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RESUMO
As lesões odontogênicas compreendem um grupo diversificado de lesões que comumente acometem a cavidade oral e são derivadas dos tecidos que originam o dente. Seus mecanismos de desenvolvimento e progressão ainda não são completamente conhecidos, porém alguns estudos investigam a participação de algumas proteínas especificas nesses eventos. O objetivo desse estudo é investigar a expressão da proteína K-RAS nestas patologias e correlacionar a expressão protéica com o comportamento das lesões estudadas. A análise imunohistoquímica foi realizada em 20 casos de cisto dentígero (CD) queratocisto odontogênico (CO) e ameloblastoma (Am), totalizando 60 casos analisados. Considerando-se a imunoexpressão de K-RAS na camada basal do CD, 11 (55%) casos apresentaram hiperexpressão (score 3), já na camada suprabasal em 13 (65%) dos casos. O mesmo foi observado na análise do CO, nos quais a camada suprabasal obteve 8 (40%) dos casos com score 3, enquanto a camada basal atingiu esse nível em apenas 5 (25%) dos casos. Em relação ao Am a hiperexpressão foi observada em 6 (30%) dos casos. Portanto acredita-se que a expressão de K-RAS nas lesões odontogênicas seja inversamente proporcional ao comportamento agressivo dessas lesões.
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Introdução
Lesões odontogênicas são derivadas dos tecidos que dão origem ao dente e constituem um grupo diversificado de patologias bucais [1]. Podem se originar a partir do epitélio, ectomesênquima e/ou mesênquima da região [2]. Seu desenvolvimento e a sua progressão estão associados a diversos eventos, sendo relacionados a enzimas que degradam material extracelular, a adesão entre as moléculas e fatores de proliferação, angiogênese e osteólise [3]. 
A proteína K-RAS é membro da família das pequenas proteínas G que se liga aos nucleotídeos trifosfato de guanosina (GTP) e difosfato de guanosina (GDP) e está associada à regulação da resposta celular aos estímulos extracelulares [4]. Em seu estado normal, essa proteína pode ser inativa, quando ligadas ao GDP, ou ativa, quando ligada ao GTP. Uma vez ativada, estimula os reguladores sequencialmente da proliferação, tais como a MAPK, que envia sinais ao núcleo e favorecendo a proliferação celular [5]. A ativação dessa proteína foi observada tanto como um evento precoce durante a tumorigênese, quanto como um evento tardio [6,7]. Em uma reação imunohistoquímica, a K-RAS foi detectada em ambos os casos, em epitélio normal e epitélio odontogênico neoplásico [8]. Sandros et al sugeriram que a expressão do gene K-RAS pode ser usado como um marcador para auxiliar na detecção do comportamento biológico e no prognóstico dos ameloblastomas.
Estudos revelam a relação dessa proteína com o crescimento do ameloblastoma, sugerindo que as funções de K-RAS é regular a proliferação e diferenciação celular no epitélio odontogênico normal e neoplásico. Entretanto, a literatura é escassa quando se trata da relação entre a proteína K-RAS, as lesões odontogênicas.

Material e métodos
Análise clinicopatológica
As fichas anátomo-clínicas dos pacientes com o diagnóstico de ameloblastoma, ceratocisto odontogênico e cisto dentígero diagnosticados no laboratório de Histopatologia do Departamento de Biociênicas e Diagnóstico Bucal do Instituto de Ciências e Tecnologia/Unesp São José dos Campos, no período de 1980 a 2015, foram retrospectivamente revisados. O projeto de pesquisa foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do ICTSJC/UNESP (CAAE: 55685816.3.0000.0077)
Os dados coletados incluem sexo, idade, localização e outras características clínico-imaginológicas, quando estivessem disponíveis. Excluiu-se os casos que não tiveram as lâminas de H&E e os bloco em parafina disponíveis.
Reação imuno-histoquímica
Cortes de 3 um foram pré-aquecidos a 56 o C por 12 horas, as lâminas foram submetidas ao Trilogy ® (Cell Marque Rocklin, USA) 1:100 em panela de pressão por 15 minutos. O bloqueio da peroxidase endógena se realizou com solução de peróxido de hidrogênio 3% (Merck) em tampão TBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. As proteínas foram bloqueadas com reagente comercial específico após 20 minutos de tratamento a temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram cobertas com o anticorpo primário K-RAS (Abcam, Cambridge, MA, EUA) previamente diluído em diluente 1:100 (Dako;DakoCytomation) e incubadas por duas horas a temperatura ambiente. A detecção da reação foi feita com o sistema comercial estreptoavidina biotina-peroxidase de acordo com as especificações do fabricante (EnVision, Dako;DakoCytomation), utilizando o substrato cromogênico DAB (diaminobenzidina,DakoCytomation). Por fim, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris.
A marcação citoplasmática foi classificada em scores, segundo a classificação modificada de Vered et al, 2009 [10], em 1 (0-10%), 2 (11-50%) e 3 (51-100%). A contagem foi realizada em microscópio de luz (Zeiss Axioplan2), aumento de 400x, dividindo-se cada corte em 5 áreas aleatoriamente selecionadas com pelo menos 100 células, as quais foram classificadas em marcação positiva ou negativa. Nos casos de cisto dentígero e ceratocisto odontogênico, a contagem foi ainda subdividida entre camada basal e suprabasal e realizada separadamente. Além disso, a intensidade de marcação foi analisada subjetivamente.
Análise estatística
Associações entre as variáveis em tabelas de contingências de 2x2 foram realizadas com uso do teste exato de Fisher ou X2, e o nível de significância de 5% foi considerado para todos os testes.


 Resultados
Os resultados clinico-patológicos e imunohistoquímicos estão resumidos na Tabela 1(A, B e C). Pacientes do sexo masculino foram os mais afetados no CD, CO e Am representando 13 (65%), 11 (55%) e 13 (65%) casos, respectivamente. Em relação a faixa etária, 10 (50%) casos de cisto dentígero analisados acometeram crianças e jovens, com até 20 anos. A idade média examinada foi de 25,85 anos, variando de 5 à 64 anos de idade. Para o CO, a idade média de acometimento foi de 34,4 anos, variando de 18 à 63 anos. Já nos casos de Am, a idade mínima foi de 18 e a máxima 82, sendo a média de 40,5 anos de idade.
Radiograficamente, todos os 20 (100%) casos de cisto dentígero apresentaram-se como uma imagem radiolúcida unilocular bem delimitada, 14 (70%) casos de ameloblastoma e 10 (50%) de ceratocisto odontogênico exibiram área radiolúcida multilocular e demais casos não havia exame radiográfico. As três lesões foram predominantes em pacientes leucodermas na região de posterior mandíbula.
Microscopicamente, nos casos de CD, observou-se a presença de um epitélio pavimentoso estratificado delgado, não queratinizado e, por vezes regiões de espessamento epitelial, encontradas em 6 (30%) dos casos (Figura 1A). Vinte e cinco por cento dos casos apresentaram áreas degeneração hidrópica na camada suprabasal. As cápsulas de tecido conjuntivo fibroso exibiram em 2 (10%) dos casos áreas com hemorragia e ilhas de epitélio odontogênico. A inflamação foi ausente em 13 (65%) das lâminas analisadas e, quando encontrada, consistia em um discreto infiltrado inflamatório crônico. 
Nos casos de CO, 20 (100%) exibiram epitélio pavimentoso estratificado com poucas camadas, enquanto os outros 7 (35%) exibiram um epitélio mais espesso. Todos os cortes apresentaram a camada de paraqueratina e superfície epitelialcorrugada. As células da camada basal do epitélio variaram entre cúbicas e colunares e apresentaram-se dispostas em paliçada com núcleo hipercromático (Figura 1B) . A camada suprabasal exibiu áreas de degeneração hidrópica e acantólise em 9 (45%) e 5 (25%) dos casos, respectivamente. Na cápsula de tecido conjuntivo fibroso, foram observados focos de hemorragia em 4 (20%) dos cortes e discreto infiltrado inflamatório crônico em 9 (45%).
No ameloblastoma o padrão folicular foi predominante sendo observado em 12 (60%) dos casos, seguido pelo plexiforme em 8 (40%). No padrão folicular, observou-se a formação de ilhas de células epiteliais colunares, com núcleo em polarização invertida e hipercromáticos, semelhante a ameloblastos, circundando as células fusiformes frouxamente arranjadas semelhante ao retículo estrelado (Figura 1C) No padrão plexiforme também obervou-se a formação das ilhas epiteliais que desenvolveram anastomoses, formando longos cordões epiteliais.
Em relação à expressão da K-RAS, dos 60 casos analisados, 48 (80%) apresentaram marcação positiva independentemente da intensidade. O CD foi a lesão odontogênica que mais fortemente a expressou, com uma média de 11,6 (58%) e 12 (60%) casos com forte marcação nas camadas basal e suprabasal, respectivamente (Figura 1D). No CO, a forte marcação foi observada na camada suprabasal, com uma média de 8 (40%) casos, enquanto a camada basal apresentou apenas 5 (25%) (Figura 1E). Nos casos de Am a média de expressão forte observada foi de 8,6 (43%) casos (Figura 1F).
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Figura 1. Fotomicroscopia demonstrando as características histopatológicas dos casos de CD(A): epitélio pavimentoso estratificado delgado, não queratinizado; CO(B): epitélio pavimentoso estratificado paraqueratinizado delgado, com superfície corrugada e células da camada basal dispostas em paliçada com núcleo hipercromático; Am(C): padrão folicular com a formação de ilhas de células epiteliais colunares, núcleo em polarização invertida e hipercromáticos. A expressão imunohistoquímica de K-RAS no CD(D): forte marcação nas camadas basal e suprabasal; CO(E) com marcação mais evidente na camada suprabasal; Am(F): maior marcação nas células periféricas .

     	No CD, 11 (55%) e 13 (65%) dos casos foram classificados com score 3, na camada basal e suprabasal, respectivamente. No CO, a camada suprabasal em  8 (40%) dos casos >50% das células foram positivas, enquanto a camada basal atingiu esse nível em apenas 5 (25%) dos casos. Em relação ao Am, a superexpressão foi observada em 6 (30%) dos casos.
Não houve correlação entre a expressão de K-RAS,  a idade (p=0,339) e sexo (p=0,668) dos pacientes. Foi observada uma maior expressão na camada basal dos casos de CD quando comparados ao CO, entretanto essa diferença não foi estatisticamente significante (p=0,057). Em relação, à camada suprabasal não houve diferença estatisticamente significante (p=0,357). Comparando as três lesões sem estratificação das camadas entre os grupos também não houve diferença estatísticamente significante (p=0,623).
Discussão
As lesões odontogênicas estão entre as patologias mais encontradas na cavidade bucal e tem sido estudadas em diversas partes do mundo [11].  O CD é o mais comum de todos os cistos odontogênicos de desenvolvimento, representando de 20 a 24% dos casos. Ele se desenvolve em torno da coroa de um dente não erupcionado a partir do acúmulo de líquido entre o epitélio reduzido do órgão do esmalte e o dente impactado [12, 13]. Demirkol et al revelaram uma maior prevalência do CD em pacientes do sexo masculino com uma proporção aproximada M:F de 1,5:1 e o mesmo foi o observado nos nossos casos. As demais características clínicas e histológicas obtidas também condizem com os dados presentes na literatura. O CD foi comumente encontrado em pacientes jovens, com até 30 anos de idade, em mandíbula posterior, próximo a região de terceiro molar, sendo radiograficamente representado por uma imagem radiolúcida unilocular bem definida associada a um dente impactado [12,13,14]. 
	O antigo tumor odontogênico ceratocístico foi reclassificado pela OMS em 2017, retornando à classe de cisto odontogênico [15,16,17] como CO. Dentre as justificativas para essa mudança está o fato da marsupialização ser um método de tratamento eficaz para o CO, onde após a descompressão, o epitélio de revestimento se assemelha mais com a mucosa oral do que com o epitélio característico dessa patologia, característica normalmente não associada às neoplasias [16,17]. Vázquez-Romero et al descreveram essa lesão como predominantemente encontrada em leucodermas do sexo masculino, assim como foi verificado neste presente estudo.
	O CO ocorre principalmente na mandíbula, em particular na região do terceiro molar, ângulo e ramo mandibular, com uma proporção mandíbula-maxila de 2:1. Pode aparecer em qualquer idade, no entanto, é mais frequente em adultos jovens entre 20 e 30 anos [18]. Características semelhantes as descritas na literatura foram observadas, 13 (65%) dos casos de CO ocorreram na região de mandíbula posterior, em pacientes com idade média de 34,4 anos, sendo a faixa etária entre 21 e 40 anos a mais comumente encontrada. 
	O Am representa cerca de 1% de todos os tumores de cabeça e pescoço e 9-11% dos tumores odontogênicos. Geralmente apresenta crescimento lento porém é localmente invasivo [19]. Sua maior incidência está entre a terceira e quarta décadas de vida e a predileção entre sexo masculino e feminino varia de acordo com a região na qual o estudo é realizado, sendo a proporção 1:1 frequentemente observada ou com uma ligeira predileção pelo sexo masculino, como na população indiana, por exemplo [19,20]. Em relação aos casos de Am analisados no presente estudo, a idade média de acometimento foi de 40,5 anos, sendo a faixa etária entre 21 e 40 anos a mais prevalente (40%). Dos 20 casos analisados, 13 foram em pacientes do sexo masculino, demonstrando uma ligeira predileção por esse gênero. É mais comum na região posterior da mandíbula e radiograficamente pode se apresentar como uma imagem radiolúcida unilocular ou multilocular, com aspecto de bolhas de sabão, sendo a última a mais comumente observada [20, 21, 22]. Milman at al verificaram, microscopicamente, uma prevalência pelo padrão histológico folicular, seguido pelo plexiforme e mais raramente o padrão desmoplásico. Os casos de Am estudados evidenciam as características descritas na literatura, sendo 95% em mandíbula posterior. Dos 20 casos, 14 (70%) apresentaram aspecto radiográfico multilocular e 12 (60%) com padrão histológico folicular, sendo o restante com padrão plexiforme (40%).
A K-RAS é uma das proteínas que participa da regulação do ciclo de proliferação celular [23]. Mutações nesse oncogene estimulam as GTPases e foram documentadas em 30% de todos os cânceres humanos sendo, por vezes, associadas a resistência à quimioterapia e terapia-alvo [24]. Cox et al sugerem que as mutações do gene K-RAS são eventos genéticos iniciais na progressão do tumor e que sua expressão contínua é necessária também para a manutenção do mesmo [25]. Na literatura, inúmeras pesquisas demonstram as ligações entre o gene mutado e lesões malignas, entretanto, não existem evidências que mostrem a marcação da proteína em lesões benignas como os cistos e tumores odontogênicos. A camada basal dos casos de CD apresentou maior expressão de K-RAS quando comparada aos casos de CO, porém essa diferença não foi estatisticamente significante, mas foi borderline (p=0,057), provavelmente por conta do pequeno número de amostras (n=20). Essa diferença não foi estatisticamente significativa para a camada suprabasal dos casos por conta dos aspectos microscópicos dos casos de CD, nos quais o epitélio foi, por vezes, muito delgado, dificultando a estratificação das camadas. No CO, a hiperexpressão foi observada na camada suprabasal. A expressão de K-RAS, geralmente, é restrita às células da camada basal ou foliculares da pele de camundongos, fato que pode sugerir falta da capacidade de renovação destas células enquanto a expressão em outros compartimentos do epitélio pode sugerir a iniciação e progressão de algumas neoplasias [26]. Já na camada basal da epiderme, a hiperexpressão de K-RAS pode ser suficiente para a transformação maligna, pois nesta camada há a presença de células tronco [27]. 
 Alteração na via de sinalização celular, como por exemplo na MAPK, é reportada nos cistos e tumores odontogênicos [28]. A maior ligação da K-RAS e da Raf quinase (BRAF) nos ameloblastomas resulta na maior atividade da ERK 1 e 2 tanto no citoplasma quanto no núcleo [28]. Neste presente estudo, a expressão de K-ras foi semelhante entre os demais cistos odontogênicos quando as camadas foram comparadas de forma agrupada. 
Conclusão
A expressão de K-RAS nos CD foi predominante nas células da camada basal, enquanto no CO foi na camada suprabasal, mas quando não estratificamos as camadas, a expressão foi semelhante entre CO e Am, podendo sugerir que quanto menor a sua expressão, maior a agressividade da lesão.
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Anexos
Tabela 1 - A: Dados gerais dos casos de CD analisados.
	Casos
	Grupo
	Idade
	Sexo
	Raça
	Local
	RX
	RAS
	Score B
	Score SB
	Score Am

	1
	1
	40
	1
	1
	1
	1
	1
	3
	3
	 

	2
	1
	15
	1
	2
	1
	1
	1
	3
	3
	 

	3
	1
	6
	1
	1
	4
	1
	1
	3
	3
	 

	4
	1
	27
	2
	1
	3
	1
	4
	1
	1
	 

	5
	1
	64
	1
	2
	1
	1
	3
	2
	3
	 

	6
	1
	53
	2
	1
	1
	1
	3
	2
	3
	 

	7
	1
	50
	1
	1
	1
	1
	3
	1
	2
	 

	8
	1
	31
	1
	1
	1
	1
	3
	2
	2
	 

	9
	1
	13
	2
	1
	4
	1
	2
	3
	3
	 

	10
	1
	36
	1
	1
	1
	1
	4
	1
	1
	 

	11
	1
	13
	2
	1
	1
	1
	3
	3
	3
	 

	12
	1
	21
	2
	1
	1
	1
	1
	3
	3
	 

	13
	1
	18
	1
	1
	3
	1
	4
	1
	1
	 

	14
	1
	11
	2
	1
	2
	1
	4
	1
	1
	 

	15
	1
	11
	2
	1
	2
	1
	1
	3
	3
	 

	16
	1
	17
	1
	1
	1
	1
	4
	1
	1
	 

	17
	1
	14
	1
	1
	3
	1
	2
	3
	3
	 

	18
	1
	5
	1
	2
	1
	1
	1
	3
	3
	 

	19
	1
	49
	1
	1
	1
	1
	1
	3
	3
	 

	20
	1
	25
	1
	1
	1
	1
	3
	3
	3
	 


Grupos: 1=CD; 2=CO; 3=Am / Sexo: Masculino=1; Feminino=2 / Raça: Leucoderma=1 Outros=2 / Local: Mandíbula Posterior=1; Mandíbula Anterior=2; Maxila Posterior=3; Maxila Anterior=4 / RX: Unilocular=1; Multilocular=2 / RAS (intensidade de marcação): Forte=1; Média=2; Fraca=3; Inexistente=4
	 






Tabela 1 - B: Dados gerais dos casos de CO analisados.
	Casos
	Grupo
	Idade
	Sexo
	Raça
	Local
	RX
	RAS
	Score B
	Score SB
	Score Am

	21
	2
	19
	2
	1
	2
	1
	3
	2
	3
	 

	22
	2
	28
	2
	1
	4
	1
	3
	1
	3
	 

	23
	2
	56
	2
	1
	1
	1
	1
	3
	3
	 

	24
	2
	62
	1
	2
	2
	2
	3
	1
	2
	 

	25
	2
	20
	1
	1
	3
	2
	3
	1
	2
	 

	26
	2
	14
	1
	2
	1
	1
	4
	1
	1
	 

	27
	2
	13
	2
	2
	3
	1
	3
	1
	2
	 

	28
	2
	54
	1
	1
	3
	1
	3
	1
	2
	 

	29
	2
	52
	1
	2
	2
	2
	2
	3
	3
	 

	30
	2
	26
	1
	1
	1
	1
	2
	2
	3
	 

	31
	2
	18
	1
	1
	1
	2
	1
	3
	3
	 

	32
	2
	31
	2
	1
	4
	1
	3
	2
	2
	 

	33
	2
	24
	2
	1
	1
	2
	3
	1
	2
	 

	34
	2
	63
	1
	1
	1
	1
	2
	3
	3
	 

	35
	2
	35
	1
	1
	1
	1
	4
	1
	1
	 

	36
	2
	52
	2
	1
	1
	2
	3
	1
	1
	 

	37
	2
	18
	1
	1
	1
	2
	3
	2
	2
	 

	38
	2
	22
	2
	2
	4
	2
	3
	1
	1
	 

	39
	2
	56
	1
	2
	1
	2
	2
	3
	3
	 

	40
	2
	25
	2
	1
	1
	2
	4
	1
	1
	 


Grupos: 1=CD; 2=CO; 3=Am / Sexo: Masculino=1; Feminino=2 / Raça: Leucoderma=1 Outros=2 / Local: Mandíbula Posterior=1; Mandíbula Anterior=2; Maxila Posterior=3; Maxila Anterior=4 / RX: Unilocular=1; Multilocular=2 / RAS (intensidade de marcação): Forte=1; Média=2; Fraca=3; Inexistente=4







Tabela 1 - C: Dados gerais dos casos de Am analisados.
	Casos
	Grupo
	Idade
	Sexo
	Raça
	Local
	RX
	RAS
	Score B
	Score SB
	Score Am

	41
	3
	48
	2
	1
	1
	2
	2
	 
	 
	2

	42
	3
	23
	1
	2
	1
	1
	2
	
	
	2

	43
	3
	57
	1
	2
	1
	2
	3
	
	
	2

	44
	3
	20
	1
	1
	1
	2
	2
	
	
	3

	45
	3
	22
	2
	2
	1
	2
	3
	
	
	2

	46
	3
	43
	1
	2
	1
	2
	4
	
	
	1

	47
	3
	74
	2
	1
	1
	1
	3
	
	
	3

	48
	3
	82
	2
	1
	1
	2
	2
	
	
	3

	49
	3
	15
	1
	1
	4
	1
	3
	
	
	1

	50
	3
	60
	1
	2
	1
	2
	2
	
	
	2

	51
	3
	34
	2
	2
	1
	2
	3
	
	
	2

	52
	3
	34
	2
	2
	1
	2
	4
	
	
	1

	53
	3
	18
	1
	1
	1
	1
	4
	
	
	1

	54
	3
	64
	1
	1
	1
	2
	3
	
	
	2

	55
	3
	18
	1
	2
	1
	2
	4
	
	
	1

	56
	3
	39
	2
	2
	1
	2
	2
	
	
	3

	57
	3
	31
	1
	1
	1
	2
	3
	
	
	3

	58
	3
	40
	1
	1
	1
	1
	3
	
	
	2

	59
	3
	40
	1
	1
	1
	1
	2
	
	
	3

	60
	3
	48
	1
	1
	1
	2
	2
	 
	 
	3


Grupos: 1=CD; 2=CO; 3=Am / Sexo: Masculino=1; Feminino=2 / Raça: Leucoderma=1 Outros=2 / Local: Mandíbula Posterior=1; Mandíbula Anterior=2; Maxila Posterior=3; Maxila Anterior=4 / RX: Unilocular=1; Multilocular=2 / RAS (intensidade de marcação): Forte=1; Média=2; Fraca=3; Inexistente=4
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