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RESUMO

As lesbes central de células gigantes (LCCG) e as lesdes periféricas de células
gigantes (LPCG) s&o constituidas por células gigantes osteoclasticas e células
mononucleares com caracteristicas fenotipicas e funcionais de macréfagos, de
precursores de osteoclastos e de células osteoblasticas. Recentemente, foi
demonstrada expressao da interleucina-10, seu receptor (IL-10R) e do receptor de
quimiocinas CCR5, sugerindo que mecanismos imunoldgicos mediados por citocinas
€ quimiocinas podem participar dos processos relacionados a patogénese dessas
lesbes. Como a ativacao dos receptores de quimiocina CCR1 e CCR2 estimula o
recrutamento e a diferenciacdo de precursores de osteoclasto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a expressdo de CCR1 e CCR2 na LCCG e na LPCG. Para isso, 9
amostras frescas de LCCG e 10 de LPCG foram obtidos a partir de biépsias. As
amostras congeladas foram cortadas e submetidas a reagcbes de
imunofluorescéncia, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CCR1 e anti-CCR2 e
anticorpo secundario conjugado a fluorocromo. Analises microscopicas foram
realizadas e a percentagem de células positivas para cada parametro, bem como a
intensidade de fluorescéncia, foi determinada. Nossos resultados mostraram altas
frequéncias de células CCR1+ e variada frequéncia de células CCR2+ nas
populagdes de células gigantes e mononucleares em ambas as lesbes. Houve
correlacéo positiva entre as frequéncias de células mononucleares imunomarcadas
para CCR1 e CCR2 na LPCG. Tanto as células gigantes, quanto as células
mononucleares da LPCG, exibiram maiores frequéncias de expressdao de CCR1 do
que de CCR2. A deteccdo de elevadas frequéncias de células mononucleares e
gigantes expressando CCR1 e CCR2 sugere a participagdo desses receptores de
quimiocina nos processos relacionados ao desenvolvimento das lesdes.
Investigagdes sobre a produgcdo de citocinas e quimiocinas ligantes de CCR1 e
CCR2 nas lesGes de células gigantes poderdo esclarecer melhor a imunopatologia
da LCCG e da LPCG.

Palavras-chave: Lesdo central de células gigantes. Lesdo periférica de células

gigantes. Receptores de quimiocinas. Osteoclastogénese.






ABSTRACT

Central giant cell lesions (CGCL) and peripheral giant cell lesions (PGCL) are
constituted by multinucleated (osteoclastic-like) giant cells in a background of
mononuclear cells expressing functional and phenotypic characteristics of
macrophages, osteoclast precursors and osteoblastic cells. Recently, it has been
demonstrated the expression of interleukin-10, its receptor (IL-10R) and chemokine
receptor CCR5, which suggests that immunological mechanism mediated by
cytokines and chemokines should participate in pathogenic process of those lesions.
Insofar as the activation of chemokine receptors CCR1 and CCR2 stimulate
osteoclast precursors recruitment and differentiation, the purpose of this study was to
evaluate both CCR1 and CCR2 expression in CGCL and PGCL. Thus, 9 CGCL
sampler and 10 PGCL were obtained from surgical excision. Frozen specimens were
cut and subjected to immunofluorescence staining using anti-CCR1 and anti-CCR2
monoclonal antibodies and fluorochrome-labelled secondary antibody. Microscopic
analyses were performed and the percentage of positive mononuclear and giant cells
for each parameter was obtained, besides their fluorescence intensity. The results
show high frequency of CCR1+ cells and variated frequency of CCR2+ cells in giant
and mononuclear cell populations in both lesions. There was positive correlation
between frequencies of CCR1 and CCR2 immunomarked mononuclear cells on
PGCL. Both giant and mononuclear cells on PGCL showed higher frequencies of
CCR1 expression than CCR2. High frequencies of giant and mononuclear cells
expressing CCR1 and CCR2 suggest the participation of those chemokine receptors
in lesion's development. Further investigations about the production of cytokines and
chemokine and CCR1 and CCR2 chemokine ligands in giant cell lesions shall

elucidate the immunopathology of CGCL and PGCL.

Keywords: Central giant cell lesions. Peripheral giant cell lesions. Chemokine

receptors. Osteoclastogenesis.
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1 INTRODUCAO

A leséo central de células gigantes (LCCG) e a leséao periférica de células
gigantes (LPCG) séo lesGes de patogénese ainda desconhecida classificadas como
lesbes proliferativas néo neoplasicas.

A LCCG é uma leséo intra-6ssea, que acomete duas vezes mais a mandibula
do que a maxila, ocorrendo geralmente antes dos trinta anos de idade e mais
frequentemente em mulheres (WHITAKER; WALDRON, 1993; LANGE; AKKER,
2005). No entanto, sua etiologia, patogénese e tratamento ainda ndo estéo
totalmente definidos (TOBON-ARROYAVE et al., 2005). A LCCG apresenta
comportamento clinico variado e prognostico indeterminado, podendo apresentar
padréo agressivo ou ndo agressivo. O padrdo agressivo é representado por dor,
crescimento rapido, reabsorcdao radicular, causando expansdo e destruicdo da
cortical 6ssea, além de tendéncia a recorréncia apods tratamento. A forma nao
agressiva apresenta-se assintomatica, de crescimento lento, descoberta na maioria
dos casos em exame radiografico de rotina, sem reabsorcéo radicular e da cortical
Ossea, além de baixa tendéncia a recidiva (WHITAKER; WALDRON, 1993).

Os aspectos radiograficos da LCCG nao séo especificos para o diagnoéstico,
mostrando-se na maioria das vezes como areas radiolucidas multiloculares de
margens bem ou mal delimitadas (WHITAKER; WALDRON, 1993).

Sua etiologia ainda é incerta, embora alguns autores acreditem que um
trauma possa causar hemorragia intramedular nos ossos maxilares, com alteracéo
no processo de remodelacdo Ossea, ocasionando a formagcdo da lesao (SIDHU;
PARKASH; SIDHU, 1995; LEBAN et al., 1971). Outros sugerem tratar-se de uma
lesdo inflamat6ria com alguma alteragdo no processo de reparo dos tecidos
(SHKLAR; MEYER, 1961).

O tratamento mais utilizado para as LCCG é a enucleacdo cirlrgica,
associada ou n&o a ostectomia periférica. Em casos mais agressivos, o tratamento
recomendado é a resseccédo em bloco, uma abordagem que geralmente leva a uma
séria mutilacao facial e perda de dentes. Entretanto existem tratamentos alternativos
para lesbes extensas como a administracao de interferon-alfa, calcitonina e as
injecOes intralesionais de corticoesterdides, objetivando a regressdo das lesbes
(CARLOS; SEDANO, 2002).

A LPCG é uma lesao benigna relativamente frequente, que ocorre na gengiva
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ou mucosa alveolar de é&reas edéntulas. S&o lesbes unicas, assintométicas,
geralmente de crescimento lento, com caracteristicas reativas e hiperplasicas.
Apresentam-se como um nédulo firme, brilhante, de base séssil ou pedunculada, de
coloracao vermelha ou vermelho-arroxeada, com diédmetro inferior a dois centimetros
na maioria dos casos. A LPCG pode surgir em qualquer idade, com uma incidéncia
maior entre a quinta e sexta décadas de vida, sendo mais observada em mulheres
(NEVILLE et al., 2009; CHAPARRO-AVENDANO; BERINI-AYTES; GAY-ESCODA,
2005).

Sua etiologia também n&o € totalmente conhecida e alguns autores acreditam
que fatores traumaticos ou irritativos locais, como a extracdo dentéria, restauracdes
e préteses mal adaptadas e acumulo de placa e calculo, podem predispor ao
desenvolvimento das lesbes (GIANSANTI; WALDRON, 1969; KATSIKERIS;
KAKARANTZA-ANGELOPOULOU; ANGELOPOULOS, 1988). Assim, a LPCG
poderia ser uma lesdo de natureza inflamatéria em resposta a uma irritacdo crénica
sobre o tecido conjuntivo do peridsteo, gengiva ou ligamento periodontal (BONETTI
et al., 1990; CHAPARRO-AVENDANO; BERINI-AYTES; GAY-ESCODA, 2005).

Alteracdes radiograficas sdao raramente observadas e, quando presentes,
revelam uma discreta reabsor¢cao 6ssea em forma de tagca (CARVALHO et al., 1995;
NEVILLE et al., 2009; CHAPARRO-AVENDANO; BERINI-AYTES; GAY-ESCODA,
2005). O tratamento consiste de exciséo cirurgica e remocéo dos fatores irritativos
locais (KATSIKERIS; KAKARANTZA-ANGELOPOULOU; ANGELOPOULOS, 1988;
NEVILLE et al., 2009).

Os aspectos histopatologicos da LCCG e da LPCG sao idénticos e consistem
de numerosas células mononucleares de morfologia variando entre fusiforme e
ovoide, permeadas por células gigantes multinucleadas de formatos e tamanhos
variados, além de numerosos vasos sanguineos, muitos deles imaturos, e extensas
areas de hemorragia podendo conter depdsitos de hemossiderina (WALDRON;
SHAFER, 1966; GIANSANTI; WALDRON, 1969; DAYAN; BUCHNER; SPIRER,
1990; CHUONG et al., 1986; BHASKAR et al., 1971). Lim e Gibbins (1995)
observaram através de microscopia eletrbnica, a presengca varios leucocitos,
principalmente macréfagos e neutréfilos, associados as células endoteliais e em
processo de migracéo através das jungdes celulares interendoteliais nos vasos da
periferia da LCCG.

As células gigantes presentes nessas lesdes apresentam caracteristicas
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fenotipicas e funcionais de osteoclastos como expressdao de fosfatase &cida
tartarato-resistente (TRAP), receptores de calcitonina e vitronectina (VNR), catepsina
K, metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9), anidrase carbénica Il, CD68 e antigeno
leucocitario comum (HLA), além da capacidade de reabsorver tecidos mineralizados
in vitro (FLANAGAN et al., 1988; PAMMER et al., 1998; ITONAGA et al., 2003; LIU et
al., 2003).

Em estudo realizado por Itonaga et al. (2003) foram identificadas trés
populagdes distintas entre as células mononucleares das lesdes de células gigantes
bucais. A maioria das células mononucleares apresentou caracteristicas
morfolégicas e fenotipicas de macrofago, como a positividade para CD68, CD11a,
CD11b, CD14 e HLA-DR. Uma minoria das células mononucleares dispersas na
leséo apresentou caracteristicas tipicas de precursores de osteoclastos como
positividade para receptor de vitronectina (VNR), CD68 e TRAP, sugerindo que estas
células podem ser a fonte para formacdo das células gigantes tipo osteoclasto.
Escassas células de morfologia fusiforme semelhantes a fibroblastos, expressando
antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA), também foram detectadas.

Liu et al. (2003) também caracterizaram as popula¢des celulares na LCCG e
na LPCG e observaram que cerca de 10 a 15% das células mononucleares exibiam
fendtipo de precursores de osteoclastos, como positividade para TRAP, e
encontravam-se proximas as células gigantes. Aproximadamente 30 a 40% das
células mononucleares expressavam o antigeno de proliferagédo celular PCNA e
exibiam morfologia fusiforme. Por meio de técnica de hibridizacdo in vitro, eles
verificaram que essas células fusiformes expressavam RNAm de osteoprotegerina
(OPG) e de ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), os quais
s&o produzidos por células osteoblasticas. As células gigantes multinucleadas e as
células mononucleares de morfologia ovoide expressavam RNAm de RANK,
marcador de osteoclastos de seus precursores, e OPG.

Os osteoblastos, osteoclastos e seus precursores comunicam-se através de
mediadores quimicos. As principais moleculas efetoras produzidas pelos pré-
osteoblastos sdo: o fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF), a
osteoprotegerina (OPG) e RANKL. O M-CSF estimula a proliferacao e diferenciacéo
de precursores de osteoclastos, os quais expressam RANK. O RANKL exerce as
suas fungdes ao se ligar ao RANK na superficie dos pré-osteoclastos resultando na

fuséo, diferenciacédo, ativacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos. J& a OPG atua
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como um inibidor soluvel na maturacao e ativacao dos osteoclastos, pois ao se ligar
ao RANKL, inibe a interacdo RANK-RANKL. Além disso, OPG estimula a morte dos
osteoclastos maduros por apoptose, exercendo uma forte atividade inibidora do
processo de reabsorcdo 0ssea (ANDRADE et al., 2009; LANGE; AKKER; BERG,
2007).

A semelhanca histolégica da LCCG e da LPCG com as lesdes do querubismo
levou alguns pesquisadores a investigar se a presenca de mutagcées no gene
SH3BP2, presentes nos pacientes com querubismo, poderia ocorrer também nessas
lesbes. Esse gene ativa a isoforma c1 do fator nuclear de células T ativadas
(NFATc1), um dos mais importantes fatores de transcricdo indutores da
osteoclastogénese, e estimula a producéo do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
(LIETMAN; YIN; LEVINE, 2008; NOVACK; FACCIO, 2007). Embora mutacdo no
gene SH3BP2 tenha sido observada apenas em um caso de quatro de LCCG
(CARVALHO et al., 2009). Em outro estudo, o aumento da transcricdo de NFATc1,
principalmente nas células gigantes, e a diminuicdo da transcricdo de TNF-a foram
observados em todos os casos avaliados, sendo 05 de LCCG e 05 de LPCG,
sugerindo envolvimento da via NFATc1 na formacdo das células gigantes
multinucleadas e que outros fatores locais possam controlar a produgéo de citocinas
nessas lesbes (AMARAL et al., 2010).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que a maioria das células
da LCCG e da LPCG expressa a interleucina-10 e seu receptor (IL-10R), sugerindo
que mecanismos imunolégicos mediados por citocinas podem participar dos
processos relacionados a patogénese dessas lesbes (SYRIO et al.,, 2011). Além
disso, quase a totalidade das células mononucleares e todas as células gigantes de
ambas as lesdes expressam o receptor de quimiocina CCR5, reforcando a ideia de
que o0s mediadores imunoinflamatorios podem ter papel importante no
estabelecimento dessas lesbes (SARAIVA, 2008).

Em sitios 6sseos e inflamatérios, a comunicacdo celular através de
mediadores soluveis e de moléculas expressas nas membranas celulares determina
e controla a ocorréncia dos processos biolégicos envolvidos na destruicéo, reparo e
remodelacdo tecidual. Nesse contexto, as quimiocinas desempenham papel
importante no recrutamento leucocitario seletivo, angiogénese, osteoclastogénese,
hematopoiese, doencas auto-imunes e crescimento tumoral (ROLLINS, 1997;
MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002). Atuam como mensageiros intercelulares e
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exercem seus efeitos de forma autécrina ou paracrina (BAGGLIOLINI, 2001).

As quimiocinas compreendem uma familia de citocinas quimiotaticas e se
subdividem em dois grupos principais de acordo com a sequéncia de residuos de
cisteinas conservadas (MOROHASHI et al., 1995). As cisteinas formam duas pontes
dissulfeto mantendo as regides amino terminais juntas, sendo essencial para a sua
atividade biol6gica (BAGGLIOLINI, 2001). Os membros do grupo CXC, como IL-8 e
GRO-alfa, apresentam um aminoacido separando as cisteinas e sao potentes
fatores quimiotaticos e ativadores de neutrofilos (MOROHASHI et al., 1995). As
quimiocinas do grupo CC, como CCL2, CCL3 e RANTES, sao potentes fatores
guimiotaticos e ativadores de mondécitos e eosinéfilos (MILLER; KRANGEL, 1992).

As quimiocinas sdo produzidas por diversos tipos de células teciduais, tais
como células endoteliais, células epiteliais e fibroblastos. Citocinas pré-inflamatérias
sd0 os principais indutores da producdo das quimiocinas (ABBAS; LICHTMAN,
2005). As quimiocinas de ambos 0s grupos se ligam aos proteoglicanos sulfato de
heparan na superficie das células endoteliais vasculares e assim sédo exibidas aos
leucocitos circulantes. A exibicdo celular proporciona uma alta concentracdo de
guimiocinas que estimulam a motilidade dos leucécitos, os quais se ligam ao
endotélio através de moléculas de adesdo. Diferentes quimiocinas atuam sobre
diferentes células e desse modo controlam a natureza do infiltrado inflamatorio
(MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002).

Os receptores de quimiocinas séo expressos na superficie dos leucocitos e o
padrao de expressado dos receptores determina que tipos de células respondem a
quais quimiocinas. A maioria dos receptores se liga a mais de uma quimiocina e uma
mesma quimiocina pode ligar-se a mais de um receptor. A ligagcdo das quimiocinas
aos receptores é de alta afinidade, levando a ativacdo da proteina G que esta
acoplada a extremidade C-terminal do receptor, iniciando-se uma cascata de
transducéao de sinais (MURPHY et al., 2000). Os receptores de quimiocinas podem
ser rapidamente regulados negativamente pela exposicdo a quimiocina, e este é o
provavel mecanismo de finalizagdo das respostas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).

Atualmente os receptores de quimiocinas sdo definidos pelo nome do grupo
(CC, CXC) seguido pela letra “R” (receptor) e as quimiocinas, seus ligantes, seguido
pela letra “L” (ligante) (MURPHY et al., 2000).

Os receptores CCR1 e CCR5 sédo expressos por monécitos e linfocitos T,

estando envolvidos na inflamacao e osteoclastogénese, sendo ativados pela ligacéo
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das quimiocinas CCL3 (MIP-1alfa) e CCL5 (RANTES) (MENTEN; WUYTS; DAMME,
2002). A quimiocina CCL3 é um forte agente quimiotatico para mondcitos,
estimulando a producdo de metabdlitos do &acido araquidénico e a exocitose por
essas células (MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002). Essa quimiocina também
desempenha um papel importante na reabsorcdo 6ssea, promovendo a quimiotaxia
de precursores de osteoclastos ao se ligar nos receptores CCR1 e CCR5 expressos
nessas células (SCHEVEN, 1999; WATANABLE et al., 2004; OBA et al., 2005; LEE
et al., 2007). Além disso, CCL3 atua no processo de diferenciagdo dos precursores
dos osteoclastos induzido por RANKL, aumentando o numero e o tamanho dos
osteoclastos formados, estimulando a atividade dessas células e aumentando seu
tempo de sobrevivéncia (OKAMATSU et al., 2004). Estudos demostraram que os
niveis de CCL3 estavam aumentados em doengas Osseas inflamatorias
caracterizadas por intensa reabsorcado 6ssea, como a doencga periodontal (RYU et
al., 2007) e a artrite reumatoéide (TOH et al., 2004).

O receptor CCR2 também & expresso por mondcitos e linfocitos T e é ativado
pela quimiocina CCL2 (MCP-1). A quimiocina CCL2 é uma citocina pro-inflamatoria
que estimula a ativacdo e quimiotaxia de monécitos do sangue periférico. Essa
quimiocina difere das demais por ser relativamente especifica para mondcitos. Além
disso, aumenta a atividade microbicida de macrofagos por estimular a producéao de
derivados reativos do oxigénio por meio da exploséo respiratoria nos fagolisossomos
(JIANG et al., 1992). A ligagcdo de CCL2 ao CCR2 promove o recrutamento de
precursores de osteoclastos para o tecido 6sseo (SILVA et al., 2007, BINDER et al.,
2009; KIM; DAY; MORRISON, 2005; HOUNOKI et al., 2008). Essa quimiocina
também estd envolvida no processo de diferenciagdo dos precursores de
osteoclastos em osteoclastos maduros (MIYAMOTO et al., 2009). Kim et al. (2005)
realizaram um estudo in vitro na qual observaram que a reabsor¢cdo 0ssea estava
aumentada na presenca de CCL2. Outros estudos demostraram que os niveis de
CCL2 estavam aumentados em condi¢des inflamatorias como doenca periodontal
(Kurtis et al.,, 2005), metastases 6sseas (LU; KANG, 2009) e ostedlise periapical
inflamatoria (GARLET et al., 2010). Segundo estudo realizado por Miyamoto et al.
(2009), a CCL2 néo induziu a diferenciacao de osteoclasto na auséncia de RANKL,
sugerindo que CCL2 participa da regulacéo da diferenciacdo dos osteoclastos de
uma maneira autdcrina/paracrina sob a estimulacdo de RANKL.

As quimiocinas desempenham importante papel no recrutamento seletivo de
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leucocitos do sangue para sitios inflamatoérios, influenciando decisivamente a
migracdo através do endotélio vascular, por estimularem a expressdo de moléculas
de adesdo (SCHALL; BACON, 1994). As quimiocinas CCL2, CCL3 e RANTES
estimulam a expressdo de moléculas de adesdo da familia de integrinas beta 2
(CD18/CD11b e CD18/CD11c) por monécitos circulantes, estimulando o
extravasamento dessas células para sitios inflamatérios (VADDI; NEWTON, 1994).

Zheng et al. (1998) relataram expressdo de RNAm para quimiocina CCL2 em
células mononucleares do tumor de células gigantes (TCG), uma leséo
histologicamente semelhante a LCCG que ocorre preferencialmente nas epifises de
0ssos longos e apresenta potencial de causar metastase pulmonar. Esses autores
também observaram que o0 meio obtido de culturas de células do TCG, contendo
CCL2, promovia a migragéo quimiotatica de mondcitos CD68+ de sangue periférico
e que o bloqueio dessa quimiocina, in vitro, inibia este processo. Esses dados
sugerem que a quimiocina CCL2 produzida pelas células do TCG pode ser
importante para o recrutamento de monocitos circulantes, contribuindo para a
formacéo de células gigantes e crescimento das lesdes.

Uma vez que as quimiocinas e seus receptores especificos norteiam os
processos de migracdo e sdo também extremamente importantes no
estabelecimento e manutencdo de interacbes celulares, pode-se dizer que a
expressao diferencial dessas moléculas em tipos celulares distintos é um fator
essencial na determinagdo da celularidade de lesbes, na cinética de formacéo das
lesbes, e no desenvolvimento de doencas. Entretanto, na literatura ndo existem
trabalhos avaliando a expressdo de quimiocinas e seus receptores nas lesdes de
células gigantes bucais.

Nosso grupo de pesquisa observou através de técnicas de imunohistoquimica
que apenas um percentual minimo de células mononucleares nas LCCG e LPCG
era positivo para o antigeno Ki-67, marcador expresso quase que exclusivamente
por células em proliferagdo, sugerindo que o recrutamento de células do sangue
poderia ser um importante mecanismo para o crescimento das lesées (SOUZA;
MESQUITA; GOMEZ, 2000). Nosso grupo também demonstrou que pacientes com
LCCG apresentam maiores frequéncias de linfocitos e mondcitos circulantes
produtores de citocinas pr6 e antiinflamatérias, como interferon-gama (IFN-y), TNF-a
e IL-10, quando comparados com individuos ndo acometidos pela doenca (SOUZA

et al., 2005). Sabendo que células monociticas podem ser recrutadas para sitios
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inflamatérios, formar células gigantes e controlar mecanismos celulares, como a
osteoclastogénese, através da producdo de mediadores quimicos, a avaliagcdo da
producéo de quimiocinas e a expressao de receptores para essas quimiocinas pode
contribuir para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no

desenvolvimento das lesdes de células gigantes bucais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a imunomarcacéo dos receptores de quimiocinas CCR1 e CCR2 na
leséo central de células gigantes (LCCG) e na lesao periférica de células gigantes
(LPCG).

2.2 Objetivos especificos
a) Avaliar a frequéncia de células gigantes e de células mononucleares que
expressam CCR1 e CCR2 na LCCG e a LPCG.

b) Avaliar a intensidade de expressdao de CCR1 e CCR2 nas células gigantes e
mononucleares da LCCG e da LPCG.

c) Comparar a intensidade de expressdo e as frequéncias de células
imunomarcadas para CCR1 e CCR2 na LCCG e a LPCG.
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RESUMO

As lesdes central de células gigantes (LCCG) e as lesbes periféricas de células
gigantes (LPCG) séo constituidas por células gigantes osteoclasticas e células
mononucleares com caracteristicas fenotipicas e funcionais de macro6fagos, de
precursores de osteoclastos e de células osteoblasticas. Recentemente, foi
demonstrada expressao da interleucina-10, seu receptor (IL-10R) e do receptor de
quimiocinas CCR5, sugerindo que mecanismos imunol6gicos mediados por citocinas
e quimiocinas podem participar dos processos relacionados a patogénese dessas
lesbes. Como a ativacdo dos receptores de quimiocina CCR1 e CCR2 estimula o
recrutamento e a diferenciagcdo de precursores de osteoclasto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a expressdo de CCR1 e CCR2 na LCCG e na LPCG. Para isso, 9
amostras frescas de LCCG e 10 de LPCG foram obtidos a partir de biépsias. As
amostras congeladas foram cortadas e submetidas a reacbes de
imunofluorescéncia, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CCR1 e anti-CCR2 e

anticorpo secundario conjugado a fluorocromo. Analises microscopicas foram
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realizadas e a percentagem de células positivas para cada parametro, bem como a
intensidade de fluorescéncia, foi determinada. Nossos resultados mostraram altas
frequéncias de células CCR1+ e variada frequéncia de células CCR2+ nas
populagdes de células gigantes e mononucleares em ambas as lesbes. Houve
correlacéo positiva entre as frequéncias de células mononucleares imunomarcadas
para CCR1 e CCR2 na LPCG. Tanto as células gigantes, quanto as células
mononucleares da LPCG, exibiram maiores frequéncias de expressdo de CCR1 do
que de CCR2. A deteccédo de elevadas frequéncias de células mononucleares e
gigantes expressando CCR1 e CCR2 sugere a participacado desses receptores de
quimiocina nos processos relacionados ao desenvolvimento das lesdes.
Investigagbes sobre a produgdo de citocinas e quimiocinas ligantes de CCR1 e
CCR2 nas les@es de células gigantes poderdo esclarecer melhor a imunopatologia
da LCCG e da LPCG.

Palavras-chave: Lesdo central de células gigantes. Leséo periférica de células

gigantes. Receptores de quimiocinas. Osteoclastogénese.

1 INTRODUCAO

A lesdo central de células gigantes (LCCG) € uma lesdo intra-6ssea de
comportamento clinico variado e prognéstico indeterminado, que acomete 0s 0Ssos
maxilares, preferencialmente em individuos antes dos 30 anos de idade e do género
feminino, podendo apresentar padrdo de crescimento agressivo (WHITAKER,;
WALDRON, 1993; LANGE; AKKER, 2005). A lesao periférica de células gigantes
(LPCG) é uma lesédo nodular, de coloracdo vermelha ou vermelho-arroxeada, que
acomete a gengiva ou mucosa alveolar de areas edéntulas, sendo considerada a
contraparte extra 6ssea da LCCG (LIU et al., 2003; NEVILLE et al., 2009;
CHAPARRO-AVENDANO; BERINI-AYTES; GAY-ESCODA, 2005). Os aspectos
histopatolégicos da LCCG e da LPCG sédo idénticos e consistem de numerosas
células mononucleares de morfologia variando entre fusiforme e ovoide, permeadas
por células gigantes multinucleadas e vasos sanguineos (WALDRON; SHAFER,
1966; GIANSANTI; WALDRON, 1969; DAYAN; BUCHNER; SPIRER, 1990; LIU et
al., 2003). As células gigantes presentes nessas lesdes apresentam caracteristicas
fenotipicas e funcionais de osteoclastos como expressdo de fosfatase acida

resistente ao tartarato (TRAP), receptores de calcitonina e vitronectina (VNR) e
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capacidade de reabsorver tecido mineralizado in vitro (FLANAGAN et al., 1988;
PAMMER et al., 1998; ITONAGA et al., 2003). Além disso, foi detectada nessas
lesbes expresséo de osteoprotegerina (OPG), do receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANK) e seu ligante RANKL, moléculas envolvidas na osteoclastogénese
(LIU et al., 2003).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que a maioria das células
da LCCG e da LPCG expressa a interleucina-10, seu receptor (IL-10R) e o receptor
de quimiocinas CCR5, sugerindo que mecanismos imunolégicos mediados por
citocinas e quimiocinas podem participar dos processos relacionados a patogénese
dessas lesdes (SYRIO et al., 2011; SARAIVA, 2008).

As quimiocinas sdo produzidas por diversos tipos de células teciduais e
desempenham suas funcdes se ligando a receptores de superficie celular. Os
receptores CCR1 e CCR5 séao ativados pela ligacdo de quimiocinas, como CCL3
(MIP-1alfa) e CCL5 (RANTES), enquanto receptores CCR2 sao ativados pela
ligacdo de CCL2 (MCP-1) (MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002). Ativacao de CCR1 e
CCR2 estimula a ativacédo e quimiotaxia seletiva de monécitos do sangue periférico
(JIANG et al., 1992), o recrutamento de precursores de osteoclastos para o tecido
O6sseo (SILVA et al., 2007, BINDER et al.,, 2009; KIM; DAY; MORRISON, 2005;
HOUNOKI et al., 2008) e também estimula a diferenciacdo dos precursores de
osteoclastos em osteoclastos maduros, na presenca de RANKL (MIYAMOTO et al.,
2009; WATANABLE et al., 2004; OBA et al., 2005). Estudos demostraram expressao
aumentada de CCR1 e CCR2 em doencas Osseas inflamatorias bucais, como cistos
e granulomas periapicais (SILVA et al., 2005) e periodontite crénica (NODA et al.,
2007), e a participagcao de CCR2 e CCR5 no processo de reabsorcéo dssea durante
movimento dentario ortodéntico (ANDRADE et al., 2009; TADDEI et al., 2012).

Uma vez que as quimiocinas e seus receptores especificos norteiam o0s
processos de migracdo e sdo também extremamente importantes no
estabelecimento e manutengdo de interagbes celulares, pode-se dizer que a
expressao diferencial dessas moléculas em tipos celulares distintos € um fator
essencial na determinacdo da celularidade de lesdes, na cinética de formacao das
lesdes, e no desenvolvimento de doencas. Entretanto, na literatura ndo existem
trabalhos avaliando a expressdo de quimiocinas e seus receptores nas lesbes de
células gigantes bucais.

Nosso grupo de pesquisa observou através de técnicas de imunohistoquimica
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que apenas um percentual minimo de células mononucleares nas LCCG e LPCG
era positivo para o antigeno Ki-67, marcador expresso quase que exclusivamente
por células em proliferagdo, sugerindo que o recrutamento de células do sangue
poderia ser um importante mecanismo para o crescimento das lesées (SOUZA;
MESQUITA; GOMEZ, 2000). Também demonstrou-se que pacientes com LCCG
apresentam maiores frequéncias de linfécitos € monoécitos circulantes produtores de
citocinas pr6 e antiinflamatérias, como interferon-gama (IFN-y), TNF-a e IL-10,
quando comparados com individuos ndo acometidos pela doenca (SOUZA et al.,
2005). Sabendo que células monociticas podem ser recrutadas para sitios
inflamatorios, formar células gigantes e controlar mecanismos celulares, como a
osteoclastogénese, através da producdo de mediadores quimicos, a avaliacdo da
producéo de quimiocinas e a expressao de receptores para essas quimiocinas pode
contribuir para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento nestas lesdes. Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar por
meio de imunofluorescéncia a expressao dos receptores de quimiocinas CCR1 e
CCR2 pelas células gigantes e mononucleares da LCCG e da LPCG.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Selecao dos pacientes

Foram selecionados dezenove amostras para este estudo: 9 pacientes
portadores de leséo central de células gigantes (LCCG) e 10 de lesao periférica de
células gigantes (LPCG). Os critérios de selecdo foram baseados em exames
clinicos, radiograficos e analises anatomopatologicas de fragmentos de lesdes
obtidos por meio de bidpsias. Todos os procedimentos relacionados a esta pesquisa
foram submetidos aos Comités de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catodlica de Minas Gerais (PUC Minas) e da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG) e aprovados segundo as normas destes comités.

2.2 Obtencao e processamento das amostras

Os fragmentos de LCCG e de LPCG foram obtidos a partir de bidpsias,

curetagens ou excisdes cirurgicas realizadas nas Clinicas do Departamento de
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Odontologia da PUC Minas e da UFMG, em Belo Horizonte. Parte de cada amostra
foi enviada ao Laboratério de Patologia Bucal do Departamento de Odontologia da
PUC Minas para confirmacdo do diagnéstico através de exame anatomopatoldgico.
O restante foi mergulhado em tampé&o fosfato-salina (PBS) contendo 30% de
sacarose a 4°C, por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram embebidas em
meio de inclusdo para congelamento (Tissue Tek-OCT), congeladas em freezer a -
20°C por 1 hora e depois transferidas para freezer -80°C, ai permanecendo até o
momento do processamento.

A partir dos fragmentos de lesdo congelados foram obtidos cortes histoldgicos
de 5um de espessura em criostato. Os cortes foram estendidos sobre I&minas de
vidro (Superfrost Micro Slides - VWR Scientific) e estas imediatamente incubadas em
acetona por 10 minutos a -20°C, para fixacdo dos tecidos. Apos fixacdo, as laminas
com os cortes foram armazenadas em freezer a -80°C.

Para certificarmos a qualidade e preservacao do tecido, um corte obtido em criostato
de cada fragmento foi submetido a coloragao histoldégica por hematoxilina/eosina e

avaliado em microscépio de luz.

2.3 Reacoes de imunofluorescéncia

Para avaliagdo da expressao dos receptores CCR1 e CCR2 pelas células das
lesbes, foram realizadas reagdes de imunofluorescéncia nos cortes de lesbes
congeladas, utilizando metodologia semelhante a descrita por Faria et al., em 2005.
Os cortes histolégicos foram lavados em 5 banhos de PBS resfriado, por 3 minutos
cada, e o excesso de tampédo foi removido com papel filtro. Para reduzir as
marcacOes inespecificas, foi realizado bloqueio com solu¢do de PBS e albumina
bovina (BSA) 3%, através de incubacdo em camara umida por 40 minutos. O
excesso de solucdo de bloqueio foi removido com papel filtro e foi adicionado
anticorpo monoclonal de camundongo anti-CCR1 (catalogo MAB 145, clone 53504,
R&D Systems) diluido 1:40 em PBS/BSA 3% e anticorpo monoclonal de
camundongo anti-CCR2 (catalogo MAB 150, clone 48607, R&D Systems) diluido
1:40 em PBS/BSA 3%. As diluicbes dos anticorpos foram testadas previamente. Os
cortes foram incubados em camara Umida por 15 horas a 4°C e em seguida,

submetidos a 5 banhos de PBS, por 3 minutos cada. Em seguida foram incubados
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com PBS/BSA 3% a temperatura ambiente durante 40 minutos. O excesso de
solucao foi removido com papel filtro e foram adicionados cerca de 40 ul de solucéo
de anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (catalogo A21050, Molecular
Probes) conjugado ao fluorocromo Cy3 diluido 1:200 e 4’,6’-diamidino-2-fenilindole
(DAPI) diluido 1:300 em PBS/BSA a 3%. Ap6s incubacdo em camara Umida ao
abrigo da luz, a temperatura ambiente, durante uma hora, os cortes foram lavados
com PBS e as laminas montadas com Hidromount (National Dignostic). As laminas
foram mantidas a 4°C, protegidas da luz, até que fosse realizada a aquisicao das
imagens ao microscopio confocal (Meta-510 Zeiss, Thornwood, WV, USA). Controle
negativo, por meio da omissé&o dos anticorpos primarios, e controle de isotipo 1gG1-
PE (Becton & Dickinson — CA, USA), foram analisados separadamente para

confirmar a auséncia de imunomarcacao inespecifica.

2.4 Aquisicao, processamento e analise das imagens

A técnica de microscopia confocal por varredura a laser utiliza uma
combinacdo de recursos de microscopia Optica aliados a principios de mecéanica
quantica, fisico-quimica e computacao para aquisicdo e processamento de imagens.
Ao serem excitados por uma fonte de energia, os fluorocromos conjugados aos
anticorpos emitem fluorescéncia em espectros de comprimentos de onda distintos, o
que permite a identificacdo de cada marcacéo, através da utilizagcdo de filtros
especificos contidos no microscopio.

As analises foram realizadas utilizando-se sistema de scanner de laser
confocal Meta-510 Zeiss acoplado ao microscépio Zeiss (Axiovert 100), por meio do
software LSMix, com objetiva Plan-Apochromat de imersdo em 6leo de 40X. Uma
lampada de mercurio foi utilizada para excitar o DAPI, através da linha 20/80nm, e
um laser de argbnio e nebnio para excitar o fluorocromo Cy3, através da linha
543nm. A luz emitida foi selecionada utilizando-se filtro band pass 363/90 para DAPI
e filtro long pass 560 para Cy3.

Para cada imunomarcacéo, foram feitas aquisicbes de imagens de dez
campos consecutivos, no aumento final de 400x, em areas caracteristicas das
lesbes, contendo células gigantes. As imagens obtidas foram armazenadas no
computador para posterior analise. Os programas LSMix e Adobe Photoshop 7.0

foram utilizados para o processamento das imagens e contagem das células. Para
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cada lamina, foi realizada contagem do numero total de células mononucleares e de
células gigantes em quatro dos dez campos capturados, por meio da contagem dos
nucleos positivos para DAPI. Em seguida, foi realizada a contagem das células
positivas para CCR1 e CCR2, obtendo-se a percentagem de células gigantes e
mononucleares positivas para cada marcador. Em cada amostra foram contadas
pelo menos 700 células mononucleares. Foi realizada, também, avaliagdo qualitativa
da intensidade da imunomarcacdo de CCR1 e CCR2 nas lesdes em fraca,
moderada e forte. Para analise estatistica foram atribuidos os seguintes valores
numericos: fraca intensidade = 1; moderada intensidade = 2 e forte intensidade = 3.
Todas as anélises foram realizadas por um Unico observador experiente, de forma

cega.

2.5 Analise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se software
Prisma grafic. Apos obtencéo das frequéncias de células positivas e da intensidade
de fluorescéncia para cada marcador, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para comparacdes entre os grupos de LCCG e LPCG e o teste de Wilcoxon
para comparacoes entre a expressdo dos marcadores dentro do grupo de LCCG e
do grupo de LPCG. O teste de analise de correlacdo de Spearmann foi realizado
para verificar a existéncia de correlagdo entre a expressao dos receptores de
quimiocinas. O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a distribuicdo das
amostras quanto a normalidade e o nivel de significancia considerado foi de 5%.

3 RESULTADOS

Para avaliarmos se as células gigantes e mononucleares da LCCG e da
LPCG expressam os receptores de quimiocinas CCR1 e CCR2, foram realizadas
reacbes de imunofluorescéncia nos cortes histolégicos das lesdes utilizando
anticorpo secundario conjugado a Cy3. Nés observamos que tanto células gigantes
como células mononucleares de ambas as lesdes expressam os receptores CCR1 e
CCR2 (Fig. 1 e 2).

Enquanto o padrdo de expressdao de CCR1 ndo variou muito entre as

amostras de ambas as lesdes, a frequéncia de células positivas e a intensidade de
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fluorescéncia das imunomarcagdes para CCR2 foram bastante variadas tanto na
LCCG quanto na LPCG. Além disso, dentro de uma mesma lesédo pode-se observar
variacbes entre a intensidade de fluorescéncia entre células gigantes e
mononucleares (Fig. 2).

Para compararmos as frequéncias de células mononucleares e gigantes
positivas para cada marcador entre a LCCG e a LPCG, foi utilizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. Os resultados mostraram nado haver diferencas
significativas nas frequéncias de células mononucleares ou gigantes positivas para
CCR1 ou CCR2, entre os grupos LCCG e LPCG (Tabela 1).

TABELA 1 - Frequéncia de células gigantes e mononucleares positivas para o receptor de
quimiocina CCR1 e CCR2 nos casos de LCCG e LPCG.

CELULAS LESAO MEDIANA V,ALOR V{*LOR Valor de p*
MINIMO | MAXIMO

% células mononucleares LCCG 100 4,41 100
CCR1+ LPCG 92,11 27,42 100 e

% células mononucleares LCCG 91,42 7,18 100
CCR2+ LPCG 48,81 7,29 96,05 e

% células gigantes LCCG 100 81,81 100
CCR1+ LPCG 100 83,33 100 e

% células gigantes LCCG 100 12,5 100
CCR2+ LPCG 38,08 0 100 e

* valores de p foram obtidos pelo teste Mann-Whitney.
n.s.: ndo significante.



30

Figura 1 — Imunomarcacao para CCR1 nos casos de LCCG e LPCG. (Ae D)
Imagens representativas das analises de microscopia confocal da expressao
de CCR1 na LCCG e LPCG, respectivamente, mostrando sobreposicoes de
CCR1 (vermelho) e DAPI (azul). (B e E) mostram detalhe das células gigantes
CCR1 positivas. (C e F) mostram detalhe das células mononucleares CCR1
positivas
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Figura 2 — Imunomarcacao para CCR2 nos casos de LCCG e LPCG. (Ae D)
Imagens representativas das analises de microscopia confocal da expressao
de CCR2 na LCCG e LPCG, respectivamente, mostrando sobreposicoes de
CCR2 (vermelho) e DAPI (azul). (B e E) mostram detalhe das células gigantes
CCR2 positivas. (C e F) mostram detalhe das células mononucleares CCR2
positivas

.
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Para verificarmos se ha diferenca na frequéncia de células mononucleares e
gigantes que expressam CCR1 e CCR2 nas amostras estudadas, foi utilizado o teste
de Wilcoxon. Os resultados mostraram que as percentagens de células gigantes e
mononucleares da LPCG que expressam CCR1 foram maiores que as frequéncias
de células positivas para CCR2 (Tabela 2). Nas amostras de LCCG nao foram
observadas diferencas significativas quanto as frequéncias de células positivas para
CCR1 e CCR2 (Tabela 2). Para constatar se havia correlacao entre as frequéncias
de células positivas para CCR1 e para CCR2 nas amostras estudadas realizamos
teste de Spearmann. Os resultados mostraram haver correlagao positiva (rs=0,754)
entre a frequéncia de células mononucleares positivas para CCR1 e CCR2 somente
na LPCG (Tabela 2).

TABELA 2 - Comparacao entre as frequéncias de células gigantes e
mononucleares positivas para CCR1 e CCR2 nos casos de LCCG e LPCG.

CCR1 CCR2 Valor de p* | Valor de p**
LCCG | % células mononucleares 100 91,42 n.s. n.s.
% células gigantes 100 100 n.s. n.s.
LPCG | % células mononucleares p<0,05
92,11 48,81 p<0,05
(rs=0,754)
% células gigantes 100 38,08 p<0,05 n.s.

* valores de p obtidos pelo teste Wilcoxon.
** valores de p obtidos pelo teste de correlagcao de Spearmann.
n.s: ndo significante.

Independentemente da frequéncia de células positivas para cada marcador
nas amostras estudadas, observou-se que a intensidade da imunomarcacgéo foi
variada. A intensidade de fluorescéncia € um parametro relacionado a quantidade de
antigeno (CCR1 ou CCR2) presente em cada célula positiva. Para compararmos a
intensidade de fluorescéncia da imunomarcagcao para CCR1 e CCR2 pelas células
das lesbGes, utilizamos os testes de Mann-Whitney e Wilcoxon. Os resultados
mostraram néo haver diferengas significativas entre as intensidades de fluorescéncia
de CCR1 e CCR2 entre a LCCG e a LPCG (Tabela 3). Também nédo foram
detectadas diferencas significativas entre a intensidade de expressdo de CCR1 e

CCR2 dentro de cada grupo de lesdes analisado (Tabela 3).
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TABELA 3 - Intensidade de fluorescéncia da imunomarcacao para CCR1 e
CCR2 nas células gigantes e mononucleares da LCCG e da LPCG

Intensidade de Valor de
fluorescéncia Leca LPCG p*
fraca 5 (55,6%) | 4 (40%)
CCR1 moderada 0 1 (10%) n.s.
forte 4 (44,4%) | 5 (50%)
fraca 3 (37,5%) | 5(62,5%)
CCR2 moderada 2 (25%) 2 (25%) n.s.
forte 3(37,5%) | 1(12,5%)
Valor de p** n.s. n.s.

* valores de p foram obtidos pelo teste Mann-Whitney.
** valores de p foram obtidos pelo teste Wilcoxon.
n.s: ndo significante.

4 DISCUSSAO

A LCCG e a LPCG séao lesbes de patogénese ainda desconhecida,
classificadas como lesdes proliferativas ndo neoplasicas. Embora a etiologia seja
desconhecida, os aspectos clinicos e histopatoldégicos sugerem que essas lesdes
sejam de natureza inflamatéria (BONETTI et al., 1990; CHAPARRO-AVENDANO:;
BERINI-AYTES; GAY-ESCODA, 2005). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
mostrou que a maioria das células da LCCG e da LPCG expressa a interleucina-10 e
seu receptor (IL-10R), sugerindo que mecanismos imunolégicos mediados por
citocinas podem participar dos processos relacionados a patogénese dessas lesdes
(SYRIO et al., 2011). Além disso, quase a totalidade das células mononucleares e
todas as células gigantes de ambas as lesdes expressam o receptor de quimiocina
CCRS5, reforcando a idéia de que os mediadores imunoinflamatdrios podem ter papel
importante no estabelecimento dessas lesées (SARAIVA, 2008).

Nesse trabalho, n6s demonstramos que células gigantes e mononucleares da
LCCG e da LPCG expressam os receptores de quimiocinas CCR1 e CCR2. Ao
quantificarmos as imunomarcacgdes para CCR1 e CCR2, verificamos na maioria dos
casos estudados altas frequéncias de células gigantes e mononucleares positivas
para esses receptores.

A ligacéo de quimiocinas aos receptores CCR1 e CCR2 estimula a ativagdo e

quimiotaxia seletiva de mondcitos do sangue periférico (JIANG et al., 1992), o



34

recrutamento de precursores de osteoclastos para o tecido ésseo (SILVA et al., 2007,
BINDER et al., 2009; KIM; DAY; MORRISON, 2005; HOUNOKI et al., 2008) e a
diferenciacdo dos precursores de osteoclastos em osteoclastos maduros, na
presenca de RANKL (MIYAMOTO et al., 2009; WATANABLE et al., 2004; OBA et al.,
2005).

Investigacbes sobre a caracterizacdo das células da LCCG e da LPCG tém
mostrado que as células gigantes multinucleadas apresentam caracteristicas
fenotipicas e funcionais de osteoclastos e expressam RANK e OPG. Entre as células
mononucleares, algumas exibem caracteristicas de precursores de osteoclastos,
como positividade para TRAP e RANK, enquanto outras expressam RANKL e OPG,
citocinas caracteristicas de células osteoblasticas (LIU et al., 2003). A ligagédo de
RANKL ao RANK expresso na superficie de precursores de osteoclastos induz a
fusdo e diferenciacdo dessas células, além da ativacdo e sobrevivéncia dos
osteoclastos (LANGE; AKKER; BERG, 2007). Enquanto a ativacdo de RANK induz a
expressdao do fator nuclear de células T ativadas (NFAT), o qual estimula a
expressao do receptor CCR1, e a inibicdo de NFAT reduz a producéo de CCR1,
inibindo a quimiotaxia dos precursores de osteoclastos (ISHIDA et al., 2006). Um
estudo recente mostrou aumento da transcricdo de uma isoforma de NFAT (NFATc1),
principalmente nas células gigantes multinucleadas da LCCG e da LPCG (AMARAL
et al., 2010). Assim, a alta expressao de CCR1 observada em nosso trabalho pode
ser decorrente, pelo menos em parte, da ativacdo da via de sinalizacdo mediada
pelo NFAT nas lesbes de células gigantes bucais.

Nossos resultados mostraram n&o haver diferengas significativas nas
frequéncias e intensidades de expressédo de CCR1 e CCR2 entre a LCCG e a LPCG,
sugerindo que 0s processos patologicos estimulados por esses receptores de
quimiocinas possam, em principio, atuar de forma semelhante nas lesdes.
Entretanto, quando comparamos a expressdo de CCR1 com CCR2 dentro do
mesmo grupo de lesdes, observamos maiores frequéncias de células gigantes e
mononucleares CCR1+ do que CCR2+ somente na LPCG. Esse achado sugere que
na LPCG o crescimento das lesdes pelo recrutamento seletivo de mondcitos do
sangue e a formacao de células gigantes podem ser controlados preferencialmente
pela via de sinalizacdo de CCR1. Como as citocinas sao as principais indutoras da
producé@o seletiva de quimiocinas e da expressdo de receptores de quimiocinas
(MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002), a proximidade das LPCGs com fatores
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irritativos  locais como placa bacteriana e fatores traumaticos locais poderia
determinar a ocorréncia de um microambiente com padrdes distintos de citocinas,
influenciando o perfil de quimiocinas.

Embora a maioria dos casos de LCCG e LPCG apresente altas frequéncias
de células gigantes e mononucleares positivas para CCR1 e CCR2, algumas
amostras exibiram baixas frequéncias de células positivas para ambos ou um dos
receptores de quimiocinas avaliados. Como os receptores CCR1 e CCR2 estédo
diretamente envolvidos no processo de recrutamento e diferenciacdo de precursores
de osteoclastos, € possivel que algumas lesbes analisadas estivessem em uma fase
de menor inducao de osteoclastogénese, determinada por altera¢gdes no balanco
entre citocinas pr6 e anti-inflamatérias. Varios estudos demonstraram o papel
modulador de diferentes citocinas na osteoclastogénese e reabsorcdo Ossea
(ANDRADE et al., 2009; KOMATSU; TAKAYANAGI, 2012). Por outro lado, a menor
expressao de CCR1 e CCR2 em algumas amostras estudadas poderia indicar
ativacdo excessiva das vias de sinalizagdo induzidas pelos receptores de
quimiocinas, uma vez que esses podem ser rapidamente regulados negativamente
pela exposicdo a quimiocina, constituindo um dos provaveis mecanismos de
finalizacao das respostas imunoinflamatorias (MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002).

No tecido Osseo varios tipos de quimiocinas atuam ao mesmo tempo
estimulando diferentes vias moleculares (MENTEN; WUYTS; DAMME, 2002) e
dessa forma o balangco entre a expressdo das diferentes quimiocinas e seus
receptores influenciada por diversos mediadores como citocinas e fatores de
crescimento pode determinar a maior reabsor¢céo ou formacao éssea.

As altas frequéncias de células expressando receptores de quimiocinas
envolvidos na osteoclastogénese, como CCR1, CCR2 e CCRS5, nas lesbes de
células gigantes bucais poderiam explicar, em parte, a formacédo continua e a
sobrevivéncia de células osteoclasticas no interior das lesées, sem contato com a
superficie de matriz 6ssea. Investigacbes sobre a produ¢do de quimiocinas e sobre
as vias de sinalizacdo molecular relacionadas as quimiocinas sao necessarias para

elucidar os mecanismos envolvidos na etiopatogénese da LCCG e da LPCG.
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ABSTRACT

Central giant cell lesions (CGCL) and peripheral giant cell lesions (PGCL) are
constituted by multinucleated (osteoclastic-like) giant cells in a background of
mononuclear cells expressing functional and phenotypic characteristics of
macrophages, osteoclast precursors and osteoblastic cells. Recently, it has been
demonstrated the expression of interleukin-10, its receptor (IL-10R) and chemokine
receptor CCR5, which suggests that immunological mechanism mediated by
cytokines and chemokines should participate in pathogenic process of those lesions.
Insofar as the activation of chemokine receptors CCR1 and CCR2 stimulate
osteoclast precursors recruitment and differentiation, the purpose of this study was to
evaluate both CCR1 and CCR2 expression in CGCL and PGCL. Thus, 9 CGCL
sampler and 10 PGCL were obtained from surgical excision. Frozen specimens were
cut and subjected to immunofluorescence staining using anti-CCR1 and anti-CCR2
monoclonal antibodies and fluorochrome-labelled secondary antibody. Microscopic
analyses were performed and the percentage of positive mononuclear and giant cells
for each parameter was obtained, besides their fluorescence intensity. The results
show high frequency of CCR1+ cells and variated frequency of CCR2+ cells in giant
and mononuclear cell populations in both lesions. There was positive correlation
between frequencies of CCR1 and CCR2 immunomarked mononuclear cells on
PGCL. Both giant and mononuclear cells on PGCL showed higher frequencies of
CCR1 expression than CCR2. High frequencies of giant and mononuclear cells
expressing CCR1 and CCR2 suggest the participation of those chemokine receptors
in lesion's development. Further investigations about the production of cytokines and
chemokine and CCR1 and CCR2 chemokine ligands in giant cell lesions shall

elucidate the immunopathology of CGCL and PGCL.

Keywords: Central giant cell lesions. Peripheral giant cell lesions. Chemokine

receptors. Osteoclastogenesis.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As altas frequéncias de células expressando receptores de quimiocinas
envolvidos na osteoclastogénese, como CCR1, CCR2 e CCR5, nas lesbes de
células gigantes bucais podem explicar, em parte, a formagdo continua e a

sobrevivéncia de células osteoclasticas no interior das lesoes.

Sao necessarias mais investigacdes sobre a producao de quimiocinas e sobre
as vias de sinalizacdo molecular relacionada as quimiocinas para elucidar os

mecanismos envolvidos na etiopatogénese dessas lesoes.
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