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RESUMO 

 

O queratocisto odontogênico (QO) é uma lesão cística, intraóssea, localmente 

agressiva que apresenta características histopatológicas únicas. Seu 

tratamento pode ser desafiador devido às altas taxas de recidiva associadas à 

lesão. Neste sentido, uma técnica descrita para o tratamento do QO é a 

marsupialização seguida por enucleação do remanescente cístico. Esta 

modalidade de tratamento causa modificações no epitélio da lesão, 

acompanhadas por redução do tamanho da mesma. Os mecanismos que 

regulam estas modificações não estão totalmente elucidados na literatura. As 

proteínas histonas atuam na formação e manutenção da cromatina. Possuem 

uma calda N-terminal que permitem ligações reversíveis com a capacidade de 

causar silenciamento e ativação da transcrição do DNA. Ainda não se sabe o 

papel das modificações de histonas no queratocisto odontogênico. No presente 

estudo, 22 casos de QO tratados por marsupialização e posterior enucleação 

foram submetidas a imuno-histoquímica para detecção das histonas 

modificadas H3K9ac, H3K9me3, H3K18ac, H3K36me3 e H4K12ac, além do 

marcador de proliferação celular Ki-67. Verificou-se redução significativa nos 

níveis de H3K9me3 das amostras iniciais (obtidas por marsupialização) para as 

amostras finais (obtidas por enucleação) com epitélio cístico alterado. Foi 

detectada ainda correlação significativa entre a reatividade para Ki-67 e para as 

histonas modificadas H3K9ac, H4K12ac e H3K36me3 nas amostras finais com 

epitélio típico 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 marsupialização e mediadas por modificações de 

histonas, em particular de H3K9me3. 

Palavras-chave: Queratocisto odontogênico; Marsupialização; Histona
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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 – INTRODUÇÃO 

 

O queratocisto odontogênico (QO) é uma lesão cística odontogênica 

caracterizada por revestimento de epitélio estratificado escamoso 

paraqueratinizado, bem como por ser localmente agressiva. Essa doença afeta 

os ossos gnáticos, especialmente a mandíbula. 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 às suas altas taxas de recidiva (Blanas et al., 2000; 

Shear & Speight, 2007; Speight et al., 2017).  

Diversos tipos de tratamento, sempre de natureza cirúrgica, têm sido 

utilizados no manejo do QO. Além de remover a lesão, busca-se reduzir as 

chances de recidiva e ao mesmo tempo reduzir a morbidade decorrente do 

próprio tratamento. A ressecção cirúrgica é destacada como a abordagem mais 

efetiva, visto que resulta nas menores taxas de recidiva, todavia usualmente 

resulta em grande morbidade posterior. A enucleação com tratamento 

adjuvante de margens cirúrgicas também é muito empregada, porém pode 

gerar morbidade significativa dependendo da extensão da lesão ou de seu 

relacionamento com estruturas anatômicas nobres. Desta maneira, uma 

abordagem bifásica, composta por marsupialização para redução inicial do QO 

e posterior enucleação do resíduo cístico, tem sido recentemente utilizada com 

bons resultados (Nakamura et al., 2002; Kolokythas et al., 2007). Todavia, os 

mecanismos pelos quais a marsupialização desencadeia a redução do 

queratocisto odontogênico ainda são amplamente desconhecidos. 

Histonas são proteínas responsáveis pela formação e manutenção da 

cromatina, e de fato constituem a maior parte da porção proteica dessa 

estrutura. Essas proteínas possuem uma cauda N-terminal que permite 

ligações com diversos grupos químicos tais como metil, acetil e fosfato, dentre 

outros, os quais mudam a acessibilidade de fatores de transcrição ao DNA. 

Dependendo das ligações existentes a cromatina entra em um estado mais 
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“aberto” – que permite a transcrição do DNA – ou mais “fechado” – causando 

silenciamento gênico. O estudo das mudanças das modificações das histonas 

tem despertado grande interesse na comunidade científica. A desregulação 

deste mecanismo, de natureza epigenética, pode favorecer a expressão 

errônea de genes e consequente formação de neoplasias (Feng et al., 2012; 

Morgan e Shilatifard., 2015). 

De fato, em alguns tipos de tumores a presença dessas modificações 

já é usada para se prever a evolução da doença, assim como a resposta ao 

tratamento. Porém, há poucos trabalhos sobre as modificações de histonas em 

relação ao comportamento biológico das mesmas.  

Pelo exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o tratamento do QO 

através da marsupialização seguida de enucleação, à luz das mudanças 

clínicas e histológicas produzidas na lesão, e especialmente, avaliar se estas 

mudanças estão relacionadas à mudança nos padrões de expressão das 

modificações de histonas estudadas através de técnica de imuno-histoquimica. 
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2 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 – Queratocisto odontogênico 

Cistos são cavidades patológicas revestidas por epitélio, que contém 

em seu interior material líquido ou semi-sólido. Cistos maxilares podem ter 

origem odontogênica e não-odontogênica, e no último caso podem ser ainda 

classificados em cistos de desenvolvimento ou cistos inflamatórios de acordo 

com a etiopatogênese da lesão (Shear & Speight, 2007; Neville et al.,2009; 

Manor 2012).  

O queratocisto odontogênico (QO) é uma lesão cística de 

desenvolvimento, praticamente restrita aos ossos gnáticos, caracterizada por 

revestimento epitelial estratificado pavimentoso paraqueratinizado, 

homogeneamente fino, com células basais empaliçadas de núcleos 

hipercromáticos, e cápsula também pouco espessa formada por tecido 

conjuntivo denso. Mostra comportamento invasivo e elevada chance de 

recidiva após 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 lesões isoladas, porém a 

ocorrência múltipla também é possível, no contexto da síndrome dos 

carcinomas basocelulares nevóides (também denominada de Síndrome de 

Gorlin-Goltz), quando então associada a outras alterações tais como 

carcinomas basocelulares precoces e múltiplos, malformações ósseas e 

neoplasias malignas como o meduloblastoma (Todd & August, 2003; Scully et 

al., 2010). Pacientes sindrômicos apresentam desenvolvimento contínuo de 

novos QO assim como recidivas de lesões anteriormente tratadas até os 30 

anos, idade em que a formação de novas lesões tende a diminuir (Lo Muzio, 

2008). 
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Ao longo dos anos, muito se tem sido discutido quanto à natureza e 

à classificação do QO, tendo sido classificado em 2005 como neoplasia e então 

denominado como tumor odontogênico queratocistico. Posteriormente, em 

2017, foi reclassificado como cisto (Gomes, et al., 2017; Speight et al., 2017). O 

fato que mais pesou nesta decisão foi que neoplasias não regridem de 

tamanho espontaneamente ao retirar o estímulo que a causou. Este fato não é 

verdadeiro para o QO, que tende a regredir de tamanho após procedimentos 

descompressivos (Wright & Vered., 2017). 

Acredita-se que o QO surja a partir de remanescentes da lâmina 

dental, em particular porque o crescimento infiltrativo da lesão mimetiza a 

migração daquela estrutura embrionária (Speight et al., 2017). Estudos 

moleculares e genéticos identificaram mutações presentes no gene PTCH, 

relacionado à via de sinalização celular Sonic Hedgehog (Shh), em diversos 

casos esporádicos e sindrômicos de QO (Barreto et al., 2000; Gomes et al., 

2009). Também tem sido verificada nessa doença a perda de heterozigosidade 

(LOH) em diversos genes supressores de tumor, tais como o próprio PTCH 

(Gomes et al., 2009; Diniz et al., 2017; Peacock, 2017).  

Clinicamente, o QO ocorre principalmente em região posterior de 

mandíbula e ramo ascendente, com maior frequência em homens. O pico de 

incidência se encontra entre a segunda e quarta década de vida.  É uma lesão 

intraóssea, encontrada quase exclusivamente nos ossos gnáticos, que surge 

de forma assintomática. Lesões grandes podem apresentar aumento de 

volume, dor, drenagem espontânea do conteúdo intraluminal (queratina), 

parestesia dos lábios inferiores, alterações de posicionamento e mobilidade 

dos dentes associados, além de ausências dentárias (Shear & Speight, 2007, 

Jafaripozve et al., 2013; Gomes et al., 2017; Speight et al., 2017). 

Devido a sua característica assintomática, a maioria dos QO é 

diagnosticada fortuitamente em exames radiográficos solicitados por outros 

motivos (Shear & Speight, 2007; MacDonald-Jankowski, 2011). O QO é 

geralmente encontrado como lesão radiolúcida de bordas bem definidas 

predominantemente com aspecto unilocular (Zhao et al., 2002). A lesão pode 
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estar relacionada a um dente não irrompido (impactado ou não), por vezes em 

relação coronária quando então é eventualmente denominado “queratocisto 

folicular”, requerendo a realização de diagnóstico diferencial especialmente 

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

O diagnóstico do QO é definido a partir de suas características 

histopatológicas. A lesão exibe um padrão microscópico distinto, revestimento 

epitelial fino (composto de 6 a 10 camadas celulares), e por isso bastante 

friável. A camada basal apresenta células colunares e cuboidais de núcleos 

hipercromáticos. As células epiteliais superficiais se mostram pavimentosas, 

paraqueraratinizadas, com a superfície muitas vezes corrugada. Figuras 

mitóticas podem ser encontradas nas camadas basal e suprabasal. A cápsula é 

usualmente fina, composta por tecido conjuntivo denso, o qual apresenta 

inflamação evidente em até 75% dos casos (Kaplan and Hirshberg, 2004; 

Speight et al., 2017) Em alguns casos, displasias epiteliais podem ser 

encontradas, contudo transformações malignas para carcinoma de células 

escamosas são raras (Shear & Speight, 2007). Este padrão típico e diagnóstico 

do QO é alterado na presença de inflamação. Nessa situação, pode ocorrer no 

epitélio a formação de cones, acantose, perda das características das células 

basais e ausência de queratinização; no conjuntivo, além da própria 

inflamação, verifica-se espessamento da cápsula (Shear & Speight, 2007; 

Speight et al.,2017). 

A abordagem considerada mais eficaz para o tratamento do QO é a 

ressecção segmentar (Willians and Connor, 1994; Shear & Speight, 2007). 

Trata-se de abordagem agressiva, que busca diminuir ao máximo a 

persistência de células residuais da lesão e assim evitar recidivas (Willians and 

Connor, 1994). Verifica-se taxas de recidiva próximas a zero com esse tipo de 

tratamento (Tolstunov and Treasure, 2008; Mendes, 2010; Pogrel, 2013). 

Todavia, a ressecção está muitas vezes associada a resultados funcionais 

adversos para o paciente, tais como: parestesia de lábio inferior, necessidade 

de outros procedimentos cirúrgicos para corrigir o defeito ósseo com enxertos, 

aumento do risco a infecção, custo total do tratamento elevado, risco de 



16 

 

exposição da placa de reconstrução cirúrgica entre outros (Blanas et al.,2000; 

Maurette et al., 2006). Em particular, crianças e adolescentes estão sujeitas a 

problemas de desenvolvimento da face após abordagens cirúrgicas agressivas 

da mandíbula. Logo, buscam-se alternativas terapêuticas que consigam não 

apenas garantir um risco mínimo de recidivas mas também diminuir a 

morbidade decorrente do próprio tratamento (Pogrel, 2013).  

Recidivas tendem a ocorrer em até cinco anos após a intervenção 

terapêutica primária para o QO (Blanas et al., 2000). Quando a abordagem é a 

ressecção óssea a taxa de recidiva invariavelmente encontrada é de 0%. 

Todavia, diversos autores têm mais recentemente recomendado que a 

ressecção não seja o tratamento de primeira escolha para o QO, em função da 

agressividade excessiva da ressecção, com aumento da morbidade, e da baixa 

taxa de recidiva com a utilização de outras técnicas complementares à 

enucleação, (Blanas et al., 2000; Mendes et al., 2010; Pogrel, 2013; de Castro 

et al., 2017). Quando o QO é tratado por enucleação simples (sem abordagem 

complementar), a frequência de recidiva pode chegar a inaceitáveis 60% dos 

casos (Mendes et al., 2010; Pogrel, 2013; de Castro et al., 2017). Tratamentos 

complementares a enucleação tem sido usados com vistas a tornar este 

procedimento mais eficaz, mencionando-se a crioterapia (com recidivas 

documentadas em 11,5% dos casos), a marsupialização (17,8%) ou 

descompressão (11,9%) e a utilização da solução de Carnoy (7,8%) (de Castro 

et al., 2017). A utilização de solução de Carnoy pode trazer danos à saúde do 

paciente, como toxidade às estruturas nervosas assim como aos tecidos moles 

adjacentes, pele e danos aos os folículos dentais no caso de crianças. Em 

relação a crioterapia, há o risco de necrose celular no tecido ósseo (de Castro 

et al., 2017). 

 

2.2 – Marsupialização  

A pressão interna do conteúdo cístico tem sido considerada força 

impulsora do crescimento dessas lesões (Pogrel. 2005; Shear & Speight, 
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2007). Dessa forma, procedimentos de descompressão tem sido proposto 

como alternativas terapêuticas para essas doenças (Pogrel. 2005; Manor et 

al.,2012). De forma geral, tais procedimentos consistem em acessar a cavidade 

cística, permitindo a drenagem e a remoção de parte ou todo o seu conteúdo 

(Tolstunov and Treasure, 2008; Anavi et al., 2011; Manor et al.,2012). Técnicas 

de descompressão podem causar a redução de volume de cistos 

odontogênicos, inclusive daqueles de comportamento mais agressivo como o 

QO, e essas reduções podem acontecer rapidamente (Brøndum and Jensen 

(1991); Zhao et al., 2011; Schlieve et al., 2014). 

A marsupialização é uma forma específica de descompressão 

aplicada originalmente ao QO por Partsch, em 1892. Nesse procedimento, 

além do acesso à cavidade cística realiza-se a síntese do revestimento cístico 

ao tegumento (pele ou mucosa) por onde foi realizado o acesso (Nakamura et 

al., 2002; Pogrel, 2004). Pode-se lançar mão de dispositivos que permitam ou 

prolonguem a comunicação entre a cavidade cística e o meio externo, tais 

como cânulas (Marker et al, 1996; Maurette et al., 2006). Além da 

descompressão, considera-se que o efeito da marsupialização sobre o QO 

deva-se em parte ao contato do revestimento cístico – epitelial e conjuntivo – 

com o meio oral (Marker 1996; Maurette, 2006). Recomenda-se a enucleação 

do remanescente do QO, mesmo após sua marsupialização e redução de 

volume (Pogrel, 2005; Oliveros-Lopez et al., 2017). A Figura 1 ilustra as etapas 

da marsupialização em um paciente com QO.  
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Figura 1- Paciente com queratocisto odontogênico tratado inicialmente por marsupialização. A) 
Região de fundo de vestíbulo/ângulo mandibular esquerdo do paciente. B) Incisão na mucosa e 
localização da parede cística. C) Sutura do epitélio cístico à mucosa oral. D) 3 meses de 
marsupialização ativa. E) 13 meses de marsupialização ativa. Fonte: Imagens gentilmente 
cedidas pelo Dr. Luiz Fernando Barbosa de Paulo. 

 

A marsupialização do QO tem o benefício de favorecer intervenção 

cirúrgica mínima reduzindo principalmente em grandes lesões, danos a 

estruturas anatômicas e a perda de dentes que podem estar associados à 

lesão. Neste sentido, o próprio espessamento conjuntivo e epitelial favorece a 

remoção integral do remanescente da lesão (Maurette et al., 2006). A grande 

limitação da mesma é a dependência do comprometimento do paciente ao 

tratamento, pois o período de acompanhamento pode ser longo, com a 

necessidade de diversos retornos (August, 2003; Kolokythas et al., 2007). 

Outros pontos críticos seriam o aumento da possibilidade de infecção da lesão 

devido ao contato direto com a cavidade oral, a possibilidade de obliteração da 

comunicação, e problemas na irrigação da lesão (Oliveros-Lopez et al., 2017). 

Anavi e colaboradores (2011), mostraram que a marsupialização 

pode ser utilizada para tratamento de cistos odontogênicos, e nos casos mais 

agressivos, a enucleação deve ser realizada. Verificou-se que a redução nas 

dimensões das lesões marsupializadas na mandíbula é maior que na maxila, e 

que cistos grandes têm uma maior taxa de redução por mês que os pequenos 

(Berge et al., 2016; Oliveros-Lopez et al., 2017). 

Os dados de recorrência encontrados através da marsupialização 

seguida de enucleação variam de 0 a 24,4% (Pogrel and Jordan, 2004; 

Kolokythas et al., 2007; Berge et al., 2016). Em relação a correlação dos dados 
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clínicopatológicos e a recorrência da lesão, nenhuma diferença estatística foi 

encontrada quanto a idade, o sexo dos pacientes, a localização da lesão, e a 

presença de sintomas. Já para as características radiográficas, as lesões 

multiloculares tendem a recorrer mais que aquelas uniloculares (Berge et al., 

2016; de Castro et al., 2017). Há ainda que destacar que os casos sindrômicos 

apresentam altas de recidivas, chegando a 60% (Lo Muzio, 2008). Porém, 

nestes pacientes, a “recorrência” observada pode ser uma nova lesão, o que 

aumentaria artificialmente as taxas de recidivas de um determinado tratamento 

(Blanas et al.,2000). A recorrência da lesão pode acontecer até 10 anos após o 

tratamento, assim o acompanhamento prolongado é recomendado por período 

indeterminado (Maurette et al., 2006; KOLOKYTHAS et al., 2007). 

Após marsupializados, verifica-se alterações significativas no 

aspecto histopatológico dos QO. Tais alterações provavelmente decorrem da 

inflamação provocada pela própria manipulação cirúrgica e pelo contato com o 

meio bucal (August et al., 2013). O epitélio típico descrito anteriormente torna-

se mais espesso, com aumento do número de camadas de células, formando 

projeções epiteliais, muitas vezes perdendo a sua característica de células 

basais hipercromáticas, aproximando seu aspecto de outros cistos maxilares e 

da mucosa oral. Importante destacar que mesmo nas lesões marsupializadas é 

usual encontrar parte do epitélio que mantém características típicas de QO 

(Marker et al., 1996; Ninomiya et al., 2002; Nakamura et al., 2002).  

Clark et al., (2006) mostrou que essas alterações sugerem 

atividades de crescimento e proliferação, e não estão relacionadas as proteínas 

Ki-67, p53, e EGFR, as quais foram pesquisadas antes e após a 

marsupialização e se mantiveram sem diferenças estatísticas, com tendência 

de aumento na expressão de EGFR após a intervenção. Diniz e colaboradores, 

em (2012), mostraram que as células epiteliais do QO marsupializado tem 

característica anti-apoptótica, havendo redução nos níveis de BCL-2. 

A marsupialização seguida da enucleação é uma opção segura e 

efetiva no tratamento da lesão, tendo uma abordagem menos invasiva e 

desfigurante, que diminui o desconforto do paciente (Brøndum et al., 1991; 
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Maurette et al., 2006; Kolokythas et al., 2007; Anavi et al., 2011). Devido a 

estas características, aliada ao fato de não afetar negativamente a taxa de 

recorrência da lesão, ela pode ser utilizada como tratamento de primeira 

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

Apesar da bem documentada redução do tamanho do QO após a 

marsupialização, os mecanismos que regulam esta redução ainda não estão 

totalmente elucidados. Assim, faz-se necessário mais estudos sobre como a 

marsupialização age no QO, alterando suas características microscópicas e 

moleculares (Clark et al., 2006; Nakamura et al., 2002; Pogrel, 2013). 

 

2.3 – Histonas e suas modificações 

As modificações de histonas são um tipo de fenômeno epigenético.  

A epigenética consiste em alterações hereditárias estáveis sem que haja 

alterações na sequência de DNA (Berger et al., 2009; Füllgrabe et al., 2011). 

Fenômenos epigenéticos favorecem a ativação ou silenciamento de genes 

específicos através da adição ou remoção de radicais químicos a molécula de 

DNA, de modificações das histonas, e de formas interferentes de RNA (Herceg, 

2016; Cortopassi et al., 2016). A epigenética tem ganhado destaque no estudo 

da carcinogênese, visto que este processo pode ser iniciado através de 

mecanismos epigenéticos, a partir da ativação de oncogenes, de silenciamento 

de genes supressores de tumor e de defeitos ou da inativação do reparo de 

DNA (Estteler et al., 2001; Hergec, 2016; Chakravarthi et al., 2016). 

As histonas constituem a principal porção proteica da cromatina. São 

alcalinas e encontradas no núcleo das células eucariontes (Deckert & Struhl, 

2001; Gregory et al., 2001; Youngson, 2006). Sua principal função está 

associada à formação da cromatina, que é 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 octâmero é formado por 
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dois dímeros H2A-H2B e um tetrâmero composto por dois dímeros H3-H4, que 

se localiza centralmente enquanto os dímeros se acomodam em lados opostos. 

O DNA então se enrola a este octâmero 1,75 vezes, tendo aproximadamente 

147 nucleotídeos contidos na volta. A histona H1 interage com o DNA de 

ligação, atuando na organização 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 

modificações pós-traducionais reversíveis, que por sua vez modulam a 

acessibilidade ao DNA na cromatina. Essas modificações incluem acetilação e 

metilação de lisina e arginina, fosforilação de serina e treonina, ubiquitinação 

de lisina, glicosilação, entre outros, sendo realizadas por enzimas específicas 

de maneira dinâmica (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 ativação ou 

silenciamento da expressão gênica (Deckert & Struhl, 2001; Biterge & 

Schneider, 2014; Feng et al., 2012). As enzimas reguladoras deste código, bem 

como mutações nas próprias histonas têm sido descritas em diversos tipos de 

câncer, sendo que a superexpressão e a queda na expressão de tipos 

específicos de modificações de histonas já são utilizados como fatores 

preditivos da evolução e recorrência de tumores na próstata, pulmão 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 ligação mais justa com o DNA, 

devido à carga negativa do mesmo. Assim, a acetilação das histonas tem um 

potencial de descondensar a cromatina devido à inibição desta interação de 

cargas, ativando a ação de genes. O status de acetilação do resíduo de lisina 

das histonas ocorre através do trabalho de duas enzimas; a acetiltransferase 

de histona (HAT) e a desacetilase de histona (HDAC). Há dois tipos de HATs: o 

tipo-B, que são citoplasmáticas e agem sobre as histonas recém sintetizadas 

mas não naquelas associadas à cromatina; e o tipo-A, que são nucleares e 
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mais diversas que o tipo-B, sendo exemplificadas por pelo menos três famílias, 

GNAT, MYST e CBP/p300. As HATs utilizam acetilcoenzima-A como cofator 

para catalisar a transferência de um grupo acetil para a cadeia lateral de uma 

lisina. Com isso, a carga positiva da lisina é perdida, diminuindo o potencial de 

interação entre as histonas e o DNA. Já as HDACs, são uma classe de 

enzimas que possuem função oposta às HATs, atuando em processos 

incluindo transdução de sinal, apoptose, regulação do ciclo celular e 

crescimento celular. Como as HATs, elas atuam no núcleo e no citoplasma, 

catalizando a desacetilação em proteínas histonas e não-histonas através de 

associação com diversos complexos de proteínas. (Kouzarides, 2007; Taby & 

Issa, 2010; Banister & Kouzarides, 2011; Yen et al., 2016). 

Diferentemente da acetilação, o processo de metilação das histonas 

está associado tanto a repressão quanto ativação da transcrição, dependendo 

especificamente do local afetado, e não afeta a carga elétrica das histonas 

(Taby & Issa, 2010; Banister & Kouzarides 2011; Yen et al., 2016). A metilação 

nas lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 normalmente ocorre em genes ativos, 

enquanto a metilação da lisina 9 e 20 de H3 e 27 de H4 estão normalmente 

associadas a inativação gênica (Yen et al., 2016). As lisinas podem ser mono, 

di, ou trimetiladas, enquanto as argininas podem ser mono, ou bi metiladas 

simetricamente ou não (Banister & Kouzarides 2011). Elas são catalisadas por 

um grande número de enzimas, a maioria das quais contém um módulo de 

proteína específico chamado domínio SET. As enzimas metiltransferase de 

histonas (HKMT) tendem a ser muito específicas, visto que cada enzima atua 

sobre um resíduo de lisina específico, metilando-o em um nível específico 

(mono, di ou trimetilação). Semelhante à acetilação / desacetilação, a metilação 

das histonas é reversível e catalisada por duas famílias de desmetilases de 

histonas (HDMTs), nomeadas demetilase lisina específica 1 (LSD1) e enzimas 

contendo o domínio Jumonji (Taby & Issa, 2010). 

A trimetilação da lisina 9 da histona H3 (H3K9me3) é associada a 

repressão do processo de transcrição enquanto a acetilação desta mesma 

lisina (H3K9ac) está ligada a áreas ativas da cromatina. A acetilação dessa 
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lisina impede a sua metilação, sendo encontrada em regiões próximas ao início 

do processo de transcrição. Ela está envolvida em processo de proliferação 

celular, migração celular, regulação da diferenciação celular, regula 

negativamente processos de apoptose e sinalização 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 níveis altos de H3K9ac em 

câncer de mama está associado a um prognóstico favorável. Karsli-Ceppioglu 

et al., (2017) analisou subtipos de cânceres de mama e descreveu a H3K9ac 

como responsável pela desregulação do gene PAX3, estando assim 

relacionada a um fator prognostico negativo para tumores positivos para HER2. 

Já em tumores de próstata e ovário, a queda nos níveis de H3K9ac está ligado 

a progressão tumoral e um pior prognóstico (Fullgrabe et al, 2011). 

Já a H3K9me3 está associada a resposta celular a dano no DNA, 

criando uma área repressiva no local e iniciando o processo de reparo sendo 

removido posteriormente para permitir melhor acesso das proteínas 

responsáveis 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 

transcrição como recrutador de complexos de leitura do DNA, prevenindo a 

transcrição em lugares indesejados do genoma (Li et al., 2013; Cao et al., 

2016; Gates et al., 2017). Há trabalhos que mostram redução nos níveis 

globais de H3K36me3 em tecidos tumorais, devido a uma mutação da histona 

H3, que inibe a sua metilação (Morgan and Shilatifard, 2015; Fang et al., 2016; 

Gates et al, 2017).  

A acetilação da histona H3K18 é estudada em diversos tumores, 

associada ao câncer de próstata com um aumento no estágio do tumor mas 

com menor chance de recorrência, sugerindo uma melhor resposta ao 

tratamento. Já em câncer de pulmão e rim, os resultados mostraram que casos 

com baixos níveis de H3K18ac e H3K12ac está relacionada a pior prognostico, 

enquanto para o câncer pancreático o aumento nos níveis 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 

esôfago, pacientes com expressão baixa de H3K18ac têm maior chance de 

sobrevida do que casos com alta expressão, principalmente em estágios 

iniciais da doença, servindo como biomarcador para a lesão. 

Fica claro que o significado das modificações de histonas varia entre 

diferentes tipos de tumores, e até entre diferentes tipos histológicos de um 

mesmo tumor, tornando assim o seu mapeamento importante para o 

entendimento da tumorigênese e progressão tumoral, auxiliando no 

desenvolvimento de terapias específicas para o tratamento de diversas lesões, 

inclusive não neoplásicas. 

 

2.4 – Estudos epigenéticos em queratocisto odontogênico 

A metilação do DNA é um evento epigenético caracterizado pela 

adição de um grupo metil na citosina dentro das ilhas CpG pela proteína DNA 

metiltransferase, com isto há o remodelamento da cromatina, seletivamente 

ativando ou inativando genes (Gomes, et al., 2009). Este é o fenômeno 

epigenético mais estudado, e os padrões de metilação são observados em 

diversas doenças, incluindo até tumores benignos e cânceres (Gomes, et al., 

2009; Fullgrabe et al, 2011; Pereira et al., 2017). A hipermetilação foi estudada 

como alternativa para inativação do PTCH, mas os resultados mostraram que 

ela não foi encontrada em QO esporádicos e sindrômicos (Gomes et al., 2017). 

De acordo com o trabalho feito por Pereira et al., (2017), que estudou a 

metilação de DNA de 22 genes relacionados com a apoptose em QO, a 

marsupialização gera um padrão diferente de metilação destes genes, que não 

foi acompanhado por alteração na expressão gênica dos mesmos.  

Há ainda os chamados microRNAs (miRNA), que são pequenos 

RNAs não-codificantes. Eles medeiam a expressão gênica em pós-

transcricional através de degradação ou repressão de um RNA mensageiro. A 

alta expressão de miRNA oncogênico pode reduzir a produção de proteínas 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 expressão de Bcl-2 em 

QO, encontrando um aumento na expressão destes miRNAs após a 

marsupialização, que poderia explicar a queda nos níveis de Bcl-2 após o 

tratamento. 

Apesar dos trabalhos descritos acima, o estudo epigenético do QO, 

e sua influência na patogênese da lesão ainda são escassos. Ao conhecimento 

dos autores, não há na literatura nenhum trabalho que aborde o papel das 

modificações de histonas nessa lesão. Tal conhecimento pode despertar novas 

investigações acerca do tema, podendo em um segundo momento, serem 

norteadoras de terapias mais efetivas no tratamento da lesão e na previsão de 

recorrência. 
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3 – OBJETIVOS 

 

3.1 – Objetivo Geral 

Ampliar o conhecimento sobre a resposta de queratocistos 

odontogênicos à marsupialização, com foco no estudo de formas modificadas 

de histonas. 

 

3.2 – Objetivos específicos 

1. Selecionar casuística de pacientes com QO tratados por marsupialização e 

posterior enucleação, com amostras teciduais disponíveis da abordagem 

cirúrgica inicial (marsupialização) e definitiva (enucleação); 

 

2. Investigar a presença, nas amostras em estudo, de histonas modificadas 

específicas, a saber: H3K9ac, H3K9me3, H3K18ac, H3K36me3 e H4K12ac, 

além do antígeno de proliferação celular Ki-67, por ensaios imuno-

histoquímicos, seguida pela avaliação morfológica e semi-quantitativa da 

reatividade dessas moléculas. 

 

3. Avaliar comparativamente os padrões de reatividade imuno-histoquímica e 

os dados clínicopatológicos dos casos, à busca de associações entre os 

padrões, comportamento biológico e a resposta terapêutica das lesões. 
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4 – MATERIAIS E MÉTODOS  

 

Este estudo foi previamente avaliado e aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlândia, sob o protocolo 

2.001.481. 

 

4.1 – Casuística e amostras para análise 

Inicialmente, foram identificados todos os casos diagnosticados 

como QO pelo Laboratório de Patologia do Hospital Odontológico da 

Universidade Federal de Uberlândia, no período de março de 1998 a julho de 

2014. Em seguida, mediante consulta aos pedidos de exame anátomo-

patológico e aos prontuários odontológicos dos pacientes, a casuística foi 

restrita apenas aos casos tratados por marsupialização seguida de enucleação, 

excluindo-se ainda casos sindrômicos, que não continham material tecidual 

arquivado em quantidade suficiente para as análises histológicas previstas no 

estudo, ou que não satisfaziam plenamente os critérios definidores do QO 

reconhecidos pela Organização Mundial da Saúde (Speight et al., 2017).  

Com a finalidade de caracterização amostral bem como para 

análises posteriores, informações clínicas e radiográficas foram recuperadas 

dos prontuários odontológicos dos casos, incluindo idade e sexo dos pacientes, 

localização, características radiográficas, tamanho estimado (maior diâmetro 

inicial e após marsupialização), tratamento (incluindo intercorrências) e 

proservação (período de marsupialização, ocorrência de recidivas) das lesões.  

De forma geral, a indicação e a execução do tratamento por 

marsupialização e posterior enucleação seguiram as recomendações de 

Marker et al. (1996). Apenas lesões extensas ou em vizinhança muito próxima 

a estruturas anatômicas críticas foram selecionadas para marsupialização. 

Esse procedimento consistiu em anestesia local, seguida por incisão horizontal 
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na mucosa vestibular no local da lesão, com rebatimento de retalho de 

espessura total e acesso a cápsula cística após osteoplastia. Após o acesso 

inicial, realizou-se incisão para remoção de um segmento com 

aproximadamente 1cm² da parede da lesão. Em lesões multiloculares, as 

partições intracísticas foram removidas por curetagem para se obter uma única 

cavidade cística. Em seguida, as margens da mucosa foram reposicionadas e 

ancoradas às margens da parede cística mediante suturas com fios 

reabsorvíveis. Os pacientes foram instruídos a seguir dieta pastosa por uma 

semana e a manterem higiene oral apropriada, incluindo bochecho duas vezes 

ao dia com solução aquosa de digluconato de clorexedina a 0,12%, e duas 

irrigações com a mesma solução da bolsa criada pela marsupialização. Todos 

os pacientes foram submetidos a avaliações clínico-radiográficas trimestrais, 

até a enucleação das lesões. A enucleação consistiu na remoção de todo o 

remanescente da lesão juntamente com excisão da mucosa sobrejacente e 

curetagem do osso sadio em 2 a 3mm de profundidade usando uma broca 

esférica grande. 

 

4.2 – Imuno-histoquímica 

Os ensaios imuno-histoquímicos 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 incluídos em 

parafina. 

Para tanto, cortes histológicos com 4μm de espessura foram obtidos 

de cada amostra em estudo e colocados em lâminas sinalizadas. Depois de 

desparafinados em xilol e hidratados em soluções aquosas com concentrações 

decrescentes de etanol, os cortes foram submetidos a recuperação antigénica 

com solução de EDTA (1mM, pH 8,0) e Tween 20 (Sigma Chemical Co, St 

Louis, EUA) em câmara automatizada para controle de temperatura e pressão 

(Biocare, Concord, CA, EUA), durante 15 minutos a 110°C. Realizou-se então 

bloqueio da atividade endógena de peroxidase com três banhos de dez 
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minutos cada em solução aquosa de peróxido de hidrogénio (10%), seguidas 

por lavagem em água destilada.  

Na etapa seguinte, os cortes foram submetidos a três banhos de 

cinco minutos cada em solução-tampão TRIS-HCl (pH 7,4), e então incubados 

com solução bloqueadora de reações inespecíficas a base de caseína 

(Background Snipper, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 minutos. Em 

seguida as lâminas foram incubadas com os anticorpos primários (produzidos 

por ABCAM, Cambridge, Reino Unido), incluindo-se o marcador de proliferação 

celular Ki-67 para fins comparativos, cujas características são mencionadas no 

Quadro 1. A incubação foi realizada em câmara úmida, por duas horas, à 

temperatura ambiente. 

 

Quadro 1 – Informações sobre os anticorpos primários utilizados no estudo. 

Especificidade 
Referência do 

fabricante 
Clonalidade 

Lote de 
fabricação 

Título de 
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 

 

Após lavagem em TRIS-HCl, procedeu-se à amplificação da reação 

com sistema de estreptavidina-biotina-peroxidase (Starr Trek, Biocare Medical, 

Concord, CA, EUA). Essa consistiu inicialmente na incubação com solução de 

anticorpo secundário biotinilado, por 20 minutos, à temperatura ambiente, 

seguida por lavagem em solução de TRIS-HCl (2 banhos de 2 minutos cada), e 

incubação novamente por 10 minutos à temperatura ambiente em solução de 

estreptavidina conjugada a peroxidase. 
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Finalmente, após nova lavagem em TRIS-HCl, a reação foi revelada 

com a imersão dos cortes histológicos em solução aquosa de 

3.3´tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e peróxido de hidrogênio, por cinco 

minutos, com precipitação resultante do pigmento oxidado, seguido de banho 

em água corrente por outros cinco minutos para lavagem, levando-os pôr fim à 

contracoloração com hematoxilina de Harris e lavados em água corrente. 

Após 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 lâminas montadas ao final do procedimento com 

lamínulas de vidro e resina histológica (Precision, Cralplast, China).  

Como controles positivos, foram considerados tecidos das próprias 

amostras avaliadas (controles internos) previamente indicados como reativos 

para os anticorpos em estudo, pelo fabricante e pelo banco de dados 

www.proteinatlas.com. A omissão dos anticorpos primários foi empregada 

como controle negativo. 

 

4.3 - Avaliação da expressão das modificações de histonas 

Previamente à análise específica, todas as lâminas submetidas a 

imuno-histoquímica 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 análise de cada caso, considerando-se as amostras 

obtidas quando da marsupialização e aquelas obtidas pela enucleação, as 

primeiras foram definidas como “iniciais” e as últimas como “finais”. Além do 

momento de obtenção das amostras, a análise do resultado dos ensaios 

imuno-histoquímicos de cada caso considerou também a morfologia epitelial 

nas amostras finais, resultando na seguinte distribuição de áreas de interesse 

para cada caso:  

 1 – Nas amostras iniciais, áreas com epitélio típico de QO; 

 2 – Nas amostras finais, áreas com epitélio típico de QO; 
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 3 –Nas amostras finais, áreas com epitélio cístico não típico de 

QO (com camada basal inconspícua, acantótico, de queratinização discreta ou 

ausente); 

Ainda, em cada área de interesse, a avaliação foi realizada 

especificamente nas regiões em que as características morfológicas de cada 

apresentação do epitélio cístico se mostravam mais preservadas e em que a 

marcação se mostrava mais evidente (hotspots). A partir dos hotspots, foram 

então capturadas imagens correspondentes a até 10 campos microscópicos de 

grande aumento (conforme disponibilidade em cada amostra), de forma 

sequencial e sem repetição, em formato TIFF (Tagged Image File Format).  

A análise específica empregou método semi-quantitativo, com o 

método de Quickscore (QS) (Detre, 1995). Dessa forma, a reatividade para 

cada antígeno nos núcleos dos queratinócitos foi estimada mediante um índice 

(QS), composto pelo produto dos escores atribuídos a dois componentes, a 

saber: proporção de células marcadas e intensidade predominante de 

marcação, conforme apresentado no Quadro 2.  

 

Quadro 2 – Componentes do índice de Quickscore (Detre, 1995). 

Componente Escore Significado 

Porcentagem de células 
marcadas 

1 0 a 4% de células reativas 

2 5 a 19% de células reativas 

3 20 a 39% de células reativas 

4 40 a 59% de células reativas 

5 60 a 79% de células reativas 

6 80 a 100% de células reativas 

Intensidade predominante 
de marcação 

0 Ausente 

1 Fraca 

2 Moderada 

3 Intensa 
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4.4 - Avaliação estatística 

Os dados obtidos foram inicialmente avaliados por estatística 

descritiva considerando, quando pertinente, o emprego de categorias, médias, 

medianas e frequências relativas (percentuais). 

Considerando a natureza semiquantitativa da avaliação imuno-

histoquímica com o índice QS (Klopfleisch, 2013), foram realizadas análises 

estatísticas para variáveis não paramétricas, com os testes estatísticos de 

Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn's para análises de associação, e 

de Spearman para análises de correlação. Valores de p < 0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes. 
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5 – RESULTADOS 

 

5.1 – Dados Clínicos 

O estudo foi composto por 21 pacientes, com predomínio de homens 

em proporção de 14:8 para mulheres. Em um caso, uma paciente teve duas 

lesões individuais, que foram tratadas de forma independente. A média de 

idade dos pacientes foi de 29,7 anos, com variação de 9 a 75 anos de idade e 

maior frequência de casos na segunda e terceira décadas de vida, conforme 

apresentado no Gráfico 1.  

 

Gráfico 1 - Frequência dos casos de QO analisados por década de vida Fonte: próprio autor  

 

 

Quanto à localização, muitas lesões compreendiam mais de um local 

simultaneamente. Considerando apenas o epicentro de cada lesão, o corpo 

mandibular foi a região mais afetada somando 15 lesões (48,4%), seguida pelo 

ramo mandibular 11 lesões (35,5%), maxila 3 lesões (9,7%), e sínfise 

mandibular 2 lesões (6,4%). Radiograficamente, 81% dos QO eram 

uniloculares, e 40% das lesões estavam associadas a dentes inclusos. 
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A extensão máxima das lesões à época da marsupialização era em 

média de 5cm (desvio-padrão de 2,1cm). O período mediano de 

marsupialização foi de oito meses, variando entre 2 e 33 meses.  Quando da 

enucleação, os remanescentes císticos apresentavam em média 1,3cm 

(desvio-padrão de 0,5cm) em seu maior diâmetro. 

Após a enucleação, o período 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 lesão.  

 

5.2 – Dados histopatológicos  

Todas as amostras iniciais apresentavam predominantemente áreas 

com morfologia típica para QO do revestimento epitelial, havendo ainda áreas 

focais de epitélio alterado, quase sempre associado a inflamação na cápsula 

da lesão. Nas amostras finais, tal distribuição se invertia em decorrência do 

amplo predomínio de áreas com epitélio alterado (não típico de QO), 

acompanhadas por cápsula espessa e intensamente inflamada, ainda que 

sempre tenha sido possível identificar nessas amostras áreas – minoritárias – 

de epitélio típico. 

Nas amostras iniciais, provenientes da marsupialização, inflamação 

moderada ou intensa estava presente em 56% dos casos. Nas amostras finais 

obtidas pela enucleação, 91% das áreas com epitélio típico de QO estavam 

associadas a inflamação moderada ou intensa, a qual era identificada em 

100% das áreas com epitélio não-típico de QO). 

5.3 – Histonas modificadas 

Em relação a H3K9me3, a marcação foi de intensidade 

predominantemente moderada, com frequência de 80 a 100% de células 

marcadas, distribuída igualmente em todas as camadas epiteliais, 
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independentemente do tipo de amostra (inicial ou final) e do padrão histológico 

(típico ou não-típico de QO). Verificou-se redução significativa do QS quando 

comparadas as amostras iniciais (com epitélio típico) às finais com epitélio não-

típico (p = 0,0412), conforme ilustrado na Figura 2. 

Figura 2 - Gráfico da expressão de H3K9me3 nos grupos estudados e suas imagens 

representativas. A barra indica diferença estatística entre os grupos marcados (p=0,0412). Ao 

lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquímica (técnica da estreptavidina-

biotina-peroxidase): A) Amostra inicial (n=17); B) Amostra final, com epitélio típico de QO 

(n=17); C) Amostra final com epitélio não típico (n=7).  

 

Para a H3K9ac a marcação foi homogeneamente intensa, também 

distribuída por todas as camadas epiteliais em todas as amostras, também com 

frequência de 80 a 100% das células marcadas. Verificou-se redução no valor 

de QS das amostras iniciais para as finais, todavia sem diferenças estatísticas 

(p = 0,4437). O gráfico da avaliação assim como imagens representativas dos 

grupos pode ser encontrado na Figura 3. 
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Figura 3 - Gráfico da expressão de H3K9ac nos grupos estudados e suas imagens 

representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquímica (técnica 

da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,4437): A) Amostra inicial (n=16); B) Amostra final, 

com epitélio típico de QO (n=16); C) Amostra final com epitélio não típico (n=7). 

 

Já para H3K36me3, a marcação foi predominantemente moderada, 

com distribuição homogênea em todas as camadas epiteliais de todas as 

amostras dos diferentes padrões, com frequência 80 a 100% de células 

marcadas. Assim como no caso anterior, houve redução nos valores de QS das 

amostras iniciais para as finais, sem diferença estatística significante (p = 

0,3356). A Figura 4 traz as informações dos grupos estudados assim como 

imagens representativas de cada grupo. 
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Figura 4 - Gráfico da expressão de H3K36me3 nos grupos estudados e suas imagens 

representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquímica (técnica 

da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,3356): A) Amostra inicial (n=19); B) Amostra final, 

com epitélio típico de QO (n=14); C) Amostra final com epitélio não típico (n=5). 

 

Em relação a H3K18ac a reação também foi predominantemente 

moderada nas amostras iniciais, e homogeneamente fraca nas amostras finais, 

com distribuição homogênea das células marcadas por toda a extensão do 

epitélio, e em proporção de 40 a 59% de células marcadas. Também foi 

observado queda nos valores de QS após o tratamento, sem diferenças 

estatísticas (p=0,0904). As imagens representativas dos grupos estudados 

assim como o gráfico estão contidos na figura 5. 
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Figura 5 -  Gráfico da expressão de H3K18ac nos grupos estudados e suas imagens 

representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquímica (técnica 

da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,0904): A) Amostra inicial (n=18); B) Amostra final, 

com epitélio típico de QO (n=14); C) Amostra final com epitélio não típico (n=3). 

 

Para H4K12ac, a marcação foi homogeneamente intensa e presente 

em toda a espessura epitelial em todas amostras inicias e finais. Houve alta 

frequência de células marcadas (80-100%). Também foi notado queda na 

expressão após a marsupialização, sem diferenças estatísticas (p=0,4785). As 

imagens representativas dos grupos estudados assim como o gráfico da 

reação estão na imagem 6. 
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Figura 6 - Gráfico da expressão de H3K9ac nos grupos estudados e suas imagens 
representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquímica (técnica 
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,4785): A) Amostra inicial (n=17); B) Amostra final, 
com epitélio típico de QO (n=18); C) Amostra final com epitélio não típico (n=7). 

 

Por fim, para o antígeno de proliferação celular Ki-67, a marcação foi 

homogeneamente moderada com baixa proporção de células marcadas (5 - 

19%), confinada as camadas mais profundas do epitélio (basal e parabasal) em 

todas as amostras iniciais e finais. Não houve diferenças estatísticas entre os 

grupos estudados (p=0,6159). As imagens representativas dos grupos 

estudados assim como o gráfico da reação estão na Figura 7. 
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Figura 7 - Gráfico da expressão de Ki-67 nos grupos estudados e suas imagens 
representativas. Ao lado, imagens representativas da reatividade imuno-histoquímica (técnica 
da estreptavidina-biotina-peroxidase) (p=0,6159): A) Amostra inicial (n=16); B) Amostra final, 
com epitélio típico de QO (n=13); C) Amostra final com epitélio não típico (n=5). 

 

Verificou-se correlação direta e estatisticamente significativa entre o 

QS para o marcador de proliferação 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 típicas, e para H3K36me3 nas amostras finais 

indiferenciadas (p=0,0206; r=0,5264), conforme ilustrado nos Gráficos 2 a 4. 

Para as demais modificações de histonas e tipos de amostras, não houve 

correlação significativa. 
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Gráfico 2 – Correlação entre o índice de Quickscore para Ki-67 e H3K9ac nas amostras finais 
diferenciadas de queratocistos odontogênicos previamente marsupializados e posteriormente 
enucleados (p=0,0182; r=0,5646; teste de Spearman). 

 

 

Gráfico 3 – Correlação entre o índice de Quickscore para Ki-67 e H4K12ac nas amostras finais 
diferenciadas de queratocistos odontogênicos previamente marsupializados e posteriormente 
enucleados (p=0,0080; r=0,6365; teste de Spearman). 
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Gráfico 4 – Correlação entre o índice de Quickscore para Ki-67 e H3K36me3 nas amostras 
finais diferenciadas de queratocistos odontogênicos previamente marsupializados e 
posteriormente enucleados (p=0,0001; r=0,7771; teste de Spearman). 

 

 

Gráfico 5 – Correlação entre o índice de Quickscore para Ki-67 e H3K36me3 nas amostras 
finais indiferenciadas de queratocistos odontogênicos previamente marsupializados e 
posteriormente enucleados (p=0,0206; r=0,5264; teste de Spearman). 
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6 – DISCUSSÃO 

 

As variadas modalidades terapêuticas empregadas para o 

tratamento do QO podem  ser classificadas como radicais ou conservadoras. O 

principal exemplo do primeiro grupo é a ressecção, já o segundo grupo é 

composto pela curetagem, enucleação (associada ou não por tratamentos 

coadjuvantes), a marsupialização ou descompressão, seguidas ou não de 

tratamento cirúrgico posterior (Anavi et al, 2011; Pogrel, 2005; Blanas et al, 

2000). Diversos estudos mostraram a eficácia do tratamento conservador na 

terapia dos QO, empregando a enucleação associada com outras terapias, 

mas principalmente pela técnica da marsupialização e descompressão 

(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. Vários autores reportaram êxito no tratamento de 

grandes QO utilizando a marsupialização seguida da enucleação. (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 período de tempo, mediante 

retornos regulares ao dentista e irrigações diárias na lesão até ocorrer a 

involução da lesão, o que pode levar à perda de interesse ao tratamento pelo 

paciente e consequentemente ao abandono do mesmo. Porém, esta 

abordagem terapêutica resulta na redução do defeito ósseo gerado pela lesão 

tanto quanto a outras estruturas que podem estar próximas à lesão, tais como 

dentes e o nervo alveolar inferior, reduzindo as sequelas do tratamento. Ainda, 

não gera maiores gastos com medicamentos e hospitalização (August et al., 

2003; Pogrel and Jordan, 2004; Pogrel, 2005; Maurette et al., 2006). Nos casos 

acompanhados por este estudo, verificou-se a cooperação e aceite por parte 

de todos pacientes, pois as recomendações de higiene e retornos periódicos 

foram realizadas sem intercorrências, mesmo ficando com a lesão 

marsupializada por um período prolongado (média 11 meses).  
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Em relação aos dados clínicopatológicos, a casuística 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 predomínio do sexo masculino 

(1,75:1), com maior frequência dos casos diagnosticados na segunda e terceira 

décadas de vida (média de 29,7 anos), e maior incidência na região posterior 

de mandíbula (Berge et al., 2016). Quanto ao aspecto radiográfico, o 

predomínio de lesões uniloculares também é apontado na literatura (Zhao et 

al., 2002; MacDonald-Jankowski, 2011). A grande frequência de associação 

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

Quanto ao tratamento, o emprego do tratamento bifásico por 

marsupialização e posterior enucleação foi reservado para lesões grandes, de 

forma semelhante a outros trabalhos previamente descritos na literatura (Anavi 

et al., 2011; Berge et al., 2016). A redução proporcional das lesões provocada 

pela marsupialização é variável na literatura. Marker et al. (1996) e Zhao et al. 

(2002) encontraram valores de 50 a 60%, no primeiro caso após média de 9,5 

meses de marsupialização e no segundo de 3 a 7 meses de marsupialização. 

Já Nakamura et al. (2002), encontrou valores de 81,4% com média de 23,5 

meses de marsupialização. Há ainda descrito, a completa resolução da lesão 

utilizando a marsupialização como tratamento único (Pogrel, 2004). Essa 

variação de valores pode ser explicada pelas diferentes metodologias 

empregadas para mensuração da lesão e sua redução, o tipo de exame de 

imagem utilizado (radiografia panorâmica ou tomografia computadorizada) com 

suas respectivas distorções, assim como pelo tempo de marsupialização ativa. 

As recidivas são um tópico que gera intensa discussão sobre o QO. 

Elas tendem a ocorrer dentro de cinco anos após o tratamento, mas já foram 

identificadas após mais de dez anos da primeira intervenção (Maurette et al., 

2006; KOLOKYTHAS et al., 2007; de Castro et al., 2017). Na casuística 

estudada, não foi encontrada nenhuma recorrência. Estes dados divergem da 

média encontrada para a marsupialização 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 período de acompanhamento (53 meses em média) pode ter sido 

insuficiente para o aparecimento dessas recorrências, gerando assim uma 

estimativa abaixo do real para este tratamento. Por certo, os pacientes deste 

estudo seguem em acompanhamento semestral para esclarecer este cenário.  

A marsupialização gerou mudanças morfológicas em todos os casos 

analisados, fato reconhecido na literatura, onde se informa que após a 

marsupialização o epitélio característico do QO mantém-se presente em 

algumas áreas minoritárias enquanto outras apresentavam um epitélio com 

mais camadas celulares, eventualmente com a formação 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 mudanças parecem ter 

sido provocadas pela inflamação. Em um trabalho conduzido por Rodu et al., 

(1987), ao analisar a relação entre a inflamação e o revestimento epitelial do 

QO, apenas 8,9% dos casos apresentavam inflamação sem mudanças 

epiteliais; por outro lado, nenhum caso apresentou mudanças epiteliais sem 

inflamação. De fato, a presença de inflamação no QO gera um aumento 

significativo na expressão do antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) 

em relação aquelas não inflamadas. Quando comparado com cistos radiculares 

e dentígeros, o QO também apresenta níveis mais elevados de PCNA, sendo 

este antígeno utilizado como marcador de proliferação celular (Sudiono and 

Zain., 2003; Singh et al., 2014). Na casuística apresentada, inflamação 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 após a 

marsupialização, nas áreas típicas de QO (aquelas que se assemelham as 

amostras iniciais) a inflamação estava presente em 91% dos casos. Nas áreas 

com epitélio modificado, o valor era de 100%, semelhante com os resultados 

em amostras iniciais com presença de alterações epiteliais apresentados por 

Rodu et al., (1987). A inflamação nas amostras inicias pode ser causada por 

perfurações na cortical óssea, permitindo uma comunicação entre a lesão e a 

mucosa oral. Outro ponto de introdução desta inflamação seria o ligamento 

periodontal, em casos próximos a dentes (Kaplan and Hirshberg, 2004; Singh 
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et al., 2014). Apesar dos resultados acima citados, os efeitos da inflamação no 

QO ainda não estão totalmente elucidados, com resultados controversos sendo 

descritos (Mendes et al., 2010; Singh et al., 2014) 

Ao conhecimento do autor, este é o primeiro trabalho que relaciona 

as mudanças globais de histonas com as mudanças morfológicas do QO após 

a marsupialização. A epigenética tem ganhado cada vez mais destaque no 

estudo da carcinogênese assim como diversas outras lesões, mas na área 

bucomaxilofacial ainda há uma escassez de estudos. As modificações das 

histonas têm a capacidade de facilitar ou dificultar o processo de tradução do 

DNA, estando relacionadas com a inativação/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 redução estatisticamente 

significante nos níveis de H3K9me3 nas áreas indiferenciadas das amostras 

finais em relação as amostras iniciais. Esta redução sugere redução da 

capacidade de reparo no DNA e instabilidade da heterocromatina neste 

epitélio, assim como perda da identidade celular. Esta hipótese é suportada 

pelo fato da instabilidade da heterocromatina ser causada pela ação da enzima 

SET7/9 que metila a H3K9, impedindo a ação da atividade enzimática da 

SUV39H1 metiltransferase, necessária para a estabilidade da heterocromatina, 

resultando em queda dos níveis de H3K9me3. Além disso, quando um dano ao 

DNA é detectado, há aumento de um complexo de proteínas, contendo KAP-1, 

HP1, SUV39H1, que gera um aumento nos níveis de H3K9me3. Esse aumento 

cria domínio repressivo na heterocromatina próximo ao dano, iniciando o 

processo de reparo (Cao et al.,2016). Outra função importante desta 

modificação de histona é a manutenção da identidade celular. A presença de 

heterocromatina impede a reprogramação celular (Becker et al., 2016) Assim, a 

redução dos níveis encontrada após a marsupialização pode estar relacionada 

a uma reprogramação deste epitélio, que regressaria a um estado menos 

diferenciado, mudando assim as características clássicas de QO. 
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Para as demais modificações de histonas estudadas, vimos que 

houve uma tendência de queda dos valores de QS similar a encontrada em 

H3K9me3, porém, sem diferenças significativas. Este fato pode estar 

relacionado a alguns fatores limitantes do estudo, tal como a casuística 

pequena (n=23 lesões), ainda que justificável pela relativa raridade da lesão e 

pelo número ainda limitado de casos tratados bifásicamente.  

Outro fator que chama a atenção é a especificidade dos anticorpos 

usados na imuno-histoquímica. 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 disponíveis para 

modificações de histonas tinham algum problema de especificidade ou 

utilidade. Além disso, variações 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 validação destes anticorpos, onde diferentes pesquisadores pudessem 

inserir os resultados encontrados para diferentes anticorpos e lotes. Dos 

anticorpos utilizados neste trabalho, dois não continham entradas na database 

acima citada, H3k12ac e H3K9ac. Para os demais (H3K9me3, H3K18ac e 

H3K36me3), não encontramos referência para o lote específico utilizado neste 

trabalho. Para H3K9me3 houve aprovação em 71% dos testes aplicados 

utilizando diferentes lotes do anticorpo (ab10812). Para H3K18ac, a taxa de 

aprovação foi de 91% (ab1191), e para H3K36me3 a taxa de aprovação foi de 

82% (ab9050). No entendimento do autor do presente estudo, todos os 

anticorpos utilizados apresentaram bons níveis especificidade trazendo assim 

um resultado confiável a sua utilização. 

O Ki-67 é um marcador expresso em células com processo de 

proliferação 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 após o termino da mitose (Shear & Speight., 2007; 

Chang et al., 2010). Há trabalhos que mostram que a proliferação das células 

epiteliais do QO é maior que outras lesões císticas como o cisto dentígero e o 
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cisto radicular (Shear & Speight., 2007; Mendes et al,,2010; Manor et al., 2012). 

A marcação para Ki-67 nos casos estudado foi positiva para células nas 

camadas profundas do epitélio (basal e parabasal), e não houve diferenças 

estatísticas na sua expressão entre as amostras estudadas. Este resultado é 

similar ao encontrado por Clark et al., (2006). Há ainda outro trabalho, que 

mostra queda nos níveis de Ki-67 proporcionalmente com os níveis de 

expressão IL-1α mRNA após a marsupialização, sugerindo que a redução de 

tamanho observada no QO está relacionada a queda na expressão de IL-1α e 

a proliferação celular (Ninomiya et al., 2002). Neste sentido buscamos 

correlações de Ki-67 com as proteínas relacionadas a modificações de histonas 

estudadas. As histonas H3K9ac, H4K12ac, H3K36me3 em amostras finais 

típicas e a última também nas amostras indiferenciadas apresentaram 

diferenças estatisticamente significante para esta análise. Todas as 

modificações de histonas acimas citadas estão relacionadas com a abertura do 

DNA, sugerindo que o processo de proliferação celular pode estar relacionado 

a ação de tais proteínas. Como visto anteriormente, a acetilação de histonas 

está relacionada com o afrouxamento das ligações entre as histonas e o DNA, 

tornando assim possível a transcrição gênica (Kouzarides, 2007; Taby & Issa, 

2010). A trimetilação da histona H3 na lisina 36 também está relacionada a 

genes ativos (Yen et al., 2016). Assim, a correlação destas proteínas com o Ki-

67 mostra que o potencial de proliferação do QO pode estar relacionado as 

modificações de histonas presentes no epitélio da lesão. 



49 

 

7 – CONCLUSÃO 

 

1 – Vinte e um casos foram selecionados a partir dos critérios 

estabelecidos para a participação no estudo. Destes, um apresentou duas 

lesões que foram trabalhadas de forma individual, somando vinte e duas 

amostras para as análises histológicas previstas no estudo. 

2 – Para todas amostras selecionadas para o estudo, foram detectadas 

positividade nos testes imuno-histoquímicos, tanto para as modificações de 

histonas estudadas (H3K9me3, H3K18ac, H3K9ac, H3K36me3, H4K12ac) 

assim como para o Ki-67. Quanto a morfologia do epitélio, a marsupialização 

provocou mudanças no padrão histológico em todos os casos, com pequenas 

áreas permanecendo semelhantes as amostras iniciais. 

3 – Ao avaliar comparativamente os padrões de reatividade imuno-

histoquímica da lesão, apenas H3K9me3 apresentou uma redução 

estatisticamente significativa nas amostras finais indiferenciadas em relação as 

amostras iniciais. A queda dos níveis de H3K9me3 sugerem que neste epitélio 

alterado há uma perda da capacidade de manutenção da heterocromatina com 

perda da identidade celular e uma redução na capacidade de resposta a danos 

no DNA. Essas hipóteses corroboram com o comportamento da lesão após a 

marsupialização que perde a sua força de crescimento, regride de tamanho e 

passa a se comportar de forma mais semelhante a mucosa normal.  Os 

resultados obtidos a partir da correlação entre Ki-67 e as modificações de 

histonas estudadas mostrou que a proliferação observada no QO pode estar 

relacionada a ação destas proteínas. 
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