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RESUMO

O ceratocisto odontogénico (CO) apresenta potencial infiltrativo, elevada recorréncia e
mutacdes no gene supressor de tumor PTCH1, além da capacidade de associacdo a
sindrome de Gorlin-Goltz, sendo os COs sindrémicos potencialmente mais agressivos. Tais
caracteristicas tem influenciado a busca de informacdes sobre a etiopatogénese desta lesdo,
por meio de marcadores proteicos e moleculares que visem melhorar o entendimento do
seu comportamento bioldgico, porém ainda ha muito a ser esclarecido. A quimiocina
CXCL12 (SDF-1) e seu receptor principal CXCR4 regulam eventos importantes na
patogénese de diversas lesGes, desde neoplasias a cistos inflamatorios. Objetivou-se
analisar a imunoexpressdo de CXCL12 e CXCR4 em COs isolados e sindrémicos. A
amostra foi constituida por 21 casos de COs isolados e 21 sindrémicos, submetida & analise
morfoldgica e imunoistoquimica das proteinas em células de 10 campos do componente
epitelial e 10 campos da cépsula fibrosa subjacente. Observou-se imunoexpressdo de
CXCL12 em celulas epiteliais de 20 COs isolados e 19 sindrémicos, com diferenca
estatisticamente significativa do IP entre as lesdes (p < 0,001), com maior expressao em
COs isolados. Foi verificada expressdao de CXCL12 em fibroblastos e células endoteliais de
todos os COs isolados e em 20 sindrémicos, com diferenca estatisticamente significativa do
IP entre os grupos (p < 0,001) e maior expressdo em COs isolados. CXCR4 foi expresso
em citoplasma e nucleo de células suprabasais epiteliais de todos os COs, com diferenca
estatisticamente significativa do IP nuclear entre COs isolados e sindrémicos (p=0,007). A
expressao citoplasmatica de CXCR4 foi observada em fibroblastos e principalmente em
células endoteliais de 90,5% dos COs sindrémicos e em todos os COs isolados. Observou-
se positividade nuclear de CXCR4 em fibroblastos e células endoteliais de 20 COs isolados
e em todos os COs sindrémicos. De acordo com o teste estatistico de Spearman, houve
correlacdo estatisticamente significativa apenas para os COs sindrémicos em epitélio, entre
0 IP da expressdo citoplasmaética e nuclear de CXCR4 (r= 0,730; p < 0,001). Na expressdo
de CXCL12 e CXCR4 em cépsula fibrosa, notou-se correlacdo estatisticamente
significativa entre o IP nuclear e citoplasmatico de CXCR4 nos COs isolados (r = 0,698; p
> 0,001) e sindroémicos (r = 0,826; p > 0,001). Os resultados sugerem que no componente
epitelial cistico, a quimiocina CXCL12 e seu receptor principal CXCR4 parecem exercer
um papel pouco significativo em relacdo a patogénese e comportamento bioldgico dos
COs. Na cépsula fibrosa, é provavel que as proteinas avaliadas possam estar implicadas em
algum mecanismo associado a patogenia e diferencas no comportamento bioldgico entre os
diferentes tipos de COs, principalmente nos eventos angiogénicos lesionais.

Palavras-chave: Cistos Odontogénicos. CXCL12. CXCR4. Sindrome do Nevo
Basocelular.
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ABSTRACT

Odontogenic keratocyst (OKC) has infiltrative potential, high recurrence and mutations in
the PTCHL1 tumor suppressor gene, besides the capacity of association to the Gorlin-Goltz
syndrome, where the syndromic OKCs are potentially more aggressive. These
characteristics have influenced the search for information on the etiopathogenesis of this
injury, through protein and molecular markers that aim to improve the understanding of its
biological behavior, but there is still much to be clarified. CXCL12 chemokine (SDF-1)
and its CXCR4 primary receptor regulate important events in the pathogenesis of various
injuries. This paper was intended to analyze the CXCL12 and CXCR4 immunoexpression
in isolated and syndromic OKCs. The sample was composed of 21 cases of isolated OKCs
and 21 syndromic OKCs, submitted to morphological and immunohistochemical analysis
of the proteins in cells of 10 fields of the epithelial component and 10 fields of the
underlying fibrous capsule. We observed CXCL12 immunoexpression in epithelial cells of
20 isolated OKCs and 19 syndromic OKCs, with a statistically significant difference in the
positivity index (Pl) among injuries (p<0.001), with greater expression in isolated OKCs.
We found CXCL12 expression in fibroblasts and endothelial cells of all isolated OKCs and
in 20 syndromic OKCs, with a statistically significant difference in Pl between groups
(p<0.001) and greater expression in isolated OKCs. CXCR4 was expressed in cytoplasm
and nucleus of suprabasal epithelial cells of all OKCs, with a statistically significant
difference in nuclear Pl between isolated and syndromic OKCs (p=0.007). We observed
the CXCR4 cytoplasmic expression in fibroblasts and, mainly, in endothelial cells of
90.5% of the syndromic OKCs and in all isolated OKCs. We observed CXCR4 nuclear
positivity in fibroblasts and endothelial cells of 20 isolated OKCs and in all syndromic
OKCs. According to Spearman’s statistical test, there was a statistically significant
correlation only for the epithelial syndromic OKCs between the Pl of the CXCR4
cytoplasmic and nuclear expressions (r=0.730; p<0.001). In the CXCL12 and CXCR4
expression in cystic capsule, we noted a statistically significant correlation between nuclear
and cytoplasmic Pl of CXCR4 in isolated (r=0.698; p> 0.001) and syndromic (r=0.826;
p>0.001) OKCs. The results suggest that, in the cystic epithelial component, CXCL12
chemokine and its CXCR4 main receptor seem to play a minor role in relation to the
pathogenesis and the biological behavior of OKCs. In the fibrous capsule, it is likely that
the evaluated proteins may be implicated in some mechanism associated with pathogenesis
and differences in the biological behavior among different types of OKCs, especially in the
angiogenic events responsible for injuries.

Keywords: Odontogenic Cysts. CXCL12. CXCR4. Basal Cell Nevus Syndrome.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Caracterizado inicialmente como um cisto de desenvolvimento, o ceratocisto
odontogénico (CO) passou por diversas reclassificagbes devido ao seu comportamento
bioldgico diferenciado, no tocante ao maior potencial infiltrativo, alta taxa de recorréncia e
alteragcdes no gene PTCH1 (TANDON, CHAUHAN, SHARMA, JAIN, 2016; SCHUCH et al,
2020). Em 2005, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) denominou-o tumor odontogénico
ceratocistico, em razdo do comportamento bioldgico peculiar, anteriormente descrito
(SPEIGHT, TAKATA, 2018). Posteriormente, foi reclassificado e enquadrado no grupo dos
cistos de desenvolvimento, ja que as evidéncias cientificas foram insuficientes para considera-
lo uma neoplasia (EL-NAGGAR et al, 2017; BORGHESI et al, 2018).

Os COs representam cerca de 10% dos cistos maxilares (ANTONOGLOU, SANDOR,
KOIDOU, PAPAGEORGIOU, 2014; KARHADE, AFSHAR, PADWA, 2019). Apresentam
predilecdo pela area de ramo e angulo mandibulares. Acometem individuos em uma faixa
etaria muito diversificada, especialmente os da terceira década e o sexo masculino € o mais
acometido (JOHNSON, GANNON, SAVAGE, BATSTONE, 2014; BILODEAU, COLLINS,
2017; SCHUCH et al, 2020). Os COs associados a sindrome de Gorlin ocorrem com maior
frequéncia em individuos mais jovens, geralmente entre a primeira e segunda décadas de vida
(ANTONOGLOU, SANDOR, KOIDOU, PAPAGEORGIOU, 2014; KARHADE, AFSHAR,
PADWA, 2019).

Quanto a histogénese, origina-se da lamina dentaria, sdo compostos por epitélio
estratificado pavimentoso paraceratinizado com distribuicdo uniforme de 5 a 8 camadas
celulares e camada superficial corrugada de paraceratina. A camada basal é constituida por
células colunares ou cuboidais dispostas em palicada, com nucleo hipercromético e areas
focais exibindo polaridade reversa. O lumen cistico contém ceratina descamada e figuras
mitéticas podem ser observadas. A interface epitélio-capsula é geralmente plana, essa na
maioria dos casos € delgada e fragil, podendo exibir cistos satélites e/ou brotamentos
epiteliais, principalmente nos COs sindrémicos. Tais caracteristicas da capsula fibrosa sdo
apontadas como provaveis causas da alta taxa de recidiva dessas lesdes (ARAGAKI, 2010;
BILODEAU, COLLINS, 2017; EL-NAGGAR et al, 2017; VIJAYARANGAN, BASKARA
PANDIAN, 2019).

Apresentam-se no geral associados a estruturas dentérias, porem, cerca de 30% das

lesbes ndo possuem vinculagdo com dentes. Seu crescimento é caracteristico, no sentido
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anteroposterior, ndo ocasionando abaulamento 6sseo em fases iniciais. Esse padrdo de
crescimento € decorrente da propagacdo lesional ocorrer no interior do espaco intramedular
(HARMON, ARRIGAN, TONER, O'KEEFFE, 2015; SCARFE, TOGHYANI, AZEVEDO,
2018). Em termos de sintomatologia, na maioria dos casos sdo assintomaticos, sendo por isso
geralmente diagnosticados em exames imaginoldgicos de rotina, com excecdo de raras
infeccdes secundarias e parestesia devido a danos nervosos (MACDONALD-JANKOWSKI,
2011; SCHUCH et al, 2020).

No tocante as caracteristicas radiograficas, usualmente, apresentam-se como imagens
radiolUcidas arredondadas, uniloculares, bem definidas, de margens escleroticas. Todavia, em
proporgdes menores podem se apresentar como imagens multiloculares. Acerca de danos a
estruturas adjacentes, ndo costumam gerar reabsor¢do radicular, porém, habitualmente
provocam deslocamentos dentarios (GUPTA, JAETLI, MOHANTY, SHARMA, 2012;
KITISUBKANCHANA et al, 2020). O crescimento anteroposterior da lesdo deve ser
observado nos exames radiograficos, pois contribui como critério para o diagndstico
diferencial com outras lesdes intradsseas, como o ameloblastoma (KITISUBKANCHANA et
al, 2020). Usualmente, exibem-se como lesdes Unicas, ndo sendo comum multiplicidade e
quando essa caracteristica é encontrada, logo, suspeita-se de sindromes, em especial a do
carcinoma nevo basocelular ou de Gorlin-Goltz (GURDAN, GELENCSER, LENGYEL,
SZALMA, 2020).

Ceratocistos sdo normalmente as primeiras manifestacdes clinicas da sindrome de
Gorlin-Goltz e possuem algumas particularidades em relagio a lesbes isoladas (GURDAN,
GELENCSER, LENGYEL, SZALMA, 2020; SILVA et al, 2020). O CO sindrémico
apresenta predilecdo pela maxila, enquanto o isolado acomete principalmente a mandibula,
seu comportamento clinico é potencialmente mais agressivo e o indice de recidiva
consideravelmente superior em relacdo as lesdes isoladas (ANTONOGLOU, SANDOR,
KOIDOU, PAPAGEORGIQU, 2014).

No que se refere ao tratamento, € indicada a enucleacdo da lesdo acompanhada de um
vasto leque de outras técnicas, como marsupializacdo, ostectomia periférica e crioterapia,
objetivando diminuir a recorréncia da lesdo e propiciar um prognostico mais favoravel
(JOHNSON, BATSTONE, SAVAGE, 2013; RIBEIRO-JUNIOR et al, 2017). Em casos mais
raros, indica-se resseccao cirurgica parcial ou completa, como tratamento secundario em
lesbes altamente recidivantes (JOHNSON, BATSTONE, SAVAGE, 2013). A abordagem
terapéutica € individualizada, baseada nas caracteristicas da lesdo, sua localizacdo e

envolvimento de estruturas adjacentes, bem como nas particularidades do portador, sendo
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controverso o estabelecimento de um padrdo ouro (RIBEIRO-JUNIOR et al, 2017;
VIJAYARANGAN, BASKARA PANDIAN, 2019).

A respeito da recidiva, o periodo critico para as lesdes recidivarem é de 5 a 7 anos.
Porém, Apajalahti et al (2011) relataram recorréncia em aproximadamente 2 anos, tendo
como justificativa o acompanhamento por exames de tomografia computadorizada, em que é
possivel verificar lesdes incipientes. Devido ao potencial de recidiva, recomenda-se a
proservacdo do paciente diagnosticado com COs isolados e sindromicos, sendo necessaria a
realizacdo de exames imaginolégicos regulares por longos periodos em casos relacionados a
sindrome e até 5 anos em casos isolados (MACDONALD-JANKOWSKI, 2011; SCARFE,
TOGHYANI, AZEVEDO, 2018).

A sindrome de Gorlin-Goltz foi caracterizada primariamente por Jarish e White no ano
de 1894, ao observarem a existéncia de multiplos carcinomas basocelulares (CBCs) em um
individuo. Em 1960, Gorlin e Goltz estabeleceram que a sindrome se trata de um disturbio
com herancga autossdmica dominante, exibindo padrdo fenotipico similar entre os portadores.
Tais autores instauraram a triade classica da sindrome, composta por multiplos COs, CBCs
abundantes e costelas bifidas (GORLIN, GOLTZ, 1960; GORLIN, 1987). Entretanto, Rayner
e colaboradores introduziram mais critérios diagnosticos, acrescentando depressédo palmo-
plantar e calcificacdo da foice cerebral (RAYNER, TOWERS, WILSON, 1977). Quanto a
prevaléncia, existem controvérsias entre alguns estudos. Ha uma variacdo de 1/50.000
individuos até 1/250.000, com discrepancia por localizacdo geografica (MACDONALD,
2015; JOHN, SCHWARTZ, 2016; GALDES, MINTOFF, CLARK, 2019).

Com relacdo a etiopatogenia, estudos genéticos indicam que se deve a mutagdes no
gene onco-supressor PTCH1, localizado no brago longo do cromossomo 9. Esse gene € um
dos integrantes da via de sinalizacdo Hedgehog, logo, sua mutacdo provoca alteracfes nessa
via, ocasionando mudancas na proliferacdo e sobrevivéncia celular, o que gera aparecimento
de lesdes (MACDONALD, 2015; MENDES-ABREU et al, 2017; GALDES, MINTOFF,
CLARK, 2019). Tal via € constituida por 3 componentes principais, Desert Hedgehog (DHH),
Indian hedgehog (IHH) e Sonic hedgehog (SHH), os quais sdo expressos em diferentes
tecidos e desempenham atividades biologicas distintas. Apos interacdo do ligante SHH com
PTCH1, o Smoothened (SMO) deixa de ser reprimido, levando a ativacdo de membros da
familia das proteinas Gli. Por conseguinte, Glil e Gli2 sdo translocadas ao ndcleo, onde
controlam a transcri¢é@o de genes alvo (CADAVID et al, 2019).

Definiram-se alguns critérios primarios e quantidade superior a 100 critérios

secundarios para auxiliar no estabelecimento do diagnostico da sindrome de Gorlin (BREE et
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al, 2014; INOUE, KUROSAKA, LEE, YAMASHIRO, 2020). Os aspectos clinicos mais
expressivos da sindrome sdo considerados critérios maiores, sendo 0s principais, a presenca
de mdaltiplos COs, CBCs, depressdes palmo-plantares, anormalidades em estruturas 0sseas e a
existéncia de um parente de primeiro grau acometido pela sindrome. J& entre os critérios
menores podemos elencar o hipertelorismo, sindactilia, macrocefalia, deformacdes em
vértebras, tumores cerebrais e manifestagdes orais, como as fissuras labiopalatais (KIMONIS,
1997; YAMAMOTO et al, 2011; MACDONALD, 2015; LAZARIDOU, KATOPODI,
DIMITRAKOPOULOS, 2015).

Assim sendo, torna-se essencial para estabelecer o diagndstico a existéncia minima de
um critério maior e comprovacdo molecular, dois critérios maiores ou um maior e dois
menores (BREE et al, 2011). Vale ressaltar a relevancia da realizacdo do diagndstico
precocemente, tendo em vista que contribuird para a reducdo da gravidade das complicacgdes
advindas das lesdes cutaneas malignas e deformagfes maxilofaciais vinculadas ao
desenvolvimento de multiplos COs (TANDON, CHAUHAN, SHARMA, JAIN, 2016;
GURDAN, GELENCSER, LENGYEL, SZALMA, 2020).

Os recursos terapéuticos disponiveis sdo incapazes de sanar a problematica provocada
pela sindrome de Gorlin, em razdo da multiplicidade e variedade das lesdes, 0 que muitas
vezes impede a execugdo de uma terapia mais efetiva. Sdo indicados procedimentos cirdrgicos
e a radioterapia também é um tratamento de escolha, em especial para os CBCs. O surgimento
modalidade terapéutica, no entanto, mais avangcos nessa area sao necessarios. Dessa forma,
fica explicitado o grau de complexidade encontrado no tratamento da referida sindrome
indicando que a ciéncia ainda tem muito a contribuir nesse sentido (BOOMS, HARTH,
SADER, GHANAATI, 2015; MENDES-ABREU et al, 2017; INOUE, KUROSAKA, LEE,
YAMASHIRO, 2020).

Apés a execucdo de um tratamento bem planejado, faz-se necessario o
acompanhamento do paciente por um longo prazo, tanto clinico quanto radiogréfico, levando
em consideracdo o indice elevado de recorréncia dos COs e CBCs. A proservacdo e
aconselhamento devem ser estendidos também aos familiares de primeiro grau, devido a
possibilidade de desenvolvimento da doenca por parte destes individuos (DE MOLON et al,
2015; FIGUEIRA et al, 2018; GURDAN, GELENCSER, LENGYEL, SZALMA, 2020).

Os COs tem sido objeto de estudo na tentativa de obter informagdes que contribuam
com o conhecimento do comportamento bioldgico diferenciado desta lesdo, dentre as outras

lesBes cisticas odontogénicas, e das particularidades clinicopatoldgicas usualmente diferentes
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entre os COs isolados e sindromicos. Nesse contexto, Nonaka et al, (2012) analisaram a
expressao de RANKL, OPG, o indice angiogénico e existéncia de miofibroblastos em COs
isolados e associados a sindrome de Gorlin, por meio da imunoistoquimica. Os autores ndo
observaram diferencas significativas na expressdo de RANKL e OPG entre essas lesdes. Na
analise do indice angiogénico e nimero de miofibroblastos, também ndo houve diferenca
significativa entre o0s grupos avaliados. Chegaram a conclusdo que os distintos
comportamentos dessas lesbes ndo estdo vinculados com a expressdao de RANKL, OPG, o
indice angiogénico e presenca de miofibroblastos.

No estudo de Monteiro et al, (2015), investigaram a expressdao de hMLH1, p63 e
MDM2 em COs isolados primarios, recorrentes e com associacdo a sindrome do carcinoma
nevo basocelular. Verificaram maior imunoexpressao de hMLH1 na camada basal de COs
primarios e de p63 e MDM2 na regido superficial do epitélio. No entanto, ndo foram
encontradas diferencas nos indices de marcacdo de hMLH1, p63 e MDMZ2 entre essas lesoes.
Os autores inferiram que ndo foi possivel relacionar a marcagdo dessas proteinas com as
diferencas bioldgicas dos COs isolados e sindrémicos, indicando possiveis efeitos isolados
destas no crescimento desses cistos.

Ja na pesquisa de Ibrahim et al, (2016), houve analise imunoistoquimica de Bcl-2,
Ciclina D1, PCNA e p53 nessas lesGes. A partir dos resultados obtidos, em que houve maior
expressdo de PCNA e menor de p53, os autores denotaram que a expressdo desses marcadores
seria Util na avaliacdo da atividade proliferativa e na diferenciacdo do comportamento clinico
de COs isolados e associados a sindrome de Gorlin-Goltz. Porém, sugeriram estudos com
amostras maiores, pois, 0 nimero reduzido de casos (13) foi uma limitacdo desse estudo,
dificultando a extrapolacédo dos resultados.

Em um estudo imunoistoquimico, Leite et al, (2017) avaliaram a imunoexpressao dos
transportadores de glicose-1 (GLUT-1) e 3 (GLUT-3), correlacionando a expressao dessas
proteinas com o indice angiogénico, em COs isolados e sindrédmicos. Apds observacdo dos
resultados foi verificada alta expressdo de GLUT-1 em ambos os COs, ja o GLUT-3
apresentou pouca marcacdo. Nao houve correlacdo da expressdo de GLUT-1 e GLUT-3 com
o indice angiogénico. Desta forma, sugere-se que a expressao dessas proteinas nao possuli
relacdo com o maior potencial de agressividade do CO sindrémico. A alta expressdo de
GLUT-1, por outro lado, poderia indicar um papel relevante dessa proteina na captagdo de
glicose pelas células dessas lesdes.

Clementino (2018) ao avaliar a imunoexpressao das galectinas -1, -3 e -7 em COs

isolados e associados a sindrome de Gorlin-Goltz, verificaram que as diferencas no
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comportamento bioldgico dessas lesdes ndo estdo relacionadas as imunoexpressdes dessas
galectinas. Inferiu que a galectina-7 pode desempenhar importantes fungbes na patogénese
dos COs, por outro lado, as galectinas -1 e -3 apresentam papel menos relevante no
desenvolvimento dessas lesoes.

No estudo de Malaguez et al (2019), houve avaliagdo da imunoexpressdo de
podoplanina em COs associados ou ndo com a sindrome de Gorlin e em cistos odontogénicos
ortoqueratinizados. A expressdo imunoistoquimica da podoplanina foi significativamente
maior nos COs, com imunorreatividade distinta entre os diferentes tipos dessa lesdo. Tais
autores concluiram que essa proteina parece desempenhar um papel importante na
proliferacdo e migracgéo celular dos COs.

Mesmo com esses antecedentes, 0s mecanismos responsaveis pelas diferencas entre 0s
COs isolados e sindromicos ainda ndo sdo completamente compreendidos, sendo escassa a
literatura referente a participacdo de quimiocinas e/ou seus receptores na etiopatogenia dessas
lesGes.

As quimiocinas sdo definidas como proteinas quimioatrativas pro-inflamatdrias,
constituidas por cerca de 70 a 80 aminoacidos, que exercem diversas funcdes. A primeira
descrita, e mais relevante, ¢é a influéncia que apresentam na quimiotaxia e ativacdo de células
inflamatorias. Entretanto, executam outras atividades bioldgicas relevantes como a formagéo
neovascular, morte celular programada, nutrigdo celular, hematopoiese e proliferacdo celular
(GUERREIRO, SANTOS-COSTA, AZEVEDO-PEREIRA, 2011; JANSSENS, STRUYF,
PROOST, 2018; DARAKHSHAN et al, 2019; WANG et al, 2020). Até entdo sdo conhecidas
cerca de 50 quimiocinas e 20 receptores distribuidos em subgrupos, conforme o nimero e
posicdo da cisteina da extremidade N-terminal, em CXC (a)), CC (B), CX3C e C, em que X ou
X3 equivale ao numero de aminoacidos e C corresponde a cisteina (DARAKHSHAN et al,
2019; MOUSAVI, 2020; TONY et al, 2020).

Para que possam ser ativadas e desempenhar suas respectivas funcdes fisiologicas e
patoldgicas, as quimiocinas requerem a presenca de receptores, 0s quais sdo acoplados a
proteina G do dominio transmembrana, sendo essa a principal via de atuacdo dos mesmos. No
entanto, também conseguem sinalizar atraves de outras vias (RAJAGOPAL, RAJAGOPAL,
LEFKOWITZ, 2010; ZHOU et al, 2018). Quanto a constituicdo, 0s receptores possuem sete
dominios transmembranares, uma regido N-terminal e uma C-terminal. Ap6s a interacdo
quimiocina/receptor sucede uma sequéncia de eventos intracelulares e as fungdes especificas
desses complexos sdo executadas (KRIKUN, 2018; JARACZ-ROS et al, 2020).
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Conforme a funcionalidade, as quimiocinas séo classificadas como homeostaticas ou
inflamatorias. As primeiras atuam na manutencdo do equilibrio do organismo e capacidade
imunoldgica, ou seja, controlando a quimiotaxia leucocitaria em atividades fisioldgicas e
ausentes de inflamacdo. As ultimas também estimulam a migracdo de células de defesa, ndo
obstante, em situacfes de agressdo tecidual e processos infecciosos, isto €, quando ha
inflamacdo. Todavia, algumas quimiocinas sdo analisadas como mistas, exercendo ambas as
funcdes citadas anteriormente (PAWIG et al, 2015; JANSSENS, STRUYF, PROOST, 2018;
DARAKHSHAN et al, 2019).

Devido ao aumento do numero de quimiocinas descobertas, tornou-se necessario o
estabelecimento de uma nomenclatura sistematica para designar essas proteinas. A
denominacdo das quimiocinas é baseada no nome da subfamilia a qual integra, CXC, CC,
CX3C e C, seguida pela letra L que significa “ligante” ¢ um namero arabico que ¢é
representativo do seu gene. Ja os receptores sdo classificados de acordo com a classe de
proteinas com as quais interagem, seguidos pela letra R oriunda de “receptor” e um niimero
arabico correspondente ao gene no qual sdo codificados (WANG et al, 2016; JARACZ-ROS
et al, 2020).

Por sua vez, o grupo CXC assim denominado por apresentar dois residuos de cisteina
intercalados por um amino&cido, do qual a quimiocina CXCL12 é integrante, constitui-se por
quimiocinas do tipo ELR+ e ELR-. Essa classificacdo é baseada na existéncia ou ndo de um
tripeptideo Glu-Leu-Arg. O grupo ELR+ frequentemente atua na neoformacdo vascular e
estimula a quimiotaxia, por outro lado o grupo ELR- inibe esses processos. No entanto, a
SDF-1 ou CXCL12 que pertence ao grupo ELR— e age com seu receptor principal CXCRA4,
promove a angiogénese, logo, uma excecdo a regra geral do seu grupo
(VANDERCAPPELLEN, VAN DAMME, STRUF, 2011; PAWIG et al, 2015; MOUSAVI,
2019; TONY et al, 2020).

A interagéo e sinalizagdo do complexo CXCL12-CXCR4 resulta no desempenho de
algumas funces fisioldgicas relevantes, atuando na hematopoiese, quimiotaxia de células
imunoldgicas, cardiogénese, neoformacdo vascular, neurogénese e no desenvolvimento de
células germinativas (NAGASAWA, 2014; YU, HAN-BO, WEN-JUN, LI, 2018). Todavia,
esse complexo atua também em processos patoldgicos, auxiliando na proliferacdo de células
neoplasicas para locais de metastase e na migracdo das mesmas em diferentes tipos de
canceres (BAE et al, 2017; JENG et al, 2017).

Os efeitos bioldgicos da quimiocina CXCL12 sdo executados apds sua interagdo com

0 CXCR4, iniciando diferentes vias de sinalizacdo intracelulares. A comunicacédo
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CXCR4/CXCL12 promove uma conformagdo tridimensional do CXCR4, ocasionando a
dissociacdo da proteina G nas subunidades a e PBy. Logo apds, diferentes subtipos da
subunidade a transmitem sinais distintos, promovem a formacdo de AMPc pela ativacdo da
enzima adenilato ciclase, consequentemente sdo ativadas as vias NF-kB, PI3K-AKT, mTOR e
p38 que regulam a sobrevivéncia, proliferacdo, quimiotaxia e a transcricdo de genes alvos.
Por sua vez, a subunidade By ativa a fosfolipase C (PLC), gerando diacilglicerol e inositol
trifosfato (IP3), que ird controlar a liberacdo de Ca2 intracelular (Figura 1) (ALVES, 2014).
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Figura 1.: Esquema das vias de sinalizacdo intracelulares do complexo CXCL12/CXCR4.
Fonte: Adaptado de Alves, 2014.

A quimiocina CXCL12, composta em média por 68 aminoacidos, foi identificada
inicialmente em células de murinos, e apresenta como fungdes primordiais a quimiotaxia de
linfécitos e monacitos, regulacdo do ciclo celular e apoptose (KARIN, 2010; NAGASAWA,
2014; GASCON et al, 2020). E expressa constitutivamente em alguns tecidos e érgéos do
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corpo como o pulmao, figado, cérebro, rim, coracdo e medula éssea. No entanto, também é
encontrada em tecidos lesionados por agentes externos, como 0s que sofrem acdo da
radioterapia e quimioterapia ou por danos provenientes de causas internas como no infarto do
miocardio, isquemia e quadros hemorréagicos (WANG et al, 2016; JENG et al, 2017; ZHANG
et al, 2017).

O receptor CXCR4 é expresso em uma gama de células estaminais, desde
granulécitos, agranulocitos até células de Langerhans. Apresenta também, significativa
expressdo em células endoteliais e células nervosas. Sua ligacao ocorre exclusivamente com o
ligante CXCL12 e dentre todos os receptores conhecidos foi o primeiro co-receptor a auxiliar
a entrada do virus HIV em células CD4+, fato esse que despertou o interesse em estudos mais
aprofundados de suas funcdes, entre as quais podemos citar a quimiotaxia, formacdo de
constituintes do plasma sanguineo e atuacdo na embriogénese (SINGH et al, 2013; WANG et
al, 2016; JENG et al, 2017; YAZDANI, MOUSAVI, MORADABADI, HASSANSHAHI,
2020).

As informacdes da literatura apontam poucas informag6es sobre a expressao e o papel
da quimiocina CXCL12 e seu receptor principal CXCR4 em lesGes cisticas odontogénicas.
No entanto, apesar da escassez de estudos sobre a expressdo desse complexo em cistos
odontogénicos de desenvolvimento, existem alguns trabalhos como o de Cavalla et al (2013)
e Fukada et al (2009), que identificaram a expressdo dessas proteinas em cistos inflamatérios.
Os quais evidenciaram a atuacdo de CXCL12 e CXCR4 na quimiotaxia celular e destruicdo
do tecido apical dessas lesdes. Baseado nessas informacgfes justifica-se pesquisar a
imunoexpressdo de tais proteinas nos COs, na busca de maiores informagfes que possam

contribuir para o entendimento do comportamento bioldgico dessas lesdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse estudo objetivou analisar a imunoexpressdo da quimiocina CXCL12 e seu

receptor CXCR4, em COs isolados e associados a sindrome de Gorlin-Goltz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar possiveis diferengas na imunoexpressdo das proteinas CXCL12 e CXCR4 em
células epiteliais e da capsula fibrosa de COs isolados e sindrémicos;

e Pesquisar se existe correlacdo estatisticamente significativa entre a imunoexpressdo
citoplasmatica de CXCL12 e citoplasmatica/nuclear de CXCR4 em células epiteliais e/ou

da cépsula fibrosa de COs isolados e sindrémicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi registrado na Plataforma Brasil e, posteriormente, submetido a
anélise pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da Paraiba (CEP-UEPB),
sendo desenvolvido posteriormente apds aprovacdo deste Comité mediante o parecer NO:
3.373.526 (ANEXO A), respeitando assim a resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de

Saude/ Ministério da Saude.

3.2 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo laboratorial, de carater descritivo e analitico, no qual foram
investigadas as caracteristicas histomorfolégicas de uma série de COs isolados e associados a
sindrome de Gorlin-Goltz, com andlise qualitativa e quantitativa da expressdo

imunoistoquimica das proteinas CXCL12 e CXCR4 nessas lesdes.

3.3 Populacéo

Dos casos registrados e diagnosticados nos Arquivos dos Laboratorios de Patologia
Oral dos Departamentos de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB)-PB e
da Universidade de Fortaleza (UNIFOR)-CE, foram selecionados espécimes de COs isolados

e associados a sindrome de Gorlin-Goltz.

3.4 Amostra

A amostra foi do tipo ndo probabilistica, intencional, baseada na quantidade de
material disponivel nos blocos parafinados, constituindo-se de 21 amostras teciduais de COs
isolados e 21 COs associados a sindrome de Gorlin-Goltz. Em todos os casos, o diagndstico
histopatologico dos COs foi realizado com base na quarta classificacdo dos cistos
odontogénicos da OMS (EL-NAGGAR et al, 2017).
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3.4.1 Critérios de inclusdo

Foram incluidos espécimes provenientes de enucleacao cirurgica, bidpsias excisional e
incisional de COs isolados e associados a sindrome de Gorlin-Goltz, cujos blocos em parafina
estavam em bom estado, continham quantidade suficiente de material para andlise e ainda
apresentaram suas respectivas fichas clinicas devidamente preenchidas, contendo a
confirmacéo do diagnostico da sindrome de Gorlin-Goltz e os dados clinicos dos pacientes. O
diagnostico da sindrome de Gorlin-Goltz foi estabelecido com base na existéncia minima de
um critério maior e comprovacdo molecular, dois critérios maiores ou um maior e dois
menores (BREE et al, 2011).

3.4.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidos os espécimes de COs isolados recorrentes.

3.5 Variaveis

Os Quadros 1 e 2, abaixo apresentados, exibem o elenco das varidveis independentes e

dependentes que foram avaliadas no presente estudo.

Quadro 1. Conjunto de variaveis independentes do estudo.

Variavel Descricéo Categorias

Classificacdo dos ceratocistos odontogénicos
Classificacdo da leséo guanto a associacdo ou ndo com a sindrome de
Gorlin-Goltz.

e |[solado
e Sindrémico

o Cisto satélite
(MYOUNG et al, 2001)
e Brotamentos epiteliais
em capsula
(LEONARDI et al, 2010)

Epitélio odontogénico em Presenca de proliferacdo de células epiteliais
capsula cistica odontogénicas na capsula cistica.
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Quadro 2. Conjunto de variaveis dependentes do estudo.

Variavel Descrigéo Categorias

o Células epiteliais

Localizacdo da Local exato predominante da  expressdo ) L
o Células mesenquimais

expressdo imunoistoquimica das proteinas avaliadas. (fibroblastos e endoteliais)
e Ambas
o Membranar (CXCL12/CXCR4)
Topografia Local ~exato predominante da  expressdo e Citoplasmética
celular da imunoistoquimica das proteinas avaliadas no (CXCL12/CXCR4)
expressao componente epitelial e conjuntivo da amostra. o Nuclear (CXCR4)
. Disposicao redominante  da  expressio * Focal
Distribuigdo da POSIC P . ¢ Difusa

imunoistoquimica das proteinas avaliadas no

expressao o b .
P componente epitelial da amostra avaliada.

3.6 Estudo imunoistoquimico

3.6.1 Método imunoistoquimico

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro preparadas
com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela
técnica baseada em polimeros de dextrano (Immunohistoprobe Plustm, Advanced Biosystems
Inc., 44 Redwood, CA, USA), utilizando os anticorpos primarios monoclonais anti-CXCL12 e
anti-CXCR4.

Para verificacdo da efetividade da técnica foram utilizados, como controle positivo
para CXCL12 e CXCR4, cortes de hiperplasia fibrosa inflamatéria oral. O controle negativo
consistiu na omissdo dos anticorpos primarios no protocolo imunoistoquimico.

A técnica seguiu o protocolo utilizado no Laboratério de Imunoistoquimica do
Departamento de Odontologia da UEPB, conforme descrito a seguir:
= Desparafinizacao: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (15 minutos cada);
= Reidratacdo em cadeia descendente de etanois:

e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);
e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);

e Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
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e Alcool etilico 80°GL (5 minutos);

= Remocédo de pigmentos formoélicos com hidroxido de amoénia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
= Lavagem em 4gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Recuperacdo antigénica (QUADRO 3);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Duas incubacdes dos cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporcdo de 1/1, para o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual (10 minutos cada);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
= Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Duas passagens em solucao de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo dos cortes com anticorpo primario, em solucdo diluente (EnVision Flex
antibody diluent, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), a 4°C em camara Umida;
= Duas passagens em solucao de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Incubacdo com anticorpo secundario (Ampliflier, Advanced Biosytems Inc., Redwood, CA,
USA), a 4°C em camara Umida (30 minutos);
= Passagens rapidas em solugdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (2 trocas);
= Incubacdo com anticorpo polimerizado a peroxidase (HRP conjugate, Advanced
Biosytems Inc., Redwood, CA, USA), a 4°C em camara imida (30 minutos);
= Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4 (5 minutos cada);
= Revelacdo da reacdo com solucdo cromégena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid-DAB+
substrate system, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (10 minutos);
— Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
— Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
= Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer, & temperatura ambiente (8 minutos);
= Lavagem em &gua corrente (10 minutos);
— Desidratacdo em alcool absoluto:

e Alcool etilico absoluto | (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto Il (5 minutos);

e Alcool etilico absoluto 111 (5 minutos);

= Trés passagens em xilol (2 minutos cada);
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= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

Quadro 3. Especificidade, clone, fabricante, dilui¢do, recuperacdo antigénica e tempo de

incubacdo dos anticorpos primarios que foram utilizados no estudo.

Especificidade Clone Fabricante Diluicéo Recu_pe:\ra_u;ao Incubacéo
antigénica
Santa Cruz Steamer, 90°C,
CXCL-12 P-159X . 1:50 30min. Citrato Overnight
Biotechnology
pH 6.0
Santa Cruz Steamer, 90°C,
CXCR-4 12G5 . 1:750 30min. Citrato | 60 minutos
Biotechnology oH 6.0

3.6.2 Analise imunoistoquimica

A analise da expressdo imunoistoquimica de CXCL12 e CXCR4 foi realizada de
forma quantitativa e qualitativa por uma examinadora previamente treinada, mediante
utilizacdo de microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE), logo em seguida ao processamento e tratamento imunoistoquimico dos cortes
histolégicos. E vélido enfatizar que foi efetuado o mascaramento das informacdes
clinicopatoldgicas dos casos, visando impossibilitar o surgimento de viéses.

Sob aumento de 100x, foram selecionados dez campos histoldgicos no revestimento e
dez campos na cépsula fibrosa imediatamente abaixo do revestimento epitelial nos COs
isolados e sindromicos. Em seguida, para todos os casos, sob aumento de 400x, cada um
destes campos foi fotomicrografado (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE). A imagem de cada campo foi capturada e salva em formato JPG. Utilizando o
software Image Processing and Analysis in Java (Image J, National Institute of Mental
Health, Bethesda, Maryland, USA), em cada campo foi realizada contagem de células
imunopositivas e negativas. Os valores obtidos em cada um destes campos foram somados,
estabelecendo-se 0 numero de células imunopositivas para as proteinas avaliadas e obtido o
indice de Positividade (IP), tanto no componente epitelial como na céapsula fibrosa, através da
férmula descrita abaixo. Os dados obtidos com essa avaliacdo foram anotados em fichas
apropriadas (APENDICE A).

ip = Numero de células positivas X 100
Total de células
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Foi considerada a topografia celular da expressdo de CXCL12, CXCR4, ou seja, a
presenca de marcacdo acastanhada/marrom membranar, citoplasmatica e/ou nuclear em
células epiteliais e da capsula fibrosa.

A distribuicdo de marcacao em células epiteliais e da capsula fibrosa, definida como a
disposicdo predominante da expressdo imunoistoquimica das proteinas nos espécimes
selecionados foi avaliada de acordo com os seguintes critérios: focal e difusa.

A localizacdo, ou seja, o local exato predominante da expressdo imunoistoquimica das
proteinas avaliadas em células epiteliais e da céapsula fibrosa foi categorizada em: células
epiteliais, células do tecido conjuntivo (fibroblastos e células endoteliais) ou ambas.

3.7 Analise estatistica

Os resultados imunoistoquimicos foram analisados com o auxilio do programa IBM
SPSS Statistics (versdo 25.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Os dados obtidos com as
analises imunoistoquimicas foram analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk, o qual
demonstrou auséncia de distribuicdo normal. Dessa forma, o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney foi utilizado para comparar as medianas dos percentuais de células imunopositivas
para CXCL12 e CXCR4, de acordo com o tipo de lesdo (COs isolados e COs sindrémicos).
CorrelacGes entre as imunoexpressoes de CXCL12 e CXCR4 foram analisadas por meio do
teste de correlacdo de Spearman. Para todos o0s testes estatisticos, foi considerado o nivel de

significancia de 5% (p < 0,05).
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4 ARTIGO

4.1 APRESENTACAO

O projeto de pesquisa ora desenvolvido foi apresentado e aprovado em qualificagdo
pelo Programa de P6s-Graduacdo em Odontologia da UEPB. Como resultado da execugéo
desse projeto, um artigo sera apresentado nesta dissertagdo: “lmunoexpressdo de
CXCL12 e CXCR4 em ceratocistos odontogénicos isolados e associados a sindrome de
Gorlin-Goltz”.

O referido artigo serd submetido ao peridédico Journal of Oral Pathology and
Medicine (ISSN:1600-0714, Fator de impacto: 2,03, Qualis Odontologia A2), cujas hormas

para submisséo de trabalhos séo apresentadas no Anexo B.
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4.2 ARTIGO A SER SUBMETIDO

Imunoexpressdo de CXCL12 e CXCR4 em ceratocistos odontogénicos isolados e
associados a sindrome de Gorlin-Goltz

Titulo breve: CXCL12 e CXCR4 em ceratocistos odontogénicos
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Abstract

Background: the odontogenic keratocyst (OKC) has differentiated clinical behavior,
genetical alterations and can be associated with Gorlin-Goltz syndrome. Isolated and
syndromic OKCs have some differences. The CXCL12 cytokine and its main receptor,
CXCR4, regulate important events in the pathogenesis of several lesions. This study aimed
to analyze the CXCL12/CXCR4 immunoexpression in 21 isolated and 21 syndromic
OKCs. Methods: the immunoexpression of the proteins was analyzed in epithelium and
fibrous capsule of 10 fields with greater immunostaining. Results: the CXCL12
immunoexpression was observed in epithelial cells of 20 isolated OKCs and in 19
syndromic, with statistically significant difference between the lesions. CXCL12
immunoexpression was observed in endothelial cells and fibroblasts in all isolated OKCs
and in 20 syndromic OKCs, with greater expression in the former. Citoplasmic and nuclear
CXCR4 expression was observed in epithelium of all OKCs, with a statistically significant
difference in the nuclear Pl. The cytoplasmic and nuclear expression of CXCR4 in the
fibrous capsule was predominant in the endothelial cells of most syndromic and isolated
OKCs. There was a statistically significant correlation for syndromic OKCs, between the
nuclear and cytoplasmic Pl of CXCR4 in epithelium and fibrous capsule. Conclusion: it
was concluded that probably in the epithelial cells of OKCs, the CXCL12 and CXCR4
seem to play a minor role in relation to the pathogenesis and biological behavior of OKCs.
In the fibrous capsule, it is likely that the proteins evaluated may be involved in the
pathogenesis and in the different biological behavior of the OKCs.

Keywords: Odontogenic Cysts. CXCL12. CXCR4. Basal Cell Nevus Syndrome.
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Introducéo

Classificado como cisto de desenvolvimento por Philipsen, em 1956, o ceratocisto
odontogénico (CO) apresenta comportamento clinico agressivo, alto indice de recidiva e
possibilidade de associagdo com a sindrome de Gorlin-Goltz ou do carcinoma nevo
basocelular!. Em razdo do comportamento clinico distinto e de mutacdes no gene supressor de
tumor patched (PTCH1), passou por diversas reclassificacdes pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), voltando a denominacdo de CO em 2017, devido a escassas evidéncias
cientificas que apoiassem a origem neoplasica dessa lesdo.>2 A sindrome de Gorlin-Goltz, a
qual o CO pode esta associado, € uma desordem de carater autossdmico dominante,
identificada pela presenca de mdaltiplos COs, carcinomas basocelulares (CBC) abundantes
distribuidos pelo corpo, deformagcdes Osseas, entre outras alteragdes.*>%7

Diversas proteinas relacionadas a apoptose, ciclo celular, nutricdo celular e também
genes supressores tumorais, tém sido analisados no intuito de pesquisar informacdes que
tentem explicar as diferencas de comportamento bioldgico entre os COs isolados e
sindromicos.®°1%1 No entanto, ainda persistem lacunas a ser esclarecidas,®%! sendo
necessario o desenvolvimento de mais estudos visando elucidar peculiaridades no tocante a
cistos odontogénicos.

As quimiocinas constituem uma familia de quimioatraentes pro-inflamatorios.'?
Além disso, exercem outras fungdes bioldgicas que contribuem na patogenia de lesdes, como
neovascularizagdo, sobrevivéncia, migracdo, apoptose e aumento da capacidade infiltrativa.*
15 S50 conhecidas cerca de 50 quimiocinas e 20 receptores.®1” A quimiocina CXCL12 ou
SDF-1 (Fator-1 derivado de células do estroma), como também é conhecida, pertence ao
grupo ELR— (auséncia do tripeptideo Glu-Leu-Arg na por¢do N-terminal), atuando com seu
receptor principal CXCR4. O complexo CXCL12/CXCR4 é estudado em diferentes tipos de
neoplasias, cistos e outras alteragdes.*

Baseado no exposto anteriormente, considerando o crescente interesse no estudo da
interacdo quimiocinas/receptores e sua contribuicdo em processos importantes na
etiopatogenia de varias lesdes, mostra-se relevante analisar a expressao das proteinas
CXCL12 e CXCR4 em COs isolados e sindromicos. Objetivando determinar se existem
diferencas na imunoexpressdo dessas proteinas entre tais lesdes. Visto que subsidiaria o
esclarecimento de diferencas bioldgicas que influenciam o comportamento distinto dos COs,
com consequente desenvolvimento de estratégias terapéuticas e melhor compreensdo de

marcadores de prognostico.
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Material e métodos
Espécimes

A amostra foi ndo probabilistica, intencional, constituida por 21 amostras teciduais de
COs isolados e 21 COs associados a sindrome de Gorlin-Goltz, registrados e diagnosticados
nos Arquivos dos Laboratorios de Patologia Oral dos Departamentos de Odontologia da
UEPB-PB e da UNIFOR-CE. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da UEPB (Parecer: 3.373.526). Em todos os casos, o diagnostico
histopatologico dos COs foi realizado com base na quarta classificagdo dos cistos
odontogénicos da OMS.?

Foram incluidos espécimes provenientes de enucleacéo cirdrgica, biopsias excisional e
incisional de COs isolados e sindrémicos, inflamados ou ndo, cujos blocos em parafina
estavam em bom estado, continham quantidade suficiente de material e com as fichas clinicas
devidamente preenchidas, apresentando a confirmacdo do diagndstico da sindrome de Gorlin
e os dados clinicos dos pacientes. Foram excluidos os espécimes de COs isolados recorrentes.
O diagndstico da sindrome de Gorlin-Goltz foi estabelecido com base na existéncia minima
de um critério maior e comprovagdo molecular, dois critérios maiores ou um maior e dois

menores.t®

Imunoistoquimica

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida
a cortes com 3um de espessura, os quais foram estendidos em laminas de vidro preparadas
com adesivo a base de organosilano (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela
técnica baseada em polimeros de dextrano (Immunohistoprobe Plus™, Advanced Biosystems
Inc., 44 Hedwood, CA, USA), utilizando os anticorpos primarios policlonais anti-CXCL12
(clone P-159X, Santa Cruz Biotechnology, diluicdo 1:50, recuperagdo antigénica Steamer,
90°C, 30 min., citrato/pH 6.0 e incubacdo overnight) e anti-CXCR4 (clone 12G5, Santa Cruz
Biotechnology, diluicdo 1:750, recuperacdo antigénica Steamer, 90°C, 30min., citrato/pH 6.0
e incubacdo 60min.). A atividade da peroxidase foi visualizada atraves da imersdo dos cortes
em diaminobenzidina (Liquid DAB+ substrate system, Dako North America Inc., Carpinteria,
CA, USA), resultando em um produto de reacdo de coloracdo acastanhada. Finalmente, os
cortes teciduais foram contracorados com hematoxilina de Mayer, desidratados e montados

com laminula. O controle positivo para CXCL12 e CXCR4 foi realizado com cortes de
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hiperplasia fibrosa inflamatoria oral e o controle negativo consistiu na omisséo dos anticorpos

primarios no protocolo descrito anteriormente.

Anélise imunoistoquimica

A analise da expressdo imunoistoquimica de CXCL12 e CXCR4 foi realizada de
forma quantitativa por uma examinadora previamente treinada, mediante utilizacdo de
microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), logo
em seguida ao processamento e tratamento imunoistoquimico dos cortes histoldgicos. E
vélido enfatizar que foi efetuado o mascaramento das informagdes clinicas dos casos, visando
impossibilitar o surgimento de viéses. Foi pesquisada a imunoexpressdo citoplasmatica e/ou
nuclear das proteinas avaliadas em células do componente epitelial e da capsula fibrosa
(fibroblastos e células endoteliais).

Sob aumento de 100x, foram selecionados dez campos aleatérios no revestimento
epitelial e dez campos na capsula fibrosa imediatamente subjacente ao revestimento nos COs
isolados e sindrébmicos. Para todos os casos, sob aumento de 400x, cada um dos campos foi
fotomicrografado (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE). A
imagem de cada campo foi capturada e salva em formato JPG. Utilizando o software Image
Processing and Analysis in Java (Image J, National Institute of Mental Health, Bethesda,
Maryland, USA), em cada campo foi realizada contagem de células imunopositivas e
negativas, tanto no componente epitelial como na capsula fibrosa. Os valores obtidos em cada
um destes campos foram somados, estabelecendo-se o niumero de células imunopositivas para
as proteinas avaliadas e obtido o Indice de Positividade (IP), dividindo o nimero de células
positivas pelo total de células contadas e multiplicado por 100.

Analise estatistica

Os resultados imunoistoquimicos foram analisados com o auxilio do programa IBM
SPSS Statistics (versdo 25.0; IBM Corp., Armonk, NY, USA). Os dados obtidos foram
analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk, o qual demonstrou auséncia de distribuicao
normal. Dessa forma, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar
as medianas dos percentuais de células imunopositivas para CXCL12 e CXCR4, de acordo
com o tipo de leséo (COs isolados e COs sindromicos). Correlagdes entre as imunoexpressoes
de CXCL12 e CXCR4 foram analisadas por meio do teste de correlacdo de Spearman. Para

todos os testes estatisticos, foi considerado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).



52

Resultados
Analises imunoistoquimica
Imunoexpressdo de CXCL12

Foi observada imunopositividade citoplasmatica  distribuida de forma
predominantemente focal em células do componente epitelial, principalmente nas camadas
suprabasais, em 20 casos dos COs isolados (95,2%; mediana: 10,48; variagdo: 0,00% —
76,33%) e em 19 de COs sindrémicos (90,5%; mediana: 0,84; variagdo: 0,00% — 7,71%)
avaliados nesse estudo (Figura 1-A,B). Através dos resultados obtidos pelo teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney, foi revelado percentual maior da imunoexpressao de CXCL12
em COs isolados em comparagdo com os COs sindrémicos (p < 0,001) (Figura 2-A).

Com relacdo a imunoexpressdo da quimiocina CXCL12 em células da céapsula fibrosa,
notou-se positividade em 21 casos nos COs isolados (100%; mediana: 17,29; variacao: 1,28%
— 41,54%) e em 20 casos de COs sindrémicos (95,2%; mediana: 3,79; variacdo: 0,00% —
22,85%). A analise, mediante o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, mostrou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,001), com maior imunoexpressao de
CXCL12 em COs isolados (Tabela 1).

Imunoexpresséo de CXCR4

A expressdo imunoistoquimica do receptor CXCR4 foi detectada predominantemente
difusa, em citoplasma de células epiteliais suprabasais de 100% dos COs isolados (mediana:
0,36; variagdo: 0,06% — 96,10%) e sindrémicos (mediana: 39,60; variagdo: 0,61% — 98,39%)
analisados no presente estudo (Tabela 1). N&do houve diferenca estatisticamente significativa
na expressao de CXCR4 em citoplasma de células epiteliais de COs isolados e sindrémicos (p
= 0,080), no entanto, os casos isolados exibiram uma mediana menor do percentual de
imunoexpressdo desse receptor de quimiocina (Figura 2-B).

A imunopositividade nuclear do receptor CXCR4 foi observada com distribuicdo
prevalentemente focal, nas camadas suprabasais do epitélio em todos os casos de COs
isolados (100%; mediana: 48,75; variacao: 9,99% — 79,68%) e sindrdmicos (100%; mediana:
13,79; variacdo: 0,34% - 89,30%) (Figura 1-C,D). Notou-se diferenca estatisticamente
significativa entre as lesbes (p = 0,007), sendo o maior percentual de imunomarcacdo em COs
isolados (Tabela 1, Figura 2-C).

Quanto a expressdo imunoistoquimica citoplasmatica de CXCR4 em células da
capsula fibrosa, esta ocorreu de forma focal, especialmente em células endoteliais (Figura 1-

E,F). Verificou-se positividade em 100% dos casos de COs isolados (mediana: 3,17; variacao:
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00,15% — 76,10%) e em 90,5% dos casos associados a sindrome de Gorlin-Goltz (mediana:
5,58; variacdo: 0,00% — 39,89%). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os casos
isolados e sindrémicos (p = 0,352), com maior mediana do percentual de imunomarcacédo
para os COs sindromicos (Figura 2-B).

A respeito da imunoexpressdo nuclear do receptor CXCR4 em células da cépsula
fibrosa, a positividade da expressdo foi observada principalmente em células do endotélio, de
forma predominantemente focal, em todos os casos sindrémicos (100%; mediana: 11,95;
variacgdo: 0,73% — 57,33%) e em 20 casos dos COs isolados (95,2%; mediana: 3,54; variagéo:
0,00% — 63,40) (Figura 1). Notou-se distribuicdo focal da marcagdo imunoistoquimica e ndo
foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tipos de COs (p =
0,054), com maior mediana do percentual de imunomarcacdo em COs sindrdmicos (Tabela 1,
Figura 2-C).

Correlagao entre as imunoexpressoes de CXCL12 e CXCR4

De acordo com o teste estatistico de Spearman, ndo houve correlacdo estatisticamente
significativa do IP de expressdo citoplasmatica de CXCL12 com o IP de expressdo
citoplasmatica ou nuclear de CXCR4 em células epiteliais de COs isolados. Para os COs
sindromicos, observou-se correlagdo positiva estatisticamente significativa do IP da expressédo
citoplasmatica do CXCR4 com o IP de expressdo nuclear desse receptor (r = 0,730; p <
0,001) em epitélio (Tabela 2). Na capsula fibrosa verificou-se correlacdo estatisticamente
significativa entre IP citoplasmatico e nuclear de imunopositividade para CXCR4 (r = 0,698;
p < 0,001) nos COs isolados e 0 mesmo foi observado nos COs sindromicos, com valor de (r
= 0,826; p < 0,001). Verificou-se cisto satélite e brotamento epitelial em céapsula fibrosa de

apenas um caso de CO sindrémico.

Discussao

As particularidades do comportamento biolégico dos COs isolados e sindrémicos, o
maior potencial de agressividade destes ultimos, seu alto indice de recidiva e maior
capacidade de inflitragdo constituem assuntos intrigantes para a pesquisa cientifica.®® Nesse
contexto, tém sido analisadas as expressfes de algumas proteinas relacionadas a apoptose,
ciclo celular, nutricdo celular e também genes supressores tumorais, que sustentam diferencas

bioldgicas entre essas lesdes.81911-20 No entanto, evidéncias cientificas que justifiquem os
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distintos comportamentos bioldgicos e etiopatogénicos entre os COs isolados e sindrémicos
ainda sdo insuficientes,10-11-20

A atuacdo das quimiocinas e seus respectivos receptores tem se apresentado como alvo
de intensa investigacao cientifica nos ultimos tempos, levando em consideracdo a acao dessas
proteinas na patogénese de diversas lesdes.'>?122-2324 Nesse contexto, verifica-se a expresso
da quimiocina CXCL12 e seu receptor CXCR4 em relacdo a maior agressividade em lesoes
neoplasicas,?®2 no entanto, observa-se escassez de informacdes sobre a agdo dessas proteinas
na etiopatogenia de COs.

Nesta pesquisa, 0 baixo percentual de imunoexpressdo de CXCL12 em células
epiteliais na maioria da amostra avaliada, especialmente nos COs sindromicos, pode sugerir
que essa quimiocina possivelmente ndo exerca funcdo preponderante na patogénese e
comportamento bioldgico mais agressivo dos COs associados a sindrome. Tais achados
destoam do que é relatado para lesdes neopléasicas, as quais apresentam maior expressao dessa
proteina quando a lesdo é considerada mais agressiva.?>2°

Os achados desta pesquisa antes citados, somados a baixa imunoexpressdo de CXCR4
observada na maioria da amostra avaliada e a auséncia de correlacdo entre a imunoexpressao
de CXCL12 e a expressdao citoplasmatica/nuclear de CXCR4, levam a sugerir que
possivelmente tal quimiocina nédo estivesse interagindo isoladamente com seu receptor
principal, 0 CXCR4. No revestimento epitelial, as medianas de positividade citoplasmatica
de CXCR4, nos COs sindrémicos, e nuclear de CXCR4, nos COs isolados, apresentaram
valores consideraveis. Desta forma, ndo se poderia descartar uma potencial participacdo na
patogenia dos COs.

Existem receptores de quimiocinas atipicos (ACKRs), 0s quais ndo ativam cascatas
classicas de sinalizacdo dependentes da proteina G mediante interagdo com o ligante. Em vez
disso, a ligacdo desses receptores as quimiocinas pode induzir a rapida internalizacdo e
degradacdo destas, atuando, portanto como eliminadores de quimiocinas e exercendo um
papel na remodelagio, manutencéo e resolugdo do gradiente de quimiocinas.?’-28-29-30-31 Nesse
contexto, relata-se que CXCL12 pode interagir com o seu receptor alternativo, 0 CXCR?7,
também conhecido como ACKR3, ou através de heterodimeros formados entre
CXCR4/CXCR7.1321-32:33-34 9 CXCR7 também interage com a quimiocina inflamatoria
altamente regulada CXCL11 (I-TAC). Por ser incapaz de aumentar as respostas da proteina G
na maioria dos tipos celulares, a ligacdo da proteina ao CXCR7 induz a parada na resposta a

sinalizago e a rapida degradacéo da quimiocina CXCL12,27-28-29-30-31



55

Em relacdo & interacdo entre CXCL12 e CXCR7, sugere-se que de tal comunicagdo
pode ocorrer a internalizacdo dessa quimiocina no citoplasma celular e sua degradacdo. Apds
interacdo de CXCL12 com o receptor CXCR?7, este é ativado por essa quimiocina para induzir
sinalizagdo intracelular e impulsionar a relocalizagdo de [-arrestinas, findando na
internalizacdo e degradacdo da quimiocina.*®*% A eliminacdo de CXCL12 parece ser
impulsionada pela rapida taxa de degradacdo de uma fracdo relativamente pequena da
quimiocina, ligada a altos niveis de expressdo de CXCR7. Sendo assim, destaca-se a
relevancia bioldgica da afinidade de CXCL12 pelo CXCR7.%

Os menores IPs de CXCL12 foram observados nos COs sindromicos. Essas lesdes, no
entanto, também exibiram os maiores IPs para CXCR4 em citoplasma. Baseado no antes
exposto, o resultado do presente estudo sobre o menor IP de CXCL12 em epitélio poderia ser
decorrente da interacdo dessa quimiocina com o receptor atipico CXCR7, na superficie
celular. Provavelmente CXCL12 estivesse sendo rapidamente internalizada na célula e
sofrendo degradagdo, porém como este receptor nao foi avaliado neste estudo, o assunto é um
tema interessante para posterior pesquisa.

O achado da maior imunoexpresséo de CXCL12 em células endoteliais,
principalmente em COs sindrémicos, assemelha-se as informagdes encontradas na literatura
para outras lesdes.323337-38 Tajs resultados podem indicar que na capsula fibrosa de COs
sindrémicos, essa proteina talvez desempenhe alguma fungdo relevante na sua patogénese.
Ressalta-se a importancia de células da capsula fibrosa e as diversas interacbes entre as
mesmas na patogenia de lesdes cisticas, principalmente nos COs. Pois, nessas lesdes o
componente epitelial parece ser biologicamente muito ativo, e hipoteticamente, precisaria do
suporte continuo do componente mesenquimal, neste caso, através do fornecimento de
nutrientes e oxigénio dependentes da angiogénese.

E importante destacar os resultados antes citados, uma vez que relata-se a expressio da
quimiocina CXCL12 no tocante a modulagdo de fendmenos vasculares, principalmente na
angiogénese em lesdes.323%3738 Além de interagir com os receptores CXCR4 e CXCR?7,
CXCL12 exerce suas funcdes comunicando-se com glicosaminoglicanos, a exemplo da
heparina, dessa interacdo resultam a quimiotaxia celular e eventos vasculares. A interacdo de
CXCL12 com os receptores CXCR4 e/ou CXCR7 associados a membrana de células
endoteliais é responsavel pelo recrutamento, ativacdo e migragdo destas. O que resulta no
acionamento de cascatas de sinalizacdo, as quais incluem proteinas quinases ativadas por
mitogénio (MAPKS), as vias PISBK/AKT e NF-kB, inclusive com a mediagdo da proteina

MTORC?2, e consequentemente, desempenhando um papel importante na angiogénese em
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lesOes.12394041 Talvez a expressdo das proteinas avaliadas em células endoteliais, seja
importante para a manutencdo da angiogénese e consequente suprimento de nutrientes e
oxigénio, necessarios para garantir a sobrevida das células epiteliais do limitante cistico.

Foi realizada andlise imunoistoquimica da quimiocina CXCL12 e seu receptor
candnico CXCR4 em carcinomas orais, identificando padrdes distintos de expressdo dessas
proteinas, com destaque para a superexpressdao de CXCR4 em células epiteliais tumorais,
especialmente em citoplasma e membrana celular.® Resultados semelhantes foram
observados por Meng et al (2010)*2, com maior imunoexpressdo citoplasmatica de CXCR4
em carcinomas de células escamosas (CCEs). Estas observagBes apresentam-se em
consonancia com informacGes do presente estudo, com COs sindromicos exibindo maior
expressao citoplasmatica epitelial de CXCRA4.

Mediante essas informacoes e levando em consideracdo que nos COs sindrémicos foi
identificada forte correlacdo positiva estatisticamente significativa entre as expressoes
citoplasmatica e nuclear de CXCR4 em epitélio, enquanto, nas lesBes isoladas ndo houve
nenhuma correlacdo significativa entres os IPs epiteliais, é reforcada a idéia de possiveis
diferencas biologicas entre estas lesdes cisticas. O que poderia indicar alguma atuacdo desse
receptor na patogenia e comportamento biolégico de COs sindrémicos.

Verificou-se predominante imunoexpressdao do receptor CXCR4 em citoplasma de
células suprabasais epiteliais da amostra deste estudo. Informacgdes da literatura relatam
interacdo desse receptor com a quimiocina CXCL12 promovendo a sobrevivéncia celular,
através da ativacio das cascatas PI3 e MAP.* Além de informagbes demonstrando que as
camadas epiteliais suprabasais dos COs podem atuar na manutencio da sobrevida celular .** A
partir do exposto sugere-se que 0s achados desse estudo possam indicar alguma acdo dessas
proteinas na manutencdo da viabilidade celular, em camadas suprabasais dos COs e
consequentemente, alguma funcdo na manutencdo da integridade do revestimento cistico e
possiveis implicagdes na expansdo da lesdo.

N&o sdo encontrados estudos na literatura sobre a imunoexpressdo de CXCL12 e
CXCR4 em células epiteliais e da capsula fibrosa em COs. Todavia, Xia et al (2012),%
embora tenham analisado amostras de outros tipos teciduais para a imunorreatividade de
CXCL12/CXCR4, verificaram expressdao dessas proteinas em células endoteliais na lamina
prépria e submucosa de tecidos orais displasicos e neoplésicos. Evidenciando que essas
proteinas desempenham funcGes importantes na progressao neoplasica. Considerando a maior
expressao citoplasmatica e nuclear de CXCR4 em células endoteliais da capsula fibrosa, na

maioria dos casos de COs sindrémicos, reforcar-se a possivel atuacdo do complexo
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CXCL12/CXCR4 na neoformacao vascular, importante para a patogenia de COs.33233 Esses
resultados, somados a verificacdo de correlacao positiva estatisticamente significativa entre o
IP citoplasmatico e nuclear de CXCR4 em ceélulas da cépsula fibrosa, nos COs isolados (r =
0,698; p > 0,001) e sindrébmicos (r = 0,826; p > 0,001), poderia indicar uma provavel
participacdo de CXCR4 na patogénese dos COs, porém, apesar da existéncia da correlacao,
em especial nos sindrémicos, a expressao de CXCL12/CXCR4 foi baixa.

Existem duas variantes do receptor CXCR4, CXCR4-A e CXCR4-B, sendo esta
altima mais expressa. Ndo ha consenso sobre as diferentes atividades bioldgicas dessas
variantes, com um estudo relatando atividade igual e outro evidenciando atividade reduzida
para CXCR4-A.“*" A imunopositividade nuclear do receptor CXCR4, foi verificada
principalmente em células suprabasais epiteliais da amostra, porém com mediana
relativamente varidvel do percentual de imunoexpressdao, com destaque para o menor IP
nuclear desse receptor em COs sindrémicos. Poderia sugerir-se, que tal proteina ndo guarde
relacdo com as diferencas no comportamento bioldgico entre os diferentes COs. Nesse
contexto, haveria possibilidade que CXCL12 interaja com diferentes variantes de CXCR4
nessas lesdes ou que a quimiocina CXCL12 sofra modificacdo no seu dominio N-terminal
através de processamento proteolitico. Tornando-se truncada e passando a atuar como
antagonista do receptor CXCR4 nas lesdes sindromicas, o que provavelmente ndo ocorre nos
COs isolados. 64

Por outro lado, € importante lembrar que 0 CXCR4 pode formar heterodimeros com o
CXCR?7, havendo regulacdo da distribuicdo subcelular e transducdo de sinal do CXCR4.35-%
Além disso, com o fato que CXCR7 degrada CXCL12 para evitar superestimulacdo e
degradacio do CXCR4,*® ha uma remota possibilidade que na amostra avaliada devido a
alteracdes moleculares na lesdo, 0 CXCR4 esteja sendo regulado negativamente ou degradado
e portanto pouco expresso em nucleo dos COs sindrémicos e citoplasma de COs isolados.

Apesar da caréncia de estudos sobre a expressdo de CXCL12/CXCR4 nos cistos
odontogénicos de desenvolvimento, existem trabalhos relacionados com a expressdo desse
complexo em cistos inflamatérios, que embora possuam etiologia distinta, essas lesdes
guardam alguma similaridade. A exemplo dos estudos de Cavalla et al (2013)* e Fukada et al
(2009),% os quais identificaram a expressdo de CXCL12/CXCR4 em cistos inflamatorios,
evidenciando a atuacdo dessas proteinas na quimiotaxia de células inflamatorias e destruicdo
do tecido apical em cistos odontogénicos.

Alguns estudos vem mostrando imunoexpressdo dessas proteinas em CCEs, a exemplo

do trabalho de Knopf et al (2017),>! que notaram maior expressdo dessas proteinas em areas
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de mestastase, quando comparadas a amostras de tumor primario. O que reforca a relagdo
entre a expressdo de CXCL12/CXCR4 com a maior agressivade de lesbes. Todavia, no
presente estudo ndo foi possivel determinar associacdo das proteinas avaliadas com o
potencial mais agressivo dos COs sindromicos, visto a diversidade da expressao
imunoistoquimica do complexo CXCL12/CXCR4 encontrada nessas lesdes. A baixa
expressao na maioria dos casos refletiu um papel diferenciado dessas proteinas nos COS
isolados e sindrébmicos. No entanto, pelo seu ineditismo, destaca-se a importancia deste
trabalho como o primeiro em avaliar a imunoexpressdo de CXCL12 e CXCR4 em COs, este
poderd servir de embasamento para estudos futuros e nortear caminhos que venham a
esclarecer os diferentes comportamentos dos COs.

Em suma, os achados do presente estudo sugerem que nos COs isolados e associados a
sindrome de Gorlin-Goltz, no componente epitelial, a quimiocina CXCL12 e seu receptor
principal parecem ndo exercer alguma funcéo ou talvez apenas um papel pouco significativo
em relacdo a patogénese e comportamento bioldgico dessas lesbes. Na capsula fibrosa é
provavel que as proteinas avaliadas possam estar implicadas na patogenia e diferencas do
comportamento biologico dos diferentes tipos de COs, principalmente nos eventos
angiogénicos lesionais.

Estudos subsequentes sdo necessarios para avaliar a interacdo de CXCL12 com o
receptor alternativo CXCR7 e/ou dimeros CXCR4/CXCR7, para confirmar ou descartar a
atuacdo do eixo CXCL12/CXCR4/CXCR7 nos COs.
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Tabela 1. Dados descritivos do indice de positividade (IP) de CXCL12 e CXCR4 em células epiteliais e da capsula fibrosa de COs isolados e

sindrdmicos. Campina Grande — PB, 2020.

CXCL12 CXCR4
Citoplasma Citoplasma Nucleo
CERATOCISTOS
ODONTOGENICOS
Mediana (Qzs - Qrs) p Mediana (Qazs - Q7s) p Mediana (Qazs - Q7s) p Total n (%)
ISOLADOS
(células epiteliais) 10,48 (1,71-34,56) 00,36 (00,14 - 75,62) 48,75 (30,55-8,75) 21(100%)
SINDROMICOS <0,001 0,080 0,007
(células epiteliais) 00,84 (00,84-2,20) 39,60 (14,07-67,35) 13,79 (2,68-51,10) 21(100%)
ISOLADOS
(células da capsula fibrosa) 17,29 (6,59-25,24) 03,17 (00,65-7,10) 03,54 (2,95-14,74) 21(100%)
A <0,001 0,352 0,054
SINDROMICOS
(células da capsula fibrosa) 03,79 (1,44-9,24) 5,58 (00,69-13,56) 11,95 (6,76-17,45) 21(100%)

COs: ceratocistos odontogénicos.
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Tabela 02. Correlacdo do indice de positividade (IP) de CXCL12 e CXCR4 em epitélio de COs isolados e sindromicos. Campina Grande - PB,2020.

CERATOCISTOS ODONTOGENICOS

ISOLADOS SINDROMICOS
CORRELAGOES CXCL12/ CXCR4 , CXCL12/ CXCR4 ,
EPITELIO ciTopLAsMA ~ CXCRAINUCLED  ppirg 10 CIToPLASMA ~ CXCR4/NUCLEO
r p r p r Y r Y r p r p
OXCL12/CITOPLASMA 1000 - ©0314 0,166  -0,068 0,769 1000 - 0175 0449  -0110 0,636
OXCRA/CITOPLASMA  -0314 0166 1000  --eenme 0159 0491  -0,175 0449 1000 oo 0730 <0001
-0068 0769 0159 0491 1,000 e 0110 0636 0730 <0001 1000 e

CXCR4 / NUCLEO

COs: ceratocistos odontogénicos.
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Figura 1. A. Expresséo epitelial de CXCL12 em CO isolado; B. Expresséo epitelial de CXCL12 em
CO sindrémico; C. Expressao epitelial (nuclear) de CXCR4 em CO isolado; D. Expressdo epitelial
(citoplasmética) de CXCR4 em CO sindromico; E. Expressdo de CXCR4 em células endoteliais e
fibroblastos de CO isolado e F. Expressdo de CXCR4 em céulas endoteliais de CO sindrébmico
(Reveal, 400 x).
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Figura 02. BoxPlots relativos aos percentuais de células epiteliais e fibroblastos/células endoteliais imunopositivas aos anticorpos anti-
CXCL12 (citoplasma de células epiteliais e fibroblastos/células endoteliais [A]) e anti-CXCR4 (citoplasma de células epiteliais e

fibroblastos/células endoteliais [B] e nucleo [C]) em COs isolados e sindrémicos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diversas investigacdes cientificas tem objetivado esclarecer os diferentes mecanismos
patologicos relacionados ao desenvolvimento dos COs, que justifiguem o comportamento
bioldgico diferenciado entre as lesdes isoladas e as associadas a sindrome de Gorlin-Goltz. O
presente estudo demonstrou que a expressao imunoistoquimica da quimiocina CXCL12 em
COs isolados e sindrémicos foi pouco significativa, com distribuicdo focal, principalmente
em células das camadas suprabasais do limitante epitelial. Quanto a expressao
imunoistoquimica do receptor CXCR4, esta foi detectada predominantemente focal em
citoplasma e nucleo de células epiteliais suprabasais em todos os COs isolados e sindrémicos.

Mediante os resultados obtidos, nas células do limitante epitelial, a quimiocina
CXCL12 e o receptor CXCR4 talvez exercam um papel pouco significativo em relacdo a
patogénese e comportamento biolégico de COs. Na cépsula fibrosa, é provavel que as
proteinas avaliadas possam estar implicadas em algum mecanismo associado a patogenia e
diferencas no comportamento biologico dos diferentes tipos de COs, potencialmente nos
eventos angiogénicos.

Baseado nesses resultados e nas informagOes da literatura que apontam que COs
isolados e sindrémicos apresentam comportamento biolégico diferente e embora em
neoplasias a expressdo de CXCL12 tenha sido associada a lesGes mais agressivas, 0S
resultados sugerem que provavelmente nos COs, principalmente nos sindrémicos, essa
quimiocina ndo tenha participacdo preponderante na patogenia e comportamento dessas
lesGes.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DA € Plabaforms
PARAIBA - PRO-REITORIA DE V%‘ofl
POS-GRADUACAO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da pesquisa: IMUNOEXPRESSAO DE CXCL12 E CXCR4 EM CERATOCISTOS
ODONTOGENICOS ISOLADOS E ASSOCIADOS A SINDROME DE GORLIN-GOLTZ
Pesquisador: MANUEL ANTONIO GORDON-NUNEZ

Area temaética:

Versao: 1

CAAE: 14786819.5.0000.5187

Instituicdo proponente: Universidade Estadual da Paraiba-UEPB

Patrocinador principal: Universidade Estadual da Paraiba-UEPB
DADOS DO PARECER:

Numero do Parecer: 3.373.526

Apresentacéo do Projeto:

O projeto encontra-se bem elaborado, contendo resumo, revisdo da literatura e metodologia
exequivel. O titulo e os objetivos se complementam. Atendendo as exigéncias da Resolucao
466/12.

Objetivo da Pesquisa:

Esse estudo objetiva analisar a imunoexpressdo da quimiocina CXCL12 e seu receptor
CXCR4, em COs isolados e associados a sindrome de Gorlin Goltz, visando determinar se
existem diferengas da imunoexpressdo dessas proteinas entre tais lesdes e obter informac6es
que contribuam com o conhecimento do papel do complexo CXCL12/CXCR4 em
mecanismos patoldgicos relacionados ao desenvolvimento dessas lesbes e 0 seu

comportamento bioldgico.
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Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Em se tratando de uma pesquisa que realizard a coleta de dados em fichas clinicas e utilizara
laminas histologicas e espécimes biolégicos mantidos em arquivo, 0S riscos potenciais
implicados na participacdo nesta pesquisa sdo minimos. Neste contexto, deve-se considerar a
possibilidade de exposicdo dos dados pessoais dos pacientes. Este risco, no entanto, sera
minimizado pelo uso de codificacGes que garantirdo a privacidade e confidencialidade dos
dados, assegurando que ndo sejam utilizadas quaisquer indicacdes que possam identificar os
participantes da pesquisa.

Quanto aos beneficios, frente aos resultados deste estudo, serdo analisados.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto apresenta as etapas exigidas pela Plataforma Brasil, esta seguindo a Resolucéo
466/12 do MS, apresenta num texto de facil entendimento e uma sequéncia l6gica de
metodologia.

Considerac6es sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Em consonancia com o desenvolvimento da pesquisa e o solicitado pelo CEP.
Recomendacdes:

Solicitamos que concluida a pesquisa, os resultados sejam enviados em forma de relatério a
este CEP.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O projeto é viavel, estd embasado cientificamente e conforme preconiza a Resolucdo 466/12
do MS. Portanto, emitimos parecer favoravel.

Considerac6es Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Outros Termo_compromisso_coleta_dados_arquivo | 07/05/2019 | Wliana Pontes Aceito
UEPB.docx 18:49:26 .
- de Lima
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ANEXO B- Normas para submisséo de trabalhos no periddico Journal of Oral Pathology and

Medicine.

Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. Submission, 2.Aims and Scope, 3. Manuscript, Categories

and Requirements, 4. Preparing the Submission, 5. Editorial Policies and Ethical

Considerations, 6. Author Licensing, 7. Publication Process After Acceptance, 8. Post
Publication, 9. Editorial Office Contact Detalils.

1. SUBMISSION

Authors should kindly note that submission implies that the content has not been published or
submitted for publication elsewhere except as a brief abstract in the proceedings of a scientific

meeting or symposium.

Data protection

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email address,
and affiliation, and other contact details the publication might require, will be used for the
regular operations of the publication, including, when necessary, sharing with the publisher
(Wiley) and partners for production and publication. The publication and the publisher
recognize the importance of protecting the personal information collected from users in the
operation of these services, and have practices in place to ensure that steps are taken to
maintain the security, integrity, and privacy of the personal data collected and processed. You
can learn more at https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.htmi.

Preprint policy
Please find the Wiley preprint policy here.
This journal accepts articles previously published on preprint servers.

Journal of Oral Pathology & Medicine will consider for review articles previously available
as preprints. Authors may also post the submitted version of a manuscript to a preprint server
at any time. Authors are requested to update any pre-publication versions with a link to the

final published article.


https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/open-access/preprints-policy.html
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For help with submissions, please contact: JOPM.office@wiley.com

2. AIMS AND SCOPE

Journal of Oral Pathology & Medicine publishes manuscripts of high scientific quality
representing original clinical, diagnostic or experimental work in oral pathology and oral
medicine. The journal does not usually consider papers on periodontal or related diseases.
Papers advancing the science or practice of these disciplines will be welcomed, especially
those which bring new knowledge and observations from the application of techniques within
the spheres of light and electron microscopy, tissue and organ culture, immunology,

histochemistry, immunocytochemistry and molecular biology.

Review papers on topical and relevant subjects will receive a high priority and articles
requiring rapid publication because of their significance and timeliness will be included as

brief reports not exceeding three printed pages.

All submitted manuscripts falling within the overall scope of the Journal will be assessed by
suitably qualified reviewers, but manuscripts in an incorrect format will be returned to the

author without review.

3. MANUSCRIPT CATEGORIES AND REQUIREMENTS
i. Original Research Articles

Journal of Oral Pathology & Medicine welcomes Original Research Articles of high
scientific quality representing original clinical, diagnostic or experimental work in oral
pathology and oral medicine. Papers advancing the science or practice of these disciplines
will be welcomed, especially those which bring new knowledge and observations from the
application of techniques within the spheres of light and electron microscopy, tissue and

organ culture, immunology, histochemistry, immunocytochemistry and molecular biology.
Word limit: 3,000 words maximum, excluding abstract and references.

Abstract: 250 words maximum; must be structured, under the sub-headings: Background,

Methods, Results, Conclusion. Should not contain abbreviations.
References: Maximum of 30 references.

Figures/Tables: Total of no more than 6 figures and/or tables.


mailto:JOPM.office@wiley.com
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Main Text Structure: should be divided into introduction, material and methods, results and

discussion:

Introduction: should clearly state the purpose of the article. Give only strictly
pertinent references. Exhaustive literature reviews are inappropriate.

Materials and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with
the references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully eproduced.
As a condition of publication, authors are required to make materials and methods
used freely available to academic researchers for their own use. This may for example
include antibodies etc. Other supporting data sets must be made available on the
publication date from the authors directly. Please see the Editorial Policies and Ethical
Considerations section for requirements related to Clinical Trials, Experimental
Subjects and Suppliers.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and illustrations.
Do not repeat in the text all the data in the tables, illustrations, or both: emphasize or
summarize only important observations.

Discussion: Emphasize the new and important aspects of the study and conclusions
that follow from them. Do not repeat in detail data given in the Results section.
Include in the Discussion the implications of the findings and their limitations and
relate the observations to other relevant studies.

ii. Review Articles

Journal of Oral Pathology & Medicine commissions review articles and also welcomes

uninvited reviews. Reviews are subject to peer-review.

Word limit: 3,000 words maximum, excluding abstract and references.

Abstract: 250 words maximum. Should not contain abbreviations. Please choose headings

appropriate for the article.

References: Maximum of 50 references.

Figures/Tables: Total of no more than 6 figures and/or tables.

Main Text must comprise an introduction and a running text structured in a suitable way

according to the subject treated. A final section with conclusions may be added.


https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/16000714/homepage/forauthors.html#editorial
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iii. Systematic Reviews

A systematic review is a comprehensive high-level summary of primary research on a specific
research question that attempts to identify, select, synthesise and appraise all (high-quality)
evidence relevant to that question. A meta-analysis uses statistical methods to quantitatively
evaluate pooled data from single studies. Many pathological reviews are likely not to have

sufficient data on clinical outcomes to warrant a meta-analysis.

While the content of a systematic review will be partly determined by the topic and evidence,

as a minimum the review should:

o Clearly state the purpose of the review

o Determine inclusion and exclusion criteria to generate a PRISMA flowchart that
includes identification of studies, screening, eligibility and inclusion data (See Liberati
A, Altman DG, Tetzlaff J et al, The PRISMA statement for reporting systematic
reviews and meta-analyses of studies that evaluate healthcare interventions:
explanation and elaboration. BMJ 2009: 339: b2700)

o Determine the primary end point of the review ie. acceptance or rejection of the null
hypothesis

o Clearly describe the search methodology [databases (preferably more than one), search
terms]

o Describe the process of data extraction

e Undertake statistical assimilation if appropriate

o Evaluate the quality and/or risk of bias of the studies included preferably using a
standard assessment tool (See Guyatt, GH, Oxman AD, Vist GE et al. GRADE: an
emerging consensus on rating quality of evidence and strength of recommendations.
BMJ 2008; 336: 924-926

e Provide recommendations for future researches

Word limit: 3,000 words maximum, excluding abstract and references.

Abstract: 250 words maximum. Should not contain abbreviations. Please choose headings

appropriate for the article.
References: Maximum of 50 references.

Figures/Tables: Total of no more than 6 figures and/or tables.
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Main Text must comprise an introduction and a running text structured in a suitable way

according to the subject treated. A final section with conclusions may be added.

Systematic reviews must be registered in the PROSPERO (International Prospective Register

of Systematic Reviews) database and the registration number provided in the text.

iv. Brief Reports

Original research material requiring rapid publication because of their significance and
timeliness will be included as Brief Reports.

Word limit: 1,000 words maximum, excluding abstract and references.

Abstract: 250 words maximum. Should not contain abbreviations. Please choose headings

appropriate for the article.
References: Maximum of 10 references.

Figures/Tables: Total of no more than 3 figures and tables.

v. Letters to the Editor

Letters, if of broad interest, are encouraged. Letters should not be confused with Brief
Reports. Letters may deal with material in papers published in Journal of Oral Pathology &
Medicine or they may raise new issues, but should have important implications.

Word limit: 750 words maximum, excluding abstract and references.
References: Maximum of 5 references.

Figures/Tables: Total of no more than one figure and table.

Case Reports: Please note that Journal of Oral Pathology & Medicine no longer accepts
submissions of case reports. The journal also does not accept case reports with an

extensive literature review.

4. PREPARING THE SUBMISSION
Cover Letters

Cover letters are not mandatory; however, they may be supplied at the author’s discretion.


https://www.crd.york.ac.uk/prospero/
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Parts of the Manuscript

The manuscript should be submitted in separate files: main text file; figures.

Main Text File
The text file should be presented in the following order:

i. A short informative title containing the major key words. The title should not contain
abbreviations (see Wiley's best practice SEO tips);

ii. A short running title of less than 40 characters;

iii. The full names of the authors;

iv. The author’s institutional affiliations where the work was conducted, with a footnote for

the author's present address if diferente from where the work was conducted;

v. Acknowledgments;

vi. Abstract and keywords;

vii. Main text;

viii. References;

iX. Tables (each table complete with title and footnotes);
X. Figure legends;

xi. Appendices (if relevant).

Figures and supporting information should be supplied as separate files.

Authorship

Please refer to the journal’s authorship policy the Editorial Policies and Ethical

Considerations section for details on eligibility for author listing.
Acknowledgments

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed,
with permission from the contributor, in an Acknowledgments section. Financial and material

support should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are not appropriate.

Conflict of Interest Statement

Authors will be asked to provide a conflict of interest statement during the submission

process. For details on what to include in this section, see the section ‘Conflict of Interest’ in
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the Editorial Policies and Ethical Considerations section below. Submitting authors should

ensure they liaise with all co-authors to confirm agreement with the final statement.

Abstract

Abstracts and keywords are required for some manuscript types. For details on manuscript

types that require abstracts, please refer to the ‘Manuscript Types and Criteria’ section.

Keywords

Please provide 2-5 keywords. Authors are encouraged to choose keywords from those
recommended by the US National Library of Medicine's Medical Subject Headings (MeSH)

browser list at www.nlm.nih.gov/mesh.

References

All references should be numbered consecutively in order of appearance and should be as
complete as possible. In text citations should cite references in consecutive order using Arabic
superscript numerals. For more information about AMA reference style please consult
the AMA Manual of Style.

Sample references follow:

Journal article

1.King VM, Armstrong DM, Apps R, Trott JR. Numerical aspects of pontine, lateral reticular,
and inferior olivary projections to two paravermal cortical zones of the cat cerebellum. J
Comp Neurol 1998; 390: 537-551.

Book
2. Voet D, Voet JG. Biochemistry. New York: John Wiley & Sons; 1990. 1223 p.

Internet document

3.American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2003.
http://www.cancer.org/downloads/STT/CAFF2003PWSecured.pdf Acess March 3, 2003.
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Tables

Tables should be self-contained and complement, not duplicate, information contained in the
text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Legends should be
concise but comprehensive — the table, legend, and footnotes must be understandable without
reference to the text. All abbreviations must be defined in footnotes. Footnote symbols: T, I,
8, 1, should be used (in that order) and *, **, *** should be reserved for P-values. Statistical

measures such as SD or SEM should be identified in the headings.

Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive — the figure and its legend must be
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and

define/explain all abbreviations and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review
purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted.

Color Figures. Figures submitted in color may be reproduced in colour online free of charge.
Please note, however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied

in black and white so that they are legible if printed by a reader in black and white.

Reproduction of Copyright Material

If excerpts from copyrighted works owned by third parties are included, credit must be shown
in the contribution. It is the author’s responsibility to also obtain written permission for
reproduction from the copyright owners. For more information visit Wiley’s Copyright Terms
&  Conditions FAQ at http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright-terms--
conditions_301.html

Data Citation

Please review Wiley’s data citation policy here.


http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-terms--conditions_301.html
http://exchanges.wiley.com/authors/faqs---copyright-terms--conditions_301.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/open-access/data-sharing-citation/data-citation-policy.html
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Additional Files
Appendices

Appendices will be published after the references. For submission they should be supplied as

separate files but referred to in the text.

Supporting Information

Supporting information is information that is not essential to the article, but provides greater
depth and background. It is hosted online and appears without editing or typesetting. It may

include tables, figures, videos, datasets, etc.

Note: if data, scripts, or other artefacts used to generate the analyses presented in the paper are
available via a publicly available data repository, authors should include a reference to the

location of the material within their paper.

General Style Points

The following points provide general advice on formatting and style.

e Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used
repeatedly and the abbreviation is helpful to the reader. Initially, use the word in full,
followed by the abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation only. Use
only standard abbreviations. Useful is Baren DN, ed. Units, symbols, and
abbreviations. A guide for biological and medical editors and authors. 4. ed. London:
Royal Society of Medicine.

e Units of measurement: Measurements should be given in Sl or Sl-derived units. Visit
the Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website for more information
about SI units.

e Use no roman numerals in the text.

e Indecimals, a decimal point, and not a comma, will be used.

Wiley Author Resources

Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, authors may benefit from referring to

Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.


http://www.bipm.org/en/about-us/
http://www.wileyauthors.com/prepare
http://www.wileyauthors.com/seo
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Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expert help with English
Language Editing, as well as translation, manuscript formatting, figure illustration, figure
formatting, and graphical abstract design — so you can submit your manuscript with
confidence.

Also, check out our resources for Preparing Your Article for general guidance about writing

and preparing your manuscript.

Guidelines for Cover Submissions: If you would like to send suggestions for artwork related
to your manuscript to be considered to appear on the cover of the journal, please follow
these general guidelines.

5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS

Peer Review and Acceptance

The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its
significance to journal readership. Manuscripts are single-blind or transparent peer reviewed,
depending on the choice of the authors. Papers will only be sent to review if the Editor-in-

Chief determines that the paper meets the appropriate quality and relevance requirements.

Wiley's policy on the confidentiality of the review process is available here.

Transparent Peer Review

This journal is participating in the Peer Review Transparency project. By submitting to this
journal, authors agree that the reviewer reports, their responses, and the editor’s decision letter
will be linked from the published article to where they appear on Publons in the case that the
article is accepted. Authors have the opportunity to opt out during submission, and reviewers

may remain anonymous unless they would like to sign their report.

Appeal of Decision

All papers are handled by the editor and an associate editor and after peer review and any
reject decision is final. The editors will not enter in to correspondence with authors about
rejected papers.


https://wileyeditingservices.com/en/article-preparation/?utm_source=wol&utm_medium=backlink&utm_term=ag&utm_content=prep&utm_campaign=prodops
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/index.html?utm_source=wol&utm_medium=backlink&utm_term=ag&utm_content=prepresources&utm_campaign=prodops
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-828302.html
http://www.wileypeerreview.com/reviewpolicy
https://publons.com/home/

92

Human Studies and Subjects

For manuscripts reporting medical studies that involve human participants, a statement
identifying the ethics committee that approved the study and confirmation that the study
conforms to recognized standards is required, for example: Declaration of Helsinki; US
Federal Policy for the Protection of Human Subjects; or European Medicines Agency
Guidelines for Good Clinical Practice. It should also state clearly in the text that all persons

gave their informed consent prior to their inclusion in the study.

Patient anonymity should be preserved. When detailed descriptions, photographs, or videos of
faces or identifiable body parts are used that may allow identification, authors should obtain
the individual's free prior informed consent. Authors do not need to provide a copy of the
consent form to the publisher; however, in signing the author license to publish, authors are
required to confirm that consent has been obtained. Wiley has a standard patient consent
form available for use. Where photographs are used they need to be cropped sufficiently to
prevent human subjects being recognized; black eye bars should not be used as they do not

sufficiently protect an individual’s identity).

Animal Studies

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed
and approved, as well as the name of the body giving approval, must be included in the
Methods section of the manuscript. Authors are encouraged to adhere to animal research
reporting standards, for example the ARRIVE guidelines for reporting study design and
statistical analysis; experimental procedures; experimental animals and housing and
husbandry. Authors should also state whether experiments were performed in accordance with
relevant institutional and national guidelines for the care and use of laboratory animals:

o US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on
Humane Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals.

e UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific
Procedures) Act 1986 Amendment Regulations (S1 2012/3039).

o European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.


https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/
https://www.hhs.gov/ohrp/regulations-and-policy/regulations/common-rule/index.html
https://www.hhs.gov/ohrp/regulations-and-policy/regulations/common-rule/index.html
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500002874.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500002874.pdf
https://authorservices.wiley.com/asset/photos/licensing-and-open-access-photos/Patient-Consent-Form.pdf
https://authorservices.wiley.com/asset/photos/licensing-and-open-access-photos/Patient-Consent-Form.pdf
http://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
https://www.nap.edu/read/5140/chapter/1
https://www.nap.edu/read/5140/chapter/1
https://grants.nih.gov/grants/olaw/references/phspol.htm
https://grants.nih.gov/grants/olaw/references/phspol.htm
https://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
https://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
https://www.gov.uk/government/publications/animals-scientific-procedures-act-1986-amendment-regulations
https://www.gov.uk/government/publications/animals-scientific-procedures-act-1986-amendment-regulations
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/ALL/?uri=CELEX:32010L0063
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Suppliers
Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county, country)

included.

Clinical Trial Registration

The journal requires that clinical trials are prospectively registered in a publicly accessible
database and clinical trial registration numbers should be included in all papers that report
their results. Authors are asked to include the name of the trial register and the clinical trial
registration number at the end of the abstract. If the trial is not registered, or was registered

retrospectively, the reasons for this should be explained.

Research Reporting Guidelines

Accurate and complete reporting enables readers to fully appraise research, replicate it, and
use it. Authors are encouraged to adhere to recognised research reporting standards. The
EQUATOR Network collects more than 370 reporting guidelines for many study types,

including for:

e Randomised trials: CONSORT
Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at
www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the
submission material.

e Observational studies: STROBE

e Systematic reviews: PRISMA or PROSPERO
Systematic reviews must be registered in the PROSPERO (International Prospective
Register of Systematic Reviews) database and the registration number provided in the
text.

o Case reports : CARE

e Qualitative research : SRQR

o Diagnostic / prognostic studies : STARD

e Quality improvement studies : SQUIRE

e Economic evaluations : CHEERS

« Animal pre-clinical studies : ARRIVE

e Study protocols : SPIRIT

e Clinical practice guidelines : AGREE


http://www.consort-statement.org/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=0&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=case+report&btn_submit=Search+Reporting+Guidelines
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/care/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=qualitative-research&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/srqr/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=diagnostic-prognostic-studies&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/stard/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=quality-improvement-studies&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=+
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/squire/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=economic-evaluations&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=+
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/cheers/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=animal-pre-clinical-research&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=+
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/improving-bioscience-research-reporting-the-arrive-guidelines-for-reporting-animal-research/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=study-protocols&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=+
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/spirit-2013-statement-defining-standard-protocol-items-for-clinical-trials/
http://www.equator-network.org/?post_type=eq_guidelines&eq_guidelines_study_design=clinical-practice-guidelines&eq_guidelines_clinical_specialty=0&eq_guidelines_report_section=0&s=
http://www.equator-network.org/reporting-guidelines/the-agree-reporting-checklist-a-tool-to-improve-reporting-of-clinical-practice-guidelines/
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We also encourage authors to refer to and follow guidelines from:

o Future of Research Communications and e-Scholarship (FORCE11)

o National Research Council's Institute for Laboratory Animal Research guidelines

e The Gold Standard Publication Checklist from Hooijmans and colleagues

e Minimum Information Guidelines from Diverse Bioscience Communities (MIBBI)
website

e FAIRsharing website

Conflict of Interest

The journal requires that all authors disclose any potential sources of conflict of interest. Any
interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived as influencing an
author's objectivity is considered a potential source of conflict of interest. These must be
disclosed when directly relevant or directly related to the work that the authors describe in
their manuscript. Potential sources of conflict of interest include, but are not limited to: patent
or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of an advisory
board or committee for a company, and consultancy for or receipt of speaker's fees from a
company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication. If the authors
have no conflict of interest to declare, they must also state this at submission. It is the
responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors and
collectively to disclose with the submission ALL pertinent commercial and other

relationships.

The above policies are in accordance with the Uniform Requirements for Manuscripts
Submitted to Biomedical Journals produced by the International Committee of Medical
Journal Editors (http://www.icmje.org/). It is the responsibility of the corresponding author to
have all authors of a manuscript fill out a conflict of interest disclosure form, and to upload all
forms together with the manuscript on submission. The disclosure statement should be

included under Acknowledgements. Please find the form below:

Conflict of Interest Disclosure Form

The form above does not display correctly in the browsers. If you see an error message
starting with "Please wait...", we recommend that you download the file to your computer.

Saving a local copy on your computer should allow the form to work properly.


http://www.force11.org/node/4433
http://dels.nas.edu/Report/Guidance-%20Description-Animal/13241?bname=ilar
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20507187
https://fairsharing.org/collection/MIBBI
https://fairsharing.org/collection/MIBBI
http://www.biosharing.org/
http://www.icmje.org/
https://onlinelibrary.wiley.com/pb-assets/assets/16000714/UPDATED%20Wiley%20Author%20CoI%20Disclosure%20form,%20Dentistry-1549038292797.pdf
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Funding

Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are
responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open
Funder Registry for the correct nomenclature: https://www.crossref.org/services/funder-

registry/

Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All those

listed as authors should qualify for authorship according to the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data,
or analysis and interpretation of data; and

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important
intellectual content; and

3. Given final approval of the version to be published. Each author should have
participated sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate
portions of the content; and

4. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related
to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and

resolved.

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed,
with permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to
recognize contributions from people who provided technical help, collation of data, writing
assistance, acquisition of funding, or a department chairperson who provided general
support). Prior to submitting the article all authors should agree on the order in which their

names will be listed in the manuscript.

Additional Authorship Options. Joint first or senior authorship: In the case of joint first
authorship, a footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be

considered joint first author’ or ‘X and Y should be considered joint senior author.’


https://www.crossref.org/services/funder-registry/
https://www.crossref.org/services/funder-registry/
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Data Sharing and Data Accessibility
Please review Wiley’s policy here. This journal encourages and peer review data sharing.

The journal encourages authors to share the data and other artefacts supporting the results in
the paper by archiving it in an appropriate public repository. Authors should include a data
accessibility statement, including a link to the repository they have used, in order that this

statement can be published alongside their paper.

All accepted manuscripts may elect to publish a data availability statement to confirm the
presence or absence of shared data. If you have shared data, this statement will describe how
the data can be accessed, and include a persistent identifier (e.g., a DOI for the data, or an
accession number) from the repository where you shared the data. Sample statements are

available here. If published, statements will be placed in the heading of your manuscript.

Publication Ethics

This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). Note this journal
uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and similar text in
submitted manuscripts. Read Wiley'sTop 10 Publishing Ethics Tips for Authors here. Wiley’s

Publication Ethics Guidelines can be found here.

ORCID

As part of the journal’s commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, the journal requires the submitting author (only) to provide an ORCID iD when
submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find more information

here.

6. AUTHOR LICENSING

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author will receive
an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author Licensing
Service (WALS) they will be required to complete a copyright license agreement on behalf of
all authors of the paper.

Authors may choose to publish under the terms of the journal’s standard copyright agreement,

or OnlineOpen under the terms of a Creative Commons License.


https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/open-access/data-sharing-citation/data-sharing-policy.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/open-access/data-sharing-citation/data-sharing-policy.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/open-access/data-sharing-citation/data-sharing-policy.html
http://publicationethics.org/
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/publishing-ethics.html
http://exchanges.wiley.com/ethicsguidelines
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Submission/orcid.html
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Submission/orcid.html
http://www.wileyauthors.com/onlineopen
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General information regarding licensing and copyright is available here. To review the
Creative Commons License options offered under OnlineOpen, please click here. (Note that
certain funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check this

please click here.)

Self-Archiving definitions and policies. Note that the journal’s standard copyright agreement
allows for self-archiving of different versions of the article under specific conditions.

Please click here for more detailed information about self-archiving definitions and policies.

Open Access fees: If you choose to publish using OnlineOpen you will be charged a fee. A

list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance with

specific Funder Open Access Policies.

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE
Accepted article received in production

When an accepted article is received by Wiley’s production team, the corresponding author
will receive an email asking them to login or register with Wiley Author Services. The author

will be asked to sign a publication license at this point.

Accepted Articles

The journal offers Wiley’s Accepted Articles service for all manuscripts. This service ensures
that accepted ‘in press’ manuscripts are published online shortly after acceptance, prior to
copy-editing or typesetting. Accepted Articles are published online a few days after final
acceptance and appear in PDF format only. They are given a Digital Object Identifier (DOI),
which allows them to be cited and tracked and are indexed by PubMed. After the final version
article is published (the article of record), the DOI remains valid and can still be used to cite

and access the article.

Accepted Articles will be indexed by PubMed; submitting authors should therefore carefully

check the names and affiliations of all authors provided in the cover page of the manuscript so


http://www.wileyauthors.com/licensingFAQ
http://www.wileyauthors.com/OAA
http://www.wileyauthors.com/compliancetool
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it is accurate for indexing. Subsequently, the final copyedited and proofed articles will appear
in an issue on Wiley Online Library; the link to the article in PubMed will update

automatically.

Proofs

Once the paper is typeset, the author will receive an email notification with full instructions

on how to provide proof corrections.

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including
changes made during the editorial process — authors should check proofs carefully. Note that

proofs should be returned within 48 hours from receipt of first proof.

Publication Charges
Page Charges. Articles exceeding 8 published pages are subject to a charge of USD 163 per
additional page. One published page amounts approximately to 5,500 characters. In case an

article exceeds 8 pages including references the author will be invoiced after publication.

Early View

The journal offers rapid speed to publication via Wiley’s Early View service. Early
View (Online Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before
inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before the
article appears online, as Editors also need to review proofs. Once the article is published on
Early View, no further changes to the article are possible. The Early View article is fully

citable and carries an online publication date and DOI for citations.

8. POST PUBLICATION
Access and sharing

When the article is published online:

e The author receives an email alert (if requested).
e The link to the published article can be shared through social media.
e The author will have free access to the paper (after accepting the Terms & Conditions

of use, they can view the article).


http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-404512.html#ev
http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-404512.html#ev
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o The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive

a publication alert and free online access to the article.

Promoting the Article

To find out how to best promote an article, click here.

Article Promotion Support

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create
shareable video abstracts, infographics, conference posters, lay summaries, and research news

stories for your research — so you can help your research get the attention it deserves.

Measuring the Impact of an Article

Wiley also helps authors measure the impact of their research through specialist partnerships

with Kudos and Altmetric.

9. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS

For queries about submissions, please contact JOPM.office@wiley.com
Author Guidelines Updated 22 November 2019.
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APENDICE A - FICHA PARA COLETA DE DADOS DA ANALISE DE
IMUNOMARCACAO

IMUNOEXPRESSAO DE CXCL12 E CXCR4 EM CERATOCISTOS ODONTOGENICOS
ISOLADOS E ASSOCIADOS A SINDROME DE GORLIN-GOLTZ

Analise do namero de células imunomarcadas pelo anticorpo anti-CXCL12 e anti-
CXCR4 nos ceratocistos odontogénicos isolados e sindromicos

CAMPOS
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