modificacdes de histonas

Previamente a analise especifica, todas as |aminas submetidas a
imuno-histoquimica foram digitalizadas com o scanner Aperio Scanscope Turbo
AT (Leica Biosystems, Alemanha) e em seguida visualizadas com o software
Aperio Imagescope (Leica Biosystems).

Para fins de analise de cada caso, considerando-se as amostras
obtidas quando da marsupializagdo e aquelas obtidas pela enucleacao, as
primeiras foram definidas como “iniciais” e as ultimas como “finais”. Além do
momento de obtencdo das amostras, a analise do resultado dos ensaios
imuno-histoquimicos de cada caso considerou também a morfologia epitelial
nas amostras finais, resultando na seguinte distribuicdo de areas de interesse
para cada caso:

1 — Nas amostras iniciais, areas com epitélio tipico de QO;

2 — Nas amostras finais, areas com epitélio tipico de QO;
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3 —Nas amostras finais, areas com epitélio cistico nao tipico de
QO (com camada basal inconspicua, acantético, de queratinizagédo discreta ou
ausente);

Ainda, em cada area de interesse, a avaliacdo foi realizada
especificamente nas regides em que as caracteristicas morfologicas de cada
apresentacao do epitélio cistico se mostravam mais preservadas e em que a
marcagao se mostrava mais evidente (hotspots). A partir dos hotspots, foram
entdo capturadas imagens correspondentes a até 10 campos microscépicos de
grande aumento (conforme disponibilidade em cada amostra), de forma
sequencial e sem repeticdo, em formato TIFF (Tagged Image File Format).

A andlise especifica empregou método semi-quantitativo, com o
método de Quickscore (QS) (Detre, 1995). Dessa forma, a reatividade para
cada antigeno nos nucleos dos queratinécitos foi estimada mediante um indice
(QS), composto pelo produto dos escores atribuidos a dois componentes, a
saber: proporcdo de células marcadas e intensidade predominante de

marcacgao, conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Componentes do indice de Quickscore (Detre, 1995).

Componente Escore Significado
1 0 a 4% de células reativas
2 5 a 19% de células reativas
Porcentagem de células 3 20 a 39% de células reativas
marcadas 4 40 a 59% de células reativas
5 60 a 79% de células reativas
6 80 a 100% de células reativas
0 Ausente
Intensidade predominante 1 Fraca
de marcagao 2 Moderada
3 Intensa
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4.4 - Avaliacao estatistica

Os dados obtidos foram inicialmente avaliados por estatistica
descritiva considerando, quando pertinente, o emprego de categorias, médias,
medianas e frequéncias relativas (percentuais).

Considerando a natureza semiquantitativa da avaliagdo imuno-
histoquimica com o indice QS (Klopfleisch, 2013), foram realizadas analises
estatisticas para variaveis ndo paramétricas, com os testes estatisticos de
Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn's para analises de associagao, e
de Spearman para anadlises de correlacdo. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5 — RESULTADOS

5.1 — Dados Clinicos

O estudo foi composto por 21 pacientes, com predominio de homens
em proporgao de 14:8 para mulheres. Em um caso, uma paciente teve duas
lesbes individuais, que foram tratadas de forma independente. A média de
idade dos pacientes foi de 29,7 anos, com variagao de 9 a 75 anos de idade e
maior frequéncia de casos na segunda e terceira décadas de vida, conforme

apresentado no Grafico 1.

Grafico 1 - Frequéncia dos casos de QO analisados por década de vida Fonte: proprio autor
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Quanto a localizagao, muitas lesbes compreendiam mais de um local
simultaneamente. Considerando apenas o epicentro de cada lesdo, o corpo
mandibular foi a regido mais afetada somando 15 lesées (48,4%), seguida pelo
ramo mandibular 11 lesbes (35,5%), maxila 3 lesdes (9,7%), e sinfise
mandibular 2 lesbGes (6,4%). Radiograficamente, 81% dos QO eram

uniloculares, e 40% das lesdes estavam associadas a dentes inclusos.
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A extensdo maxima das lesdes a época da marsupializagado era em
média de 5cm (desvio-padrdo de 2,1cm). O periodo mediano de
marsupializagédo foi de oito meses, variando entre 2 e 33 meses. Quando da
enucleacdo, os remanescentes cisticos apresentavam em média 1,3cm

(desvio-padrao de 0,5cm) em seu maior diametro.

Apo6s a enucleacdo, o periodo mediano de acompanhamento dos
pacientes foi de 53 meses (4,4 anos), variando entre 12 e 168 meses, e em

nenhum caso foi notada recidiva da lesao.

5.2 — Dados histopatologicos

Todas as amostras iniciais apresentavam predominantemente areas
com morfologia tipica para QO do revestimento epitelial, havendo ainda areas
focais de epitélio alterado, quase sempre associado a inflamacédo na capsula
da lesdo. Nas amostras finais, tal distribuicdo se invertia em decorréncia do
amplo predominio de areas com epitélio alterado (ndo tipico de QO),
acompanhadas por capsula espessa e intensamente inflamada, ainda que
sempre tenha sido possivel identificar nessas amostras areas — minoritarias —

de epitélio tipico.

Nas amostras iniciais, provenientes da marsupializagao, inflamagao
moderada ou intensa estava presente em 56% dos casos. Nas amostras finais
obtidas pela enucleagdo, 91% das areas com epitélio tipico de QO estavam
associadas a inflamagdo moderada ou intensa, a qual era identificada em

100% das areas com epitélio ndo-tipico de QO).

5.3 — Histonas modificadas

Em relacdo a H3K9me3, a marcacdo foi de intensidade
predominantemente moderada, com frequéncia de 80 a 100% de células

marcadas, distribuida igualmente em todas as camadas epiteliais,
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independentemente do tipo de amostra (inicial ou final) e do padrao histologico
(tipico ou nao-tipico de QO). Verificou-se reducgéo significativa do QS quando
comparadas as amostras iniciais (com epitélio tipico) as finais com epitélio ndo-

tipico (p = 0,0412), conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Grafico da expressdo de H3K9me3 nos grupos estudados e suas imagens
representativas. A barra indica diferenga estatistica entre os grupos marcados (p=0,0412). Ao
lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica (técnica da estreptavidina-
biotina-peroxidase): A) Amostra inicial (n=17); B) Amostra final, com epitélio tipico de QO

(n=17); C) Amostra final com epitélio nao tipico (n=7).

Para a H3K9ac a marcacao foi homogeneamente intensa, também
distribuida por todas as camadas epiteliais em todas as amostras, também com
frequéncia de 80 a 100% das células marcadas. Verificou-se redugéo no valor
de QS das amostras iniciais para as finais, todavia sem diferengas estatisticas
(p = 0,4437). O grafico da avaliacdo assim como imagens representativas dos

grupos pode ser encontrado na Figura 3.
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Figura 3 - Grafico da expressdo de H3K9ac nos grupos estudados e suas imagens
representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica (técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,4437): A) Amostra inicial (n=16); B) Amostra final,

com epitélio tipico de QO (n=16); C) Amostra final com epitélio n&o tipico (n=7).

Ja para H3K36me3, a marcacéao foi predominantemente moderada,
com distribuicdo homogénea em todas as camadas epiteliais de todas as
amostras dos diferentes padrbes, com frequéncia 80 a 100% de células
marcadas. Assim como no caso anterior, houve redugao nos valores de QS das
amostras iniciais para as finais, sem diferengca estatistica significante (p =
0,3356). A Figura 4 traz as informagdes dos grupos estudados assim como

imagens representativas de cada grupo.
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Figura 4 - Gréafico da expressdao de H3K36me3 nos grupos estudados e suas imagens
representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica (técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,3356): A) Amostra inicial (n=19); B) Amostra final,

com epitélio tipico de QO (n=14); C) Amostra final com epitélio n&o tipico (n=5).

Em relacdo a H3K18ac a reacao também foi predominantemente
moderada nas amostras iniciais, € homogeneamente fraca nas amostras finais,
com distribuicdo homogénea das células marcadas por toda a extensao do
epitélio, e em propor¢cdo de 40 a 59% de células marcadas. Também foi
observado queda nos valores de QS apds o tratamento, sem diferencas
estatisticas (p=0,0904). As imagens representativas dos grupos estudados

assim como o grafico estao contidos na figura 5.
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Figura 5 - Grafico da expressdao de H3K18ac nos grupos estudados e suas imagens

representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica (técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,0904): A) Amostra inicial (n=18); B) Amostra final,

com epitélio tipico de QO (n=14); C) Amostra final com epitélio n&o tipico (n=3).

Para H4K12ac, a marcacao foi homogeneamente intensa e presente
em toda a espessura epitelial em todas amostras inicias e finais. Houve alta
frequéncia de células marcadas (80-100%). Também foi notado queda na
expressao apos a marsupializacao, sem diferengas estatisticas (p=0,4785). As
imagens representativas dos grupos estudados assim como o grafico da

reacao estao naimagem 6.
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Figura 6 - Grafico da expressdo de H3K9ac nos grupos estudados e suas imagens
representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica (técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,4785): A) Amostra inicial (n=17); B) Amostra final,
com epitélio tipico de QO (n=18); C) Amostra final com epitélio n&o tipico (n=7).

Por fim, para o antigeno de proliferagcao celular Ki-67, a marcagao foi
homogeneamente moderada com baixa propor¢cao de células marcadas (5 -
19%), confinada as camadas mais profundas do epitélio (basal e parabasal) em
todas as amostras iniciais e finais. Nao houve diferengas estatisticas entre os
grupos estudados (p=0,6159). As imagens representativas dos grupos

estudados assim como o grafico da reagao estdo na Figura 7.
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Ki-67

Figura 7 - Grafico da expressdo de Ki-67 nos grupos estudados e suas imagens
representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquimica (técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,6159): A) Amostra inicial (n=16); B) Amostra final,
com epitélio tipico de QO (n=13); C) Amostra final com epitélio n&o tipico (n=5).

Verificou-se correlagao direta e estatisticamente significativa entre o
QS para o marcador de proliferagao celular Ki-67 e para H3K9ac (p=0,0182;
r=0,5646), H4K12ac (p=0,0080; r=0,6365), H3K36me3 (p=0,0001; r=0,7771)
nas amostras finais tipicas, e para H3K36me3 nas amostras finais
indiferenciadas (p=0,0206; r=0,5264), conforme ilustrado nos Graficos 2 a 4.
Para as demais modificagdes de histonas e tipos de amostras, ndo houve

correlacgao significativa.
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Grafico 2 — Correlagao entre o indice de Quickscore para Ki-67 e H3K9ac nas amostras finais
diferenciadas de queratocistos odontogénicos previamente marsupializados e posteriormente
enucleados (p=0,0182; r=0,5646; teste de Spearman).
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Grafico 3 — Correlacado entre o indice de Quickscore para Ki-67 e H4K12ac nas amostras finais
diferenciadas de queratocistos odontogénicos previamente marsupializados e posteriormente
enucleados (p=0,0080; r=0,6365; teste de Spearman).
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Grafico 4 — Correlagéo entre o indice de Quickscore para Ki-67 e H3K36me3 nas amostras
finais diferenciadas de queratocistos odontogénicos previamente marsupializados e
posteriormente enucleados (p=0,0001; r=0,7771; teste de Spearman).
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Grafico 5 — Correlagéo entre o indice de Quickscore para Ki-67 e H3K36me3 nas amostras
finais indiferenciadas de queratocistos odontogénicos previamente marsupializados e
posteriormente enucleados (p=0,0206; r=0,5264; teste de Spearman).
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6 — DISCUSSAO

As variadas modalidades terapéuticas empregadas para o
tratamento do QO podem ser classificadas como radicais ou conservadoras. O
principal exemplo do primeiro grupo € a ressecc¢do, ja o segundo grupo é
composto pela curetagem, enucleagdo (associada ou ndo por tratamentos
coadjuvantes), a marsupializagdo ou descompressdo, seguidas ou nao de
tratamento cirurgico posterior (Anavi et al, 2011; Pogrel, 2005; Blanas et al,
2000). Diversos estudos mostraram a eficacia do tratamento conservador na
terapia dos QO, empregando a enucleagdo associada com outras terapias,
mas principalmente pela técnica da marsupializagdo e descompressao
(Maurette et al., 2006; Zhao et al., 2002). O tratamento radical pode ser
considerado muito invasivo para grandes QO, devendo assim ser evitados em
um primeiro momento. Varios autores reportaram éxito no tratamento de
grandes QO utilizando a marsupializacédo seguida da enucleagado. (Blanas et
al., 2000; Mendes et al., 2010; Pogrel, 2013; Nakamura et al., 2002).

Este tratamento possui a desvantagem de depender do
comprometimento do paciente por um longo periodo de tempo, mediante
retornos regulares ao dentista e irrigagdes diarias na lesdo até ocorrer a
involugao da lesdo, o que pode levar a perda de interesse ao tratamento pelo
paciente e consequentemente ao abandono do mesmo. Porém, esta
abordagem terapéutica resulta na reducao do defeito ésseo gerado pela leséo
tanto quanto a outras estruturas que podem estar proximas a lesao, tais como
dentes e o nervo alveolar inferior, reduzindo as sequelas do tratamento. Ainda,
nao gera maiores gastos com medicamentos e hospitalizacdo (August et al.,
2003; Pogrel and Jordan, 2004; Pogrel, 2005; Maurette et al., 2006). Nos casos
acompanhados por este estudo, verificou-se a cooperagao e aceite por parte
de todos pacientes, pois as recomendagdes de higiene e retornos periddicos
foram realizadas sem intercorréncias, mesmo ficando com a lesdo

marsupializada por um periodo prolongado (média 11 meses).
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Em relagdo aos dados clinicopatoldgicos, a casuistica avaliada no
presente estudo é similar ao perfil anteriormente descrito na literatura para o
QO (Shear & Speight, 2007, Jafaripozve et al., 2013; Berge et al., 2016; Gomes
et al., 2017; Speight et al.,2017). Houve ligeiro predominio do sexo masculino
(1,75:1), com maior frequéncia dos casos diagnosticados na segunda e terceira
décadas de vida (média de 29,7 anos), e maior incidéncia na regido posterior
de mandibula (Berge et al., 2016). Quanto ao aspecto radiografico, o
predominio de lesdes uniloculares também é apontado na literatura (Zhao et
al., 2002; MacDonald-Jankowski, 2011). A grande frequéncia de associagéo

com dentes inclusos também ja é reconhecida (MacDonald-Jankowski, 2011).

Quanto ao tratamento, o emprego do tratamento bifasico por
marsupializagéo e posterior enucleacgéo foi reservado para lesdes grandes, de
forma semelhante a outros trabalhos previamente descritos na literatura (Anavi
et al., 2011; Berge et al., 2016). A redugao proporcional das lesées provocada
pela marsupializagao é variavel na literatura. Marker et al. (1996) e Zhao et al.
(2002) encontraram valores de 50 a 60%, no primeiro caso apés média de 9,5
meses de marsupializagao e no segundo de 3 a 7 meses de marsupializagao.
Ja Nakamura et al. (2002), encontrou valores de 81,4% com média de 23,5
meses de marsupializagdo. Ha ainda descrito, a completa resolucdo da lesao
utilizando a marsupializagdo como tratamento unico (Pogrel, 2004). Essa
variagdo de valores pode ser explicada pelas diferentes metodologias
empregadas para mensuragao da lesao e sua redugao, o tipo de exame de
imagem utilizado (radiografia panoramica ou tomografia computadorizada) com

suas respectivas distorgdes, assim como pelo tempo de marsupializagao ativa.

As recidivas sdo um tépico que gera intensa discussao sobre o QO.
Elas tendem a ocorrer dentro de cinco anos apés o tratamento, mas ja foram
identificadas ap6s mais de dez anos da primeira intervengdo (Maurette et al.,
2006; KOLOKYTHAS et al., 2007; de Castro et al., 2017). Na casuistica
estudada, ndo foi encontrada nenhuma recorréncia. Estes dados divergem da
média encontrada para a marsupializagdo em estudos recentes, que aponta
18% de casos recidivantes (Berge et al., 2016), 17,7% (de Castro et al., 2017).
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O curto periodo de acompanhamento (53 meses em meédia) pode ter sido
insuficiente para o aparecimento dessas recorréncias, gerando assim uma
estimativa abaixo do real para este tratamento. Por certo, os pacientes deste

estudo seguem em acompanhamento semestral para esclarecer este cenario.

A marsupializagdo gerou mudangas morfolégicas em todos os casos
analisados, fato reconhecido na literatura, onde se informa que apods a
marsupializagdo o epitélio caracteristico do QO mantém-se presente em
algumas areas minoritarias enquanto outras apresentavam um epitélio com
mais camadas celulares, eventualmente com a formacédo de cones epiteliais
ficando mais parecido com a mucosa oral (Marker et al., 1996; Ninomiya et al.,
2002; Nakamura et al., 2002; Telles et al., 2013). Tais mudangas parecem ter
sido provocadas pela inflamagcdo. Em um trabalho conduzido por Rodu et al.,
(1987), ao analisar a relagao entre a inflamagéao e o revestimento epitelial do
QO, apenas 8,9% dos casos apresentavam inflamagcdo sem mudancas
epiteliais; por outro lado, nenhum caso apresentou mudancas epiteliais sem
inflamacédo. De fato, a presenca de inflamagdo no QO gera um aumento
significativo na expressédo do antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA)
em relagao aquelas nao inflamadas. Quando comparado com cistos radiculares
e dentigeros, o QO também apresenta niveis mais elevados de PCNA, sendo
este antigeno utilizado como marcador de proliferagdo celular (Sudiono and
Zain., 2003; Singh et al., 2014). Na casuistica apresentada, inflamacao estava
presente em 56% das amostras iniciais, valor dentro do esperado para
amostras iniciais, de até 75% dos casos em trabalhos previamente descritos na
literatura (Kaplan and Hirshberg, 2004). Foi observado que apods a
marsupializagéo, nas areas tipicas de QO (aquelas que se assemelham as
amostras iniciais) a inflamacao estava presente em 91% dos casos. Nas areas
com epitélio modificado, o valor era de 100%, semelhante com os resultados
em amostras iniciais com presenca de alteragdes epiteliais apresentados por
Rodu et al., (1987). A inflamagao nas amostras inicias pode ser causada por
perfuragcdes na cortical 6ssea, permitindo uma comunicagao entre a lesdo e a
mucosa oral. Outro ponto de introducado desta inflamagcao seria o ligamento

periodontal, em casos proximos a dentes (Kaplan and Hirshberg, 2004; Singh
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et al., 2014). Apesar dos resultados acima citados, os efeitos da inflamagéo no
QO ainda n&o estao totalmente elucidados, com resultados controversos sendo
descritos (Mendes et al., 2010; Singh et al., 2014)

Ao conhecimento do autor, este € o primeiro trabalho que relaciona
as mudancas globais de histonas com as mudangas morfolégicas do QO apds
a marsupializacdo. A epigenética tem ganhado cada vez mais destaque no
estudo da carcinogénese assim como diversas outras lesbes, mas na area
bucomaxilofacial ainda ha uma escassez de estudos. As modificagdes das
histonas tém a capacidade de facilitar ou dificultar o processo de traducdo do
DNA, estando relacionadas com a inativagao/silenciamento de genes
supressores de tumor. (Fullgrabe et al, 2011; Feng et al., 2012; Elsheikh et al.,
2009; Morgan & Shilatifard, 2015).

Nos casos analisados, houve uma redugao estatisticamente
significante nos niveis de H3K9me3 nas areas indiferenciadas das amostras
finais em relagcdo as amostras iniciais. Esta redugdo sugere reducido da
capacidade de reparo no DNA e instabilidade da heterocromatina neste
epitélio, assim como perda da identidade celular. Esta hipotese é suportada
pelo fato da instabilidade da heterocromatina ser causada pela agao da enzima
SET7/9 que metila a H3K9, impedindo a acdo da atividade enzimatica da
SUV39H1 metiltransferase, necessaria para a estabilidade da heterocromatina,
resultando em queda dos niveis de H3K9me3. Além disso, quando um dano ao
DNA ¢ detectado, ha aumento de um complexo de proteinas, contendo KAP-1,
HP1, SUV39H1, que gera um aumento nos niveis de H3K9me3. Esse aumento
cria dominio repressivo na heterocromatina préximo ao dano, iniciando o
processo de reparo (Cao et al.,2016). Outra fungdo importante desta
modificagao de histona € a manutencédo da identidade celular. A presenga de
heterocromatina impede a reprogramacao celular (Becker et al., 2016) Assim, a
redugao dos niveis encontrada apds a marsupializagao pode estar relacionada
a uma reprogramacao deste epitélio, que regressaria a um estado menos

diferenciado, mudando assim as caracteristicas classicas de QO.
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Para as demais modificacbes de histonas estudadas, vimos que
houve uma tendéncia de queda dos valores de QS similar a encontrada em
H3K9me3, porém, sem diferengcas significativas. Este fato pode estar
relacionado a alguns fatores limitantes do estudo, tal como a casuistica
pequena (n=23 lesdes), ainda que justificavel pela relativa raridade da leséo e

pelo numero ainda limitado de casos tratados bifasicamente.

Outro fator que chama a atengao é a especificidade dos anticorpos
usados na imuno-histoquimica. Egelhofer e colaboradores, (2011), identificou
através de diversos testes biomoleculares como western blot, dot blot, Chip-
chip ou Chip-seq que pelo menos 25% dos anticorpos disponiveis para
modificagbes de histonas tinham algum problema de especificidade ou
utilidade. Além disso, variacbes de lote também mostraram resultados
variantes quanto a especificidade. Para solucionar este problema, eles
propuseram um banco de dados (http://compbio.med.harvard.edu/antibodies/)
para validacdo destes anticorpos, onde diferentes pesquisadores pudessem
inserir os resultados encontrados para diferentes anticorpos e lotes. Dos
anticorpos utilizados neste trabalho, dois ndo continham entradas na database
acima citada, H3k12ac e H3K9ac. Para os demais (H3K9me3, H3K18ac e
H3K36me3), ndo encontramos referéncia para o lote especifico utilizado neste
trabalho. Para H3K9me3 houve aprovagdo em 71% dos testes aplicados
utilizando diferentes lotes do anticorpo (ab10812). Para H3K18ac, a taxa de
aprovacéo foi de 91% (ab1191), e para H3K36me3 a taxa de aprovacgao foi de
82% (ab9050). No entendimento do autor do presente estudo, todos os
anticorpos utilizados apresentaram bons niveis especificidade trazendo assim

um resultado confiavel a sua utilizagao.

O Ki-67 é um marcador expresso em células com processo de
proliferacao ativo, sendo amplamente utilizado (Shear & Speight., 2007). Ele é
expresso durante a fase tardia de G1, S, M, e G2 do ciclo celular, e é
degradado rapidamente apdés o termino da mitose (Shear & Speight., 2007;
Chang et al., 2010). Ha trabalhos que mostram que a proliferagao das células

epiteliais do QO € maior que outras lesdes cisticas como o cisto dentigero e o
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cisto radicular (Shear & Speight., 2007; Mendes et al,,2010; Manor et al., 2012).
A marcagdo para Ki-67 nos casos estudado foi positiva para células nas
camadas profundas do epitélio (basal e parabasal), e ndo houve diferengas
estatisticas na sua expressdo entre as amostras estudadas. Este resultado é
similar ao encontrado por Clark et al., (2006). H4& ainda outro trabalho, que
mostra queda nos niveis de Ki-67 proporcionalmente com os niveis de
expressao IL-1a mRNA apds a marsupializagao, sugerindo que a redugao de
tamanho observada no QO esta relacionada a queda na expressao de IL-1a e
a proliferacdo celular (Ninomiya et al.,, 2002). Neste sentido buscamos
correlagdes de Ki-67 com as proteinas relacionadas a modificagdes de histonas
estudadas. As histonas H3K9ac, H4K12ac, H3K36me3 em amostras finais
tipicas e a ultima também nas amostras indiferenciadas apresentaram
diferengas estatisticamente significante para esta analise. Todas as
modificagdes de histonas acimas citadas estao relacionadas com a abertura do
DNA, sugerindo que o processo de proliferagdo celular pode estar relacionado
a acao de tais proteinas. Como visto anteriormente, a acetilacido de histonas
esta relacionada com o afrouxamento das ligagdes entre as histonas e 0 DNA,
tornando assim possivel a transcricdo génica (Kouzarides, 2007; Taby & Issa,
2010). A trimetilagdo da histona H3 na lisina 36 também esta relacionada a
genes ativos (Yen et al., 2016). Assim, a correlagao destas proteinas com o Ki-
67 mostra que o potencial de proliferacdo do QO pode estar relacionado as

modificagdes de histonas presentes no epitélio da lesao.
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7 — CONCLUSAO

1 — Vinte e um casos foram selecionados a partir dos critérios
estabelecidos para a participacdo no estudo. Destes, um apresentou duas
lesbes que foram trabalhadas de forma individual, somando vinte e duas

amostras para as analises histologicas previstas no estudo.

2 — Para todas amostras selecionadas para o estudo, foram detectadas
positividade nos testes imuno-histoquimicos, tanto para as modificacbes de
histonas estudadas (H3K9me3, H3K18ac, H3K9ac, H3K36me3, H4K12ac)
assim como para o Ki-67. Quanto a morfologia do epitélio, a marsupializagéo
provocou mudangas no padrao histolégico em todos os casos, com pequenas

areas permanecendo semelhantes as amostras iniciais.

3 — Ao avaliar comparativamente os padrboes de reatividade imuno-
histoquimica da lesdo, apenas H3K9me3 apresentou uma redugao
estatisticamente significativa nas amostras finais indiferenciadas em relagao as
amostras iniciais. A queda dos niveis de H3K9me3 sugerem que neste epitélio
alterado ha uma perda da capacidade de manutencao da heterocromatina com
perda da identidade celular e uma redug¢ao na capacidade de resposta a danos
no DNA. Essas hipoteses corroboram com o comportamento da leséo apos a
marsupializagdo que perde a sua forca de crescimento, regride de tamanho e
passa a se comportar de forma mais semelhante a mucosa normal. Os
resultados obtidos a partir da correlagdo entre Ki-67 e as modificagcdes de
histonas estudadas mostrou que a proliferacao observada no QO pode estar

relacionada a agao destas proteinas.
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DADODS DO PARECER

MNuimero do Parecer: 2.001.481

Apresentagio do Projeto:

Conforme apresenta o protocolo: As modificagies epigenéticas tém ganhado atengio no estudo da
carcinogénese juntamente com as alteragies genéticas. Evidéncias recentes sugerem a participagio de
componentes epigenéticos também em lesdes cancerizaveis. Esse estudo foi desenvolvido para analisar as
alteraghes epigenéticas associadas & carcinogénese humana na regido bucomaxilofacial. Padries dessas
alteragdes tém sido observados em amostras dessas neoplasias. A identificagio e caracterizagio desses
distintos padries se faz essencial para o desemvolvimento de terapéuticas mais eficazes e efetivas, além de
proporcionar a tentativa de explicar a etiopatogenia. e detectar possiveis influéncias das mesmas no
comportamento desses tumores.Até recentemente, o sequenciamento de DMA para identificar mutagbes
genéticas em neoplasias era impraticavel e caro. Os recentes avangos tecnologicos nesse processo, como a
criagio do método de sequenciamento de Gltima geragio, baseada no uso de semicondutores lon Proton,
ofimizou o custo e o tempo do sequenciamento, além de oferecer resultados mais confidveis.

Isando o lon Proton, os pesquisadores sequenciardo genes mais comumente relacionados as alteraghes
em histonas, buscando identificar o papel dessas alteragies epigenéticas em amostras de tumores benignos
e malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal,

tumores benignos e malignos odontogénicos e lesdes canceriziaveis
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(leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica). Serdo considerados na composigic da amostra tumores
benignos & malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenccarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignosodontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, ertroplasia
e queilite actinica). Todos os casos incluidos nesse estudo serdo coletados prospectivamente, a partir da
aprovagio do presente projeto, e refrospectivaments, a partir de 1978 (inicic do arguivamento das amostras
cirurgicas do Laboratdric de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Uberandia). A coleta dos casos em ambas as situagies se fara até 2021 periodo limite do
desenvolvimento do estudo, perfazendo um nimero provavel de 320 amostras ao final, baseado na
frequéncia de seus diagnosticos registrados no Laboratorio de Patologia do Curso de Odontologia. Todos os
casos eletivos serfo incluides no estudo a partir da aceitagio do paciente, mediante a assinatura de termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar e analisar alteragies epigenéticas, em amosiras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos odontogénicos e lesdes cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica) e sua relagio
com comportamento bicldgico e pardmetros clinicopatologicos das lesdes supracitadas.

Objetivo Secundaric:

A) Descrever as caracteristicas clinicopatologicas das lesfes estudadas, considerando, quando pertinente, a
possibilidade de estudar casos isolados ou pequenas serie de casos, especialmente quando os casos
trouxerem informagdes inusitadas em relagio ao que & conhecido pela literatura;

B) Descrever e semiquantificar os padries de reatividade imunocistoquimica de varios antigenos
representativos das modificagbes de histonas, nas lesdes supracitadas;

C) Analisar os padries de reatividade imuncistoquimica com os dados clinico-patolegicos nas diferentes
lesties a busca de associagies entre os padries e comportamento biolégico das lesdes e sobrevida dos
pacientes.

[} Quantificar por Westem Blotting, a presenga de proteinas histonas modificadas, em amostras de tumores
benignos & malignos de glandula salivar (adenomas, carcinomas e adenccarcinomas), carcinomas de
mucosa bucal, tumores benignos e malignos odontogénicos e lestes cancerizaveis (leucoplasia, ertroplasia
e queilite actinica);
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E) Mapear as mutagdes génicas de histonas em amostras de tumores benignos e malignos de glandula
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e
malignos cdontogénicos e lesbes cancerizaveis (leucoplasia, ertroplasia e queilite actinica:F) Avaliar a
presenca de miRMA relacionados as proteinas histonas em amostras de tumores benignos e malignos de
gléndula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores

benignos e malignos cdontogénicos e lesies cancerizaveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Segundo os pesquisadores:

Riscos: Os participantes incluidos na pesquisa sero submetidos a riscos considerados minimos, que
consistem em inedmodo ou desconforto no momento da coleta do material. Os mesmos serdo coletados
apos a retirada cinlrgica, que aconteceria, independentemente da realizagio desta pesquisa. Essa coleta
sera realizada por profissicnal experiente das clinicas de estomatologia e cirurgia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Uberldndia. O risco de identificagio do participante da pesquisa
sera minimizado através da aplicagio das seguintes medidas: a privacidade do participante da pesquisa
sera respeitada, ou seja, seu nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualguer forma, o
identificar, sera mantido em sigilo. Mao serdo utilizadas identificagies comeo as inicias do nome do
participante, cada participante sera identificado por um ndmero no instrumento de coleta de dados e nos
tubos que serdo coletadas as amostras, garantindo assim o sigilo da sua identidade em todas as etapas da
pesquisa.

Beneficios: Guanto acs beneficios, o projeto pretende proporcicnar um melhor entendimento acerca da
patogenia dessas lesbes. Entendemos que, a depender dos resultados obfidos, o conhecimento gerado por
este estudo podera somar-se a oufros ja presentes na literatura ou motivar sua expansio para que,
oportunamente, possamos vislumbrar o surgimento de técnicas terapéuticas no combate a essas
neoplasias. de forma menos invasiva e mais eficiente, proporcionando melhor gqualidade de vida aos

pacientes tratados.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto de pesquisa esta descrito de maneira detalhada, permitinde adequada interpretagio para a
elaboragic do parecer ético deste comité.

Endersgo.  Av. Jodo Maves de Avlla 2121- BIoco "1A7, 5313 224 - Campus Sta. Monica

Balrmo:  Santa Manica CEP: 35.405-144
UF: MG Municiplo: UBERLANDIA
Talefone: (34132334131 Faw: (3432384335 E-mall: cepf@propp.uiebr

Pisgirma 0% da 08

62



@ UFU UNIVERSIDADE FEDERAL DE ¢~ me

UBERLANDIA/MG

Comité de Eico oo Poaquinza

Confinuagio do Farecer: 2.001.481

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos os termos cbrigatorios foram apresentados.

Recomendagbes:

M&o ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

As pendéncias apontadas no parecer consubstanciado niomero 1884807, de 05 de Dezembro de 2016,
foram atendidas.

Die acordo com as atribuigbes definidas na Resolugio CHS 466/12, o CEP manifesta-se pela aprovagio do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redagdo e da metodologia apresentadas.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatdrio Parcial a0 CEPAJFU: Setembro de 2018.

Data para entrega de Relatdrio Parcial ao CEP/AUFU: Setembro de 2018,

Data para entrega de Relatério Parcial ao CEP/UFU: Setembro de 2020.

Data para entrega de Relatério Final ao CEP/UFLU: Setembro de 2021.

OB5.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEF PARA FINS DE AMALISE E AF"FID".I'AQ.;.D DA MESMA.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugio 466/12, o pesquisador devera arquivar por 5§ anos o relatoric da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatro e documentagao

pertinente ao projeto.
¢ a aprovagio do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFL da-se em decoméncia do atendimento a Resolugso

CMS 4668/12, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.
Orientagies ao pesquisador :

= (I sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a paricipar ou de refirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS
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466/12 )} e deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre & Esclarecido, na integra, por ele
assinado.

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CHS 486/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ow dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agio
imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que atterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 468/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocomido (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEF e &
Agéncia Macional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagies ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ac CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou |l apresentados anteriorments 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
& mesma, junto com o parecer aprobaténo do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/87,
item Ill.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Irrfurmagﬁes Basicas FE_INFORMAGCOES_BASICAS _DO_P 141122018 Aoeito
do Projeto ROJETO BO4883. pdf 20:23:48
Outros PB_FPARECER_COMSUBSTAMCIADD | 1412720168 |[ADRIAND MOTA Aceito

CEP_1864807 . pdf 202312 [LOYOLA

Outros Respostas_pendencias_CEP.pdf 141272016 |ADRIAND MOTA Aceito
2002232 |LOYOLA

Projeto Detalhado ! | Projeto_pdf 1411272018 [ADRIAMND MOTA Aceito

Brochura 20:18:20  |LOYOLA

Investigador

TCLE ! Termos de | TCLE pdf 141272018 [ADRIANO MOTA Aceito

Assentimento / 2001707 |LOYOLA

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto. pdf 0702016 |ADRIAND MOTA Aceito
11:31:04  |LOYOLA

Outros Questionario.pdf DEM02016 |ADRIAND MOTA Aceito
13:03:58 |LOYOLA
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Outros Declaracao_|nstituicao_Co_Parficipante.| 051072016 |ADRIANO MOTA Aceito
pf 10:03:35  [LOYOLA
Declaragdo de termo_de_compromisso_da_equipe_exe| D5M02016 [ADRIAND MOTA Aceito
Pesquisadores cutora pdf 10:01:556  |LOYOLA
Outros Carta_de_encaminhamento_de_protocol] 05102016 |ADRIAND MOTA Aceito
o.pdf 10:00:30  [LOYOLA

Outros Diretor_HO_pdf 051072016 |ADRIAND MOTA Aceito

09:58:04  [LOYOLA
Outros Diretor_FOUFU. pdf 06102016 |ADRIANO MOTA Aceito

085724 [LOYOLA
Outros Lattes. pdf 06102016 |ADRIANO MOTA Aceito

08:53:57  [LOYOLA
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
Maa
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