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RESUMO

A Displasia Fibrosa (DF) faz parte do grupo das lesdes fibro-dsseas benignas (LFOBs) e é
considerada uma alteracdo do desenvolvimento. Diversos mecanismos j& foram explorados
em relacdo a etiologia das LFOBs, mas pouco se sabe sobre o papel de proteinas ditas como
especificas do 0sso no desenvolvimento e progressao destas lesGes. A proteina esclerostina é
considerada um regulador da remodelacdo 6ssea, sendo caracterizada como 0 mais potente
inibidor da formac&o 6ssea. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a imunoexpresséo
da esclerostina na DF e correlacionar com dados clinico-patologicos. Foi realizado um estudo
transversal com bidpsias do Biobanco do Laboratorio de Patologia Bucal (LPB) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Cortes histologicos foram utilizados para
andlise histoquimica, visando a avalia¢do espacial das trabéculas dsseas presentes na lesdo, e
imunohistoquimica (IHQ) para avaliacdo da expressdo da esclerostina. Laminas coradas em
Tricdmico de Mallory foram avaliadas por um método semiautomatizado de segmentacéo das
estruturas 6sseas, seguida pela esqueletonizacdo. A expressdo da esclerostina foi avaliada da
seguinte forma: imunolocalizacdo das células marcadas e intensidade da marcacao, seguida da
classificacdo por scores. Também, foi obtido escore ponderado, sendo o valor dividido pela
4rea tecidual analisada (mm?). Depois da realizacdo da IHQ, foi realizada outra técnica
histoquimica, pela coloracdo em Azul de Toluidina. Dados clinicos dos pacientes foram
obtidos das fichas de biopsias. Como resultados, foram avaliados ao todo 10 casos de DF,
sendo 5 em pacientes do sexo masculino e 5 do sexo feminino. No total, 14 biopsias foram
avaliadas nestes 10 individuos. As células marcadas para esclerostina estavam presentes no
componente fibroso, mostrando um fenotipo semelhante aos mastécitos, com a marcacao
positiva do tipo dots ou granulos, dispersos pelo citoplasma. Por vezes, era possivel
identificar que estas células marcadas estavam proximas aos espacos vasculares. Esta
semelhanca fenotipica com os mastocitos foi confirmada com a coloragdo de azul de
toluidina, que revelou células com nucleo azulado e citoplasma arroxeado, mostrando
gréanulos em diferentes tons variando do rosa ao arroxeado. Ainda sobre a esclerostina, a
maior parte das células positivas ndo estava em intimo contato com o componente 6sseo. Em
algumas bidpsias foi possivel observar que as células marcadas, ora apresentavam-se
dispersas de forma individual, ora formando pequenos clusters. As células marcadas foram
vistas em ambos 0s tipos de conjuntivo, tanto aquele mais denso quanto mais frouxo. Dois
casos mostraram positividade para ostedcitos. Foi evidenciada a expressao da esclerostina em
oito bidpsias com score 0 (57,1%), seguido de uma bidpsia com score 1 (7,1%), nenhuma
com score 2 e 5 bidpsias com score 3 (35,8%). Ndo houve correlacdo entre nenhum dos
parametros relacionados a organizacdo espacial trabecular e 0s escores da expressao da
esclerostina. Conclui-se que a proteina esclerostina foi encontrada em aproximadamente
metade dos casos de displasia fibrosa, principalmente no componente tecidual fibroso. As
células positivas para expressdo desta proteina revelaram morfologia semelhante a dos
mastdcitos, e em sua maioria, estavam com intimo contato com o0s espacos vasculares e
apresentaram-se ora individualmente, ora formando pequenos aglomerados.

Palavras-chave: Lesdes Fibro-Osseas Benignas; Displasia Fibrosa; Osso; Esclerostina.



ABSTRACT

Fibro-osseous lesions (FOLSs) of the gnathic bones are characterized as a group of diseases
with the substitution of the bone component by fibrous tissue. Fibrous Dysplasia (FD) is a
developmental disease included in this group. Many mechanisms were already explored
related to the etiology of these diseases, although little is known about the role of bone
proteins in the development or progression of these lesions. Sclerostin is a protein considered
a major regulator of bone remodeling, also known as the most potent inhibitor of bone
formation. In this way, the aim of this study was to evaluate sclerostin immunoexpression in
FD and to identify any correlations with the clinical-pathological data. A cross-sectional study
was conducted on biopsies from the biobank of the Federal University of Santa Catarina.
Histological sections were used for both histochemistry and immunohistochemistry.
Histological slides were stained in Mallory trichrome for evaluation of the trabeculae spatial
organization through a semi-automatic segmentation method for skeletonization. Sclerostin
expression was analyzed, as follows: the location and number of positive cells, followed by
the intensity of the immunostaining for score classification. In addition, a calibrated score was
calculated and divided by the lesional area analyzed (mm2). A complementary stain with
toluidine blue was also performed. Clinical data was obtained from the biopsy files. A total of
10 patients were evaluated, 5 male and 5 female, with a total of fourteen biopsies. Positive
cells were found at the fibrous component, revealing a phenotypic similarity to the mast cells,
with immunostaining revealing dots and granules within the cytosol. These positive cells were
close to the vascular spaces. The phenotypic resemblance was confirmed by the toluidine blue
stain revealing that the same positive cells showed a blue nucleus and a pinkish to purplish
cytosol. Still, regarding the sclerostin expression, most of the positive cells were not in the
vicinity of the bone component. These positive cells were found to be sometimes isolated and
sometimes forming clusters in both fibrous stroma, dense and loose. Two cases revealed
positivity for the osteocytes. Eight biopsies revealed no sclerostin expression (57.1%),
followed by one with a score of 1 (7.1%), none with a score of 2, and 5 with a score of 3
(35.8%). There was no significant correlation between sclerostin expression and the
trabeculae parameters. In conclusion, sclerostin was expressed in almost half of the cases of
Fibrous Dysplasia, mostly at the fibrous stroma. The positive cells reveal a similar
morphology to the mast cells, and most of them were in intimate contact with the vascular
spaces, sometimes isolated and sometimes forming clusters.

Keywords: Fibrous-osseous lesions; Fibrous Dysplasia; Bone; Sclerostin.
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1. INTRODUCAO

As lesdes fibro-0sseas benignas (LFOBs) sdo categorizadas como um grupo de
doencas que compartilham as mesmas caracteristicas histologicas de substituicdo do tecido
6sseo por um tecido conjuntivo fibroso entremeado por quantidades variaveis de tecido
mineralizado (MAINVILLE et al., 2017). Embora as lesdes do grupo das LFOBs possuam
semelhanca sobre as caracteristicas histomorfoldgicas, as caracteristicas clinicas sdo variadas
e tratamento e prognostico para estas condi¢des sdo distintos e individualizados (NELSON;
PHILLIPS, 2019).

A displasia fibrosa (DF), que se caracteriza como uma desordem 0ssea que pode
resultar em deformidades esqueléticas causadas por uma mutacdo p0s-zigética no gene
GNASI (Proteina ligante do nucleotideo guanina, polipeptideo 1 de atividade a-estimulante).
Esta condigdo pode ser classificada de duas formas, displasia fibrosa monostética, onde a
mutacdo acontece em fases mais tardias do desenvolvimento e acaba por afetar apenas um
0sso ou a displasia fibrosa poliostotica, onde neste caso, a mutacdo ocorre em fases mais
iniciais do desenvolvimento e pode afetar multiplos ossos do corpo, podendo também vir
associada a sindrome McCune-Albright (BRANNON & FOWLER, 2001; NELSON &
PHILLIPS, 2019).

As caracteristicas clinicas observadas em pacientes com DF geralmente sdo: aumento
de volume indolor do osso afetado, podendo causar assimetria facial. Na avaliacdo intraoral, a
tumefacdo geralmente apresenta-se recoberta por mucosa integra. A doenca ndo possui
predilecdo por sexo biolégico dos pacientes afetados. O aumento de volume pode manifestar-
se de forma mais contida, como também pode atingir propor¢ées maiores, causando agravos
das estruturas acometidas e dos tecidos adjacentes (NELSON; PHILLIPS, 2019; NEVILLE et
al., 2016). Os ossos do complexo estomatognatico, principalmente mandibula e maxila, € a
mais acometida, em especial a maxila.

Com o intuito de entender melhor a lesdo, é necessario interpretar os aspectos
radiogréaficos, clinicos e patoldgicos, principalmente para o cirurgido dentista clinico e para o
patologista. Nos exames de imagem, a condicdo apresenta um aspecto classico de “vidro
despolido” ou opacidade nas radiografias, ndo apresenta limites bem definidos, e pode vir
acompanhada da perda da lamina dura e espessamento do ligamento periodontal, e em fases
mais iniciais da lesdo, pode apresentar radiolucidez como a sua principal caracteristica. Pode,

também, causar deslocamento dental ou de outras estruturas no decorrer do seu tempo de
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evolugdo (NELSON; PHILLIPS, 2019; NEVILLE et al., 2016; RICALDE; MAGLIOCCA,
LEE, 2012).

Frente as mudancas encontradas nos exames de imagem, juntamente com as
repercussdes clinicas, os casos de DF dos ossos maxilares merecem especial atencao, e por
isso, faz-se necessario entender como as mudangas 0sseas acontecem, uma vez que 0S
aspectos radiograficos estdo diretamente relacionados com as mudancgas no 0sso, incluindo
alteracbes em termos estruturais e de composicdo. A remodelacdo e modelacdo 0ssea sdo
processos complexos e que compreendem inumeras sinalizagBes locais e/ou sistémicas, que
direcionam o comportamento celular para producédo e/ou ativagdo de proteinas relacionadas ao
metabolismo 0Osseo. A esclerostina € uma glicoproteina expressa majoritariamente pelo
ostedcito, que compreende mais de 90% da populacdo celular do osso. Este tipo celular
apresenta funcbes de regulacdo da matriz Gssea, orquestrando as demais células e suas
funcbes. A esclerostina possui acdo antagonista para com a via de sinalizacdo Wnt/beta-
catenina, inibindo a formacdo 6ssea. Assim, quando ha niveis baixos de esclerostina, 0s niveis
de formacdo Ossea sdo elevados, e assim, pode-se acabar por reduzir também os niveis de
reabsorcdo 6ssea (BARON; RAWADI, 2007b; MADEIRA et al., 2019; PELLETIER et al.,
2015).

Em suma, a DF se caracteriza principalmente pela substituicdo do tecido dsseo
saudavel por um tecido conjuntivo fibroso e osso anormal, dessa forma, pode-se levantar a
hipbtese de que a existéncia de alguma proteina 6ssea poderia ser responsavel por parte dos
mecanismos envolvidos nesta substituicdo tecidual. Como a esclerostina possui funcéo
principal de inibir a formacao 6ssea, sugere-se que esta possa estar envolvida em alguma das
vias de sinalizacdo que ocorrem na patogénese e progressdo da DF. Sendo assim, este estudo
tem como objetivo analisar a presenca da proteina esclerostina na DF e averiguar se sua

expressao pode estar correlacionada com alguma das caracteristicas clinico-patologicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A. LESOES FIBRO-OSSEAS BENIGNAS E DISPLASIA FIBROSA

As lesbes fibro-0sseas benignas sdo agrupadas desta forma em virtude das suas
caracteristicas de substituicdo do tecido 6sseo por uma matriz de tecido conjuntivo fibroso,
que geralmente aparece entremeada de quantidades variaveis de tecido mineralizado. As
lesGes que fazem parte desse grupo sdo: a) mais comuns: displasia cemento-0ssea; displasia
fibrosa; fibroma ossificante psamomatoide; fibroma ossificante trabecular juvenil; b) menos
comuns: displasia odontomaxilar segmental e cementoma gigantiforme familial (VERED E
WRIGHT, 2022). Embora as lesdes estejam contidas em um unico grupo, as caracteristicas
clinico-radiograficas e histoldgicas sdo necessarias para um diagnostico definitivo pois estas
lesbes possuem prognosticos e tratamentos distintos (MACDONALD-JANKOWSKI, 2004;
NEVILLE et al., 2016).

A DF é uma desordem que pode apresentar-se de formas clinicas diferentes, a
poliostotica, que afeta multiplos 0ssos, e a monostotica, apenas um 0sso. A DF poliostética é
vista em menor frequéncia comparada a monostética, além de, quando poliostética, os
pacientes podem apresentar pigmentacdes “café-com-leite” em pele e desordens enddcrinas,
sendo a DF inclusa como achado da Sindrome de McCune Albright. Os ossos do complexo
gnatico podem ser acometidos em ambas as formas da doenca. A DF é resultado de uma
mutacdo no gene GNAS (20q13.32), podendo ocorrer nas etapas mais tardias do
desenvolvimento ou ndo, o que ditard a apresentacdo clinica. Mutacdo em estagios mais
prévios do desenvolvimento acarretam condi¢cBes mais severas e distribuidas pelos 0ssos
(poliostética), ja a mutacdo em estagios mais tardios acaba por afetar apenas um osso (EL-
MOFTY, 2014; NEVILLE et al., 2016; DICAPRIO, 2005).

A DF, por tratar-se de uma lesdo caracterizada por um crescimento expansivel e
indolor dos ossos, é geralmente descoberta em radiografias de rotina nos casos mais
incipientes e recentes, e grandes tumefacGes que podem causar assimetria facial nos pacientes
ficam evidentes clinicamente no exame fisico extraoral. Todavia, se esse crescimento tornar a
comprometer algumas areas anatdmicas, podem ocorrer sintomas como: dores de cabeca,
obstrucdo nasal, perda da audicdo ou da visdo. Geralmente a maxila é mais afetada, além de
manifestar-se entre a primeira e segunda década de vida do paciente. Ja suas peculiaridades
radiograficas sdo variaveis dependendo do estagio da lesdo, em fases mais iniciais a lesdo

possui aspecto mais radiolcido e com algum tempo de evolucgéo, a lesdo pode apresentar um
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aspecto de “vidro despolido/fosco”, sem delimitagdes bem definidas na radiografia (EL-
MOFTY, 2014; EVERSOLE; SU; EL-MOFTY, 2008; HAMEED et al., 2020).

Os aspectos histopatoldgicos da DF revelam trabéculas dsseas irregulares, presenca
de osso neoformado de aspecto curvilineo que muitas vezes acabam por ndo apresentar
conexdes entre si e que se encontra desorganizado e permeado por um estroma de tecido
conjuntivo fibroso, podendo ser altamente ou pouco celularizado. Este aspecto é denominado
pelos patologistas como “sopa de letrinhas” ou “caracteres chineses”. Estruturas mais
mineralizadas também podem ser encontradas no tecido lesional, todavia, em poucas
quantidades (HAMEED et al., 2020; NEVILLE et al., 2016).

O tratamento da DF é complexo e pode incluir tanto manobras mais conservadoras
quanto radicais. Para a regido craniofacial, a escolha do tratamento é fundamentada na
melhoria da qualidade de vida e devolucdo de funcionalidade ao paciente, levando-se em
conta alguns critérios como: idade do paciente, extensdo e o0 comportamento clinico/evolucao
da lesdo e a maturidade esquelética do individuo. A relacdo do tratamento com a idade deve-
se, pois, a doenca tende a estabilizar-se quando hd maturacdo esquelética do individuo,
entretanto algumas lesdes podem continuar seu crescimento (ABRAMOVITCH; RICE, 2016;
NEVILLE et al., 2016). O tratamento pode envolver o monitoramento clinico e de imagem da
lesdo, juntamente a uma equipe multiprofissional. Les6es menores, que ndo abrangem
estruturas anatbmicas essenciais, podem ser ressecadas cirurgicamente em sua porgao total,
entretanto, lesdes extensas e que possuem contato com estruturas vitais é sugerido fazer uso
da osteoplastia e acompanhamento clinico e radiografico para averiguar se haverd novo
crescimento (BURKE; COLLINS; AM BOYCE, 2016).

B. DISTRIBUICAO ESPACIAL DAS TRABECULAS OSSEAS

A distribuicdo espacial do componente 6sseo da DF da-se de maneira incomum por
tratar-se de uma patologia. Todavia, a presenca do tecido dsseo denota a possibilidade de
avaliar a microarquitetura do constituinte lesional, possibilitando o conhecimento de padrdes
ocasionados pela substituicdo do tecido normal pelo patoldgico (CHAPPARD; BASLE;
LEGRAND; AUDRAN, 2008). Caracteristicas clinicas, imaginologicas e marcadores
bioquimicos sdo utilizados nos diagnosticos de lesdes e avaliacdo da efetividade de condutas
terapéuticas. Ainda assim, métodos como a histomorfometria dssea, em casos especificos,
acabam por ser o padrdo-ouro para conhecimento do 0sso no nivel tecidual e celular
(CHAVASSIEUX; CHAPURLAT, 2022).
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A distribuicdo espacial das trabéculas Osseas pode ser analisada pela
histomorfometria, tendo em vista a possibilidade de analisar parametros como: nimero de
trabéculas e a interconectividade entre elas (HOF; ROSE; BASSONGA; DAROSZEWSKA,
2017). Analisar, em imagens bidimensionais, quanto anastomosadas e interconectadas estao
as trabéculas é importante, pois sabe-se que em inumeras doencas a perda da
interconectividade trabecular é um achado frequente, na maior parte das vezes relacionado a
um processo de reabsorcdo dssea intenso. Na andlise histomorfométrica, o uso de softwares
que permitem a avaliagdo métrica, como o Fiji/lmageJ, deve ser encorajado. Diversas
ferramentas podem auxiliar na avaliacdo trabecular, sendo uma delas, a esqueletonizacdo, que
permite obter um esqueleto linear representativo das trabéculas por meio do processamento da
imagem pela binarizacdo (SILVA; VENANCIO; LOURES; LOPES; DECHICHI; RABELO,
2019). O processamento da imagem e a posterior esqueletonizacdo permite a avaliacdo de
imagens advindas de laminas histologicas, tornando possivel a mensuracdo de trabéculas e

seus respectivos ramos e jungdes (DOUBE et al., 2010).

C. ESCLEROSTINA

A esclerostina é uma glicoproteina produto do gene SOST, que se encontra no brago
longo do cromossomo 17, na regido 2, banda 1, sub-banda 31. A proteina é expressa
principalmente por ostedcitos, entretanto, existem diversas outras células capazes de expressar
esclerostina, sendo por condi¢Ges de normalidade ou de doenca (WEIVODA; YOUSSEF;
OURSLER, 2017). Pesquisas ja avaliaram a expressao génica para mRNA na mandibula,
evidenciando que existe sinal para expressdo dessa proteina nos 0ssos maxilares (RABELO;
COUTINHO-CAMILLO; KOWALSKI; PORTERO-MUZY; ROUX; CHAVASSIEUX;
ALVES, 2017). De forma resumida, a esclerostina caracteriza-se por ser uma proteina
considerada o mais potente inibidor da formacdo Gssea, pois regula negativamente a via de
sinalizagéo canonica Wnt (BARON; RAWADI, 2007).

A via Wnt exerce fungdo importante na regulacdo da embriogénese e homeostase
tecidual por sua funcdo no controle da proliferacdo, polaridade, diferenciacdo celular e
manutencdo de ceélulas-tronco (MARINI; GIUSTI; PALMINI; BRANDI, 2022). A via
candnica possui acdo na osteogénese pelos efeitos nas células-tronco mesenquimais, promove
a linhagem osteobléstica e inibe a diferenciacdo de osteoclastos (OMRAN; ATANASOVA,
LANDGREN; MAGNUSSON, 2022).
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Os receptores Frizzled e LRP5/6 encontram-se presentes na membrana celular, aos
quais a proteina Wnt liga-se, fazendo com que ocorra um impedimento da degradacdo e
favorecendo um acumulo de B-catenina no interior da célula. A B-catenina entdo transloca-se
ao nucleo e é ligada aos fatores de transcricdo TCF/LEF e entdo iniciando a transcricdo dos
genes. A esclerostina acaba se ligando-se aos receptores LPR4 e LPR5/6, inibindo a ligagéo
da proteina Wnt, entdo, ocorre a fosforilagdo da p-catenina e a sua degradacdo pelo
proteossoma, ndo mais permitindo sua migracdo ao nucleo e o desencadeamento da sua acao
como fator indispensavel para transcricdo de alguns genes (KRISHNAN, 2006; OMRAN;
ATANASOVA; LANDGREN; MAGNUSSON, 2022).

Estudos mostram a presenca de alteraces na expresséo do gene SOST e esclerostina
em condi¢cbes patoldgicas como artrite e espondilite anquilosante (APPEL et al., 2009;
ROUDIER et al., 2013). Por ter um papel central na formacéo 6ssea, ja foi desenvolvido um
anticorpo monoclonal anti-esclerostina, que esta sendo comercializado para 0 manejo de
pacientes com osteoporose grave, denominado Romosozumab, que atua neutralizando a
atividade da esclerostina (LIM; BOLSTER, 2017).
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3. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GERAL

Analisar a imunoexpressao da esclerostina na displasia fibrosa e sua correlagdo com

aspectos patoldgicos da doenca.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a imunoexpressdo da esclerostina em casos de displasia fibrosa advindos do
Biobanco do Laboratorio de Patologia Bucal (LPB) da UFSC.

2) Avaliar a distribuicdo espacial das trabéculas no osso lesional e perilesional das
displasias fibrosas, utilizando método computacional semiautomatizado por meio da
esqueletonizagéo.

3) Verificar se existe correlacdo entre os resultados da imunoexpressdo da esclerostina

com dados patoldgicos, incluindo os achados da avaliacéo trabecular.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma analise retrospectiva de casos do acervo do biobanco do
Laboratorio de Patologia Bucal (LPB), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O
LPB dispde de um montante de bidpsias de pacientes, assim como suas fichas e laudos
clinicos, onde sdo apresentadas as caracteristicas das lesdes, identificacdo do paciente e
descricdo histologica da lesdo. A triagem dos blocos foi realizada de acordo com o
diagnostico histologico dado pelo patologista, sendo selecionados aqueles que foram descritos
como “Lesdo Fibro-Ossea Benigna” ou “Displasia Fibrosa” e que possuissem material
bioldgico suficiente para realizar a analise histologica e de imunohistoquimica. O projeto faz
parte de um macroprojeto intitulado “Processamento de imagens na avaliacdo de lesdes dsseas
orais”, coordenado pelo orientador desta pesquisa, registrado no Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos institucional sob nimero de CAAE 28234620.0.0000.0121 e aprovado
com parecer de numero 4.063.334.

Apds a selecdo e separacdo dos blocos, foram obtidos cortes histologicos para a
técnica de imunohistoquimica (IHQ) para proteina esclerostina e técnica histoquimica pela
coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E), Tricromico de Mallory e azul de toluidina.
Foram feitos cortes histologicos de 3 micrémetros (um) de espessura e montados em laminas
de vidro previamente silanizadas para IHQ e laminas de vidro convencionais para H&E e
Tricrémico de Mallory. Para a reacdo de IHQ, controles positivos e negativos foram utilizados
em cada rodada de coloracédo, sendo: figado de rato e figado humano usados como controle
positivo, como sugerido pelo fabricante e para os controles negativos houve a dispensa do uso
do anticorpo primario nos cortes.

Para a reacdo de IHQ para esclerostina as laminas foram imergidas em Xilol em
temperatura ambiente (T.A.) previamente ao primeiro dia das rea¢fes. Em sequéncia, foi
realizado 1 banho de 20 minutos em Xilol T.A., e realizado o processo de reidratacdo do
tecido com 3 banhos de 5 minutos em alcool etilico absoluto, 1 banho de 5 minutos em alcool
etilico 95% e 1 banho em alcool etilico 85%. Em seguida, 2 banhos de 5 minutos em agua
destilada foram realizados. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado em ambiente
escuro, com 2 banhos de 20 minutos em uma solucédo de peroxido de hidrogénio a 6%. Apos
essa reacdo, foi realizado 1 banho de 5 minutos em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) e um banho de 5 minutos em &gua destilada. Para a recuperacdo antigénica as laminas
foram submersas em solucdo Tampado citrato 0,01M, pH 6,0 em uma temperatura constante de

96°C por 40 minutos. Apds o resfriamento da solugdo foram feitos 2 banhos de 5 minutos
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cada em PBS. O bloqueio das ligacGes inespecificas foi realizado com uma solucdo de leite
desnatado a 5% em PBS com o tempo de incubacéo de 40 minutos. Depois, foram realizados
2 banhos de 5 minutos em solucdo de PBS e as laminas foram demarcadas com caneta
hidrofobica ao derredor dos cortes histologicos para incubacdo do anticorpo primario. Um
volume de 50uL foi pipetado em cada corte histologico em uma concentragdo de 1:300
(anticorpo:PBS) A incubagdo do anticorpo priméario deu-se overnight em camara dmida em
temperatura de 4 a 8°C.

Ao segundo dia de reacdo, foram realizados 2 banhos de 5 minutos em PBS e
incubagdo com o anticorpo secundario (Envision) em cada corte por um periodo de 1 hora e
15 minutos em T.A. e 2 banhos de 5 minutos em PBS. As reacfes foram reveladas em uma
solucdo de diaminobenzidina (DAB, Dako) por 5 minutos em ambiente de baixa iluminacgéo.
Apbs, 1 banho de 5 minutos em agua destilada foi realizado e os cortes foram contra-corados
em Hematoxilina de Harris por 6 minutos. Em seguida, foi realizada a lavagem do excesso de
hematoxilina em é&gua corrente. A remocdo do pigmento formoélico deu-se por uma rapida
imersdo em solucdo aquosa de hidréxido de ambnia 1% e lavou-se imediatamente por 2
minutos em agua corrente. A desidratacdo ocorreu por 1 banho de 5 minutos em alcool etilico
85%, 1 banho de 5 minutos em alcool etilico 95% e 3 banhos de &lcool etilico absoluto.
Diafanizacdo foi performada com 2 banhos em xilol por um periodo de 20 minutos e ap0s isso
foi feito a montagem da laminula com Entellan nas laminas.

Apds essa etapa, as laminas foram digitalizadas em um aumento de 400x usando
Pannoramic 250 whole slide scanner (3DHistech, Budapest, Hungary). No componente 4sseo
e fibroso de cada leséo, a expressao foi avaliada de acordo com a marcagéo/coloracdo: 1) se
nuclear e/ou citoplasmatica; 2) se forte, moderada ou fraca. Em uma segunda avaliacdo, a
marcacdo foi avaliada pela porcentagem de células imuno-positivas, e foram usados 0s
seguintes escores: 0 (<1%); 1 (1-24%); 2 (25- 49%); 3 (50-74%); e 4 (75-100%).

As laminas coradas pelo Tricromico de Mallory também foram escaneadas para a
avaliacdo histomorfométrica. O corante possui a caracteristica de apresentar uma
predominancia de coloragdo vermelha para um tecido 6sseo lamelar e coloracdo azul para o
tecido 6sseo neoformado/imaturo. Como em um estudo prévio da mesma equipe deste
trabalho foram criados dois cddigos computacionais para automatizacdo da esqueletonizagéo
em imagens histologicas de lesdes fibro-dsseas (Zanotto et al., dados ainda nao publicados),
que foram padronizados para uso no software Fiji/lmaged, optou-se por utilizar o mesmo
protocolo nas imagens da DF deste estudo. Resumidamente, os cddigos possuem base na

divisdo de cores pelo sistema RGB (vermelho, verde e azul, do inglés red, green, blue). A
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partir da coloracdo predominante (vermelha ou azul) em cada lamina as imagens foram
separadas em duas pastas diferentes. Imagens que possuiam tecido com predominancia
lamelar (coloracdo vermelha) foram processadas pelo codigo com exclusdo dos canais red e
green e, 0 0sso imaturo (coloracao azul) foi processado utilizando o codigo com exclusdo dos
canais blue e green. Entdo, as imagens foram binarizadas e processadas para esqueletonizacao
usando as opgdes “none”, “prunning method” e “Prune ends” para todas as imagens
processadas (Figura 1). Os cddigos estdo disponibilizados em dominio publico na plataforma
Github no perfil do “Open Dentistry” (disponivel em:
https://github.com/ricardocaldas/opendentistry/tree/main/zanotto_skeletonization).

Figura 1 — Processo de esqueletonizacdo. Imagem original corada em Mallory, ao centro, a
imagem esqueletonizada, e na imagem a esquerda, uma sobreposicdo da imagem

esqueletonizada na imagem original.

Fonte: o proprio autor.

Os codigos computacionais tém por funcdo entregar a andlise da estrutura
esqueletonizada, revelando os seguintes dados: nimero de trabéculas, nimero de ramos em
cada trabécula, nimero de jun¢des e numero de pontos triplos de interconectividade, aléem da
média do comprimento dos ramos e o valor do comprimento maximo do ramo, ou seja, 0
maior ramo avaliado. De forma resumida, o plugin “AnalyzeSkeleton” (disponivel em:
https://imagej.net/plugins/analyze-skeleton/) analisa imagens esqueletonizadas em 2D ou 3D.
O algoritmo identifica cada pixel na imagem esqueletonizada e os classifica em pixels
terminais (end-point), intermediarios (slab) e pixels juncionais (junction), depois de
classificados s&o todos contados. As variaveis fornecidas pela esqueletonizagdo foram:
Numero de trabéculas (Th [n]), nimero de ramos (R [n]), nimero de juncbes (J [n]),
comprimento médio de ramo (CR [um]) e comprimento méaximo de ramo (Max.CR [um])

Para blocos com mais material para ser analisado, mais imagens foram feitas para

representar melhor o aspecto geral da leséo. Estas areas de hot spot analisadas nesta técnica
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foram escolhidas entdo baseadas na porcdo de osso lesional ou perilesional que tinham a
presenca bem definida de trabéculas para analise.

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism9 (Boston, EUA).
Foi realizada anélise descritiva, seguida pela avaliacdo da normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado para identificar correlagcdo entre
0s parametros analisados nas trabéculas e o0s escores de expressdo da esclerostina. A
magnitude da correlacdo foi avaliada pelo valor de R, quando: maior ou igual 0,9, uma
correlagdo muito forte; entre 0,89 e 0,7, forte; entre 0,69 e 0,4, moderada; menor ou igual a

0,39, fraca. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

Em uma analise inicial, compreendendo os casos de 2016 até 2022, mais de 50
biopsias eram de lesbes fibro-6sseas ou DF. Ao fim, com a selecdo refinada de blocos que
permitiriam a obtencdo dos cortes histoldgicos, o total de casos foi de 10 pacientes, sendo o
material recebido no Biobanco advindo de 4 servi¢os, sendo 3 casos de fora do municipio de
Florianopolis, 1 caso de um servi¢o privado e os demais de servigos vinculados a UFSC.
Apenas em um caso foi incluido o Fibroma Ossificante como diagnostico diferencial na ficha
de bidpsia. A proporc¢do de sexo dos pacientes que tiveram a bidpsia analisada foi de 50% do
sexo masculino e 50% do sexo feminino. O osso maxila foi a regido mais afetada pela DF,
sendo 5 casos presentes somente na maxila e apenas 3 em mandibula e 2 casos em ambos 0s
0ss0s gnaticos (Tabela 1). Ademais, os dados clinicos acessados mostraram uma média de
idades dos pacientes de 22,5 anos, tendo a idade minima de 8 anos e maxima de 32 anos de
idade.

Tabela 1: Relacdo entre localizacdo da leséo e sexo dos pacientes.

Localizagdo Masculino (n) % Feminino (n) % Total (%)
Mandibula 1 10 2 20 3(30)
Maxila 3 30 2 20 5 (50)
Mandibula e Maxila 1 10 1 10 2 (20)
Total 5 50 5 50 10 (100)
(n = ndmero).

Pela variabilidade do material recebido, por vezes de bidpsias incisionais, e por vezes
por produto de resseccdo ou plastia, foram avaliados 14 blocos dos 10 pacientes. Nas lesdes
de DF avaliadas, foi observado um padrdo do componente Gsseo com trabéculas dsseas
irregulares, com presenca de ostedcitos em seus espacos lacunares distribuidos na matriz,
sendo no tecido 6sseo neoformado a presenca de lacunas visualmente maiores, e Nno 0SS0
maduro as lacunas de ostedcitos se mostraram menores (Figura 2). Auséncia de rima de
osteoblastos na superficie 0ssea mostra que isso ndo era um achado frequente, apenas em
situacOes focais e especificas. Sobre o componente fibroso, por vezes apresentava-se de
maneira frouxa (Figura 3B) e outras vezes com disposi¢cdo densa (Figura 3A), sendo um
tecido bastante celularizado em sua maior parte. Todas as lesdes apresentaram grande
guantidade de wvasos sanguineos no componente fibroso e foi possivel notar areas

hemorragicas em alguns casos.
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Figura 2 — Evidente area de lesdo.

Legenda: A) Fotomicrografia em 10x mostrando tecido conjuntivo fibroso denso ricamente celularizado, com
trabéculas de tecido dsseo neoformado com disposi¢do de lacunas de ostedcitos em maior dimensdo na parte
superior e trabéculas dsseas de 0sso eminentemente lamelar apresentando lacunas menores na parte inferior da
imagem. Também, é possivel observar células imuno-marcadas para a proteina esclerostina em coloragdo

acastanhada dispostas no tecido conjuntivo fibroso. Fonte: o proprio autor.

Figura 3 — Regifes especificas de duas leses de DF mostrando diferentes arranjos do

componente fibroso.

e

Legenda: Fotomicrografia em aumento de 400x de dois casos de displasia fibrosa. A) apresentando componente

de tecido fibroso denso e ricamente celularizado, incluindo trabéculas dsseas irregulares. B) Tecido conjuntivo
fibroso de arranjo frouxo, quando comparado com o tecido da imagem A. Pode-se perceber diminuicdo em
quantidade celular em relacéo a outra lamina, além da presenca de evidentes espacos vasculares. Pode-se notar
células positivas para esclerostina revelando um fenétipo semelhante aos mastdcitos, com aparéncia que lembra
um “ovo frito”, com padrdo de marcacdo citoplasmatica, dispostas no tecido conjuntivo fibroso. Fonte: o préprio

autor.
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Um total de 12 laminas de seis bidpsias apresentaram marcacdo positiva para a
proteina, que foram analisadas em completo, inclusive com o célculo da &rea de tecido
analisada para o calculo do escore ponderado. A partir das laminas, 10 apresentaram
marcacdo em células do componente fibroso, 1 ldmina apresentou marca¢ao no componente
6sseo e 1 lamina apresentou marcagdo em ambos os componentes. No tecido conjuntivo
fibroso, as células que apresentaram imuno-marcacdo de coloracdo acastanhada para a
proteina em questdo apresentaram-se com fendtipos semelhantes aos mastocitos, sendo uma
marcacgdo citoplasmatica e em formato granular ou em pontos (Figura 4 e Figura 5). Ja a
marcacao 0ssea foi possivel identifica-la dentro dos espagos lacunares do ostedcito.

Figura 4 — Fotomicrografias de lesdes de DF mostrando diferentes arranjos e organizacao das

células marcadas para esclerostina.

Legenda: A, C e F) Fotomicrografias com aumento de 200x; B, D e G) Fotomicrografias com aumento de 400x

de laminas de displasia fibrosa. Trabéculas 6sseas irregulares com ostedcitos em seus espacos lacunares em meio
a um tecido conjuntivo fibroso, ricamente vascularizado. Células marcadas com IHQ em padrdo dots no
citoplasma, apresentando nicleo de coloragdo arroxeada, dispostas em meio ao tecido fibroso, apresentando-se

agrupadas ou solitarias
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Figura 5 — Expressdo imuno-histoquimica da esclerostina em lesdes de DF e no controle

positivo.

Legenda: A) Fotomicrografia em aumento de 200x mostrando trabéculas dsseas irregulares em meio a tecido

conjuntivo fibroso denso celularizado e presenca de vaso sanguineo. Agrupados de células imuno-marcadas; B)
Fotomicrografia em maior aumento (400x) onde nota-se células semelhantes a mastdcitos, com padrdo de
marcacdo citoplasmatico de coloragdo castanha e ndcleo corado em azul; C e D) Fotomicrografia (200 e 400X,
respectivamente) advinda de figado humano usado para o controle positivo do anticorpo utilizado. A marcacao
positiva foi visualizada no espago porta, sem marcagdo forte ou mais evidente nos hepatdcitos. Fonte: o proprio

autor.

Sobre a imunoexpressdao da esclerostina, houve um total de 8 produtos analisados
com escore 0 (57,1%), apenas um com escore 1 (7,1%) e 5 com escore 3 (35,8%). Nenhum
produto enquadrou-se no escore 2 (0%) (Tabela 2). Os resultados apresentados no escore
ponderado (Score_P) para laminas de score 3 foi de 0, 53 até 1,77 (0,53; 0,71; 0,79;1,32 e
1,77), ja para o caso que obteve escore 1 o escore ponderado foi de 1,29, casos com escore 0

obtiveram um Score_P de 0.

Tabela 2: Escore da marcacdo celular avaliada pela porcentagem da coloragdo imuno positiva

em 14 bidpsias avaliadas advindas dos 10 pacientes.

Lesdo Escore n (%) Total
0 1 2 3

DF 8 (57,1) 1(7,0) 0(0) 5(358) 14 (100)

(n = nimero, DF= displasia fibrosa).
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A partir da similaridade das células marcadas pela esclerostina ser fenotipicamente
semelhante aos mastocitos, a técnica histoquimica em azul de toluidina foi aplicada para
confirmacdo do padrdo de coloracdo e metacromasia (Figura 6). A metacromasia tem
caracteristica importante na deteccdo de mastocitos por possuir a peculiaridade de corar 0s
granulos presentes no citoplasma destas células em cores arroxeadas e avermelhadas devido a

mudanca na absor¢do do corante.

Figura 6 — Visualizacéo das células marcadas e a mesma regido corada em azul de toluidina

Legenda: A) Fotomicrografia em aumento de 400x, pode se notar células semelhantes a mastocitos, com
marcacao citoplasmético em dots de cor acastanhada e ndcleo corado em roxo. B) Fotomicrografia em aumento
de 400x, em técnica histoquimica com azul de toluidina mostrando células apresentando metacromasia Fonte: o
préprio autor.

A analise histomorfométrica das trabéculas foi realizada para apenas 6 casos (Figura
7), isso porque para o uso do codigo computacional, deveria haver uma predominancia de cor
no componente 0sseo, que sO era visualmente identificAvel em 6 casos dos 10 pacientes
selecionados. A media de trabéculas foi de 31,7+13,8 e a média de ramos foi de 5,1+1,4. A
média de junc@es foi de 2,1+0,7. O comprimento médio dos ramos foi de 34,19 micrémetros,
com desvio-padrdo de 17,45 um. A média do comprimento maximo dos ramos avaliados foi
de 63,43+36,47 pm
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Figura 7 — Esqueletonizacéo do tecido trabecular

G | 4 ; 3 P "‘_ D ~‘A‘ ¢ ; \ “"

Legenda: A) Fotomicrografia em Tricrdbmico de Mallory mostrando trabéculas ésseas imaturas dispostas
irregularmente em um estroma de tecido conjuntivo fibroso bastante celularizado; B) Fotografia mostrando o
esqueleto resultante do processo de esqueletonizacdo semiautoméatico para andlise dos pardmetros. Fonte: o

préprio autor.

O teste de correlacdo de Spearman para as variaveis ldade (n), Score (n), Score P
(n), Tb (n), R (n), J (n), CR (um) e Max.CR (um) mostrou: correlagcdo positiva muito forte
para os valores de Score e Score P (p = 0,008); negativa muito forte para as variaveis
Max.CR e Th (p = 0,003); correlacédo positiva fraca para J e Tb (p = 0,003); positiva forte para
Max.CR e CR (p = 0,05) e negativa forte para CR e Tb (p = 0,05). N&o houve correlacgdo entre
a expressdo da esclerostina com os valores encontrados dos parametros trabeculares (Figura
8).
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Figura 8 — Matriz de Correlagéo. Correlagdes positivas em azul e negativas em vermelho. A
magnitude da correlacdo estd demonstrada pela intensidade da cor e pelo valor de r inserido
dentro do quadrado.
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Fonte: o proprio autor.
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6. DISCUSSAO

Esta pesquisa avaliou o tecido lesional de pacientes diagnosticados com DF e a
expressao da esclerostina, uma proteina com potente papel na sinalizacdo dos eventos da
regulagdo dssea. Os resultados mostraram a presenca da esclerostina em células com
citoplasma granular semelhante fenotipicamente aos mastdcitos, sendo encontradas
principalmente no componente fibroso. Apenas dois casos mostraram expressao da proteina
nos osteodcitos. Ainda, ndo houve correlacéo entre a expressao da esclerostina com parametros
que avaliam a interconectividade trabecular.

A partir dos dados clinicos e patoldgicos, foi possivel observar a média de idades dos
pacientes que possuiam a doenca, além da localizacdo do sitio lesional. Obtivemos uma média
de idade de 22,5 anos, além disso, ndo notamos predilecdo ao sexo. Estes achados estdo em
consonancia aos dados previamente expostos por Nelson e Phillips (2019), os quais
analisaram LFOBs e suas caracteristicas clinicas, denotando a ndo predilecdo por sexo do
paciente e o diagndstico da DF sendo geralmente na primeira ou segunda década de vida.

Sobre a esclerostina, apesar de ela ser vista como uma proteina especifica do
ostedcito, sendo detectada em ostedcitos humanos por Winkler (2003) e outros autores, alguns
estudos mostram a expressdo em outras regides e populagdes celulares, incluindo cartilagem,
rins, coracdo, figado e em certas patologias como canceres com células de linhagem Gssea
(WEIVODA; YOUSSEF; OURSLER, 2017). Para aléem dos ostedcitos, encontrar a
imunoexpressdo da esclerostina no componente fibroso da Displasia Fibrosa traz a luz a
hipotese de que estas células também estariam expressando essa proteina respeitando sua
funcdo priméaria, que é a inibicdo da formacdo dssea. Faz sentido pensar que inibindo
formacdo dssea, a substituicdo do componente dsseo pelo tecido conjuntivo seja facilitada de
alguma forma.

Ainda que a proteina possa ser encontrada em sitios diferentes, ndo ha literatura
contendo informacBes sobre a expressdao de esclerostina em mastdcitos, como sugere a
marcacdo imuno-histogimica e histoquimica (azul de toluidina) deste trabalho. Dessa forma, o
ineditismo deste trabalho versa na identificacdo de esclerostina em células semelhantes aos
mastocitos, e aponta para uma nova fase da pesquisa, com marcacdo IHQ destas mesmas
células pela triptase, um indicador do fenotipo mastocitico. Ainda, foi importante observar
gue a proteina estava presente no componente fibroso destas lesdes, mas também, em duas

ocasides (20% dos pacientes deste estudo), foi encontrada expressa pelos ostedcitos.
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Mesmo que a literatura atual ndo forneca informacGes sobre a proteina sendo
expressa por mastocitos, sobre as LFOBs, apenas o0 estudo de Inagaki et al. (2016) avaliou a
expressao da esclerostina, por meio da imuno-histoquimica, em lesdes fibro-Gsseas e
neoplasicas diagnosticadas em 0ssos longos de pacientes em um servico de ortopedia. A partir
dos dados expostos por Inagaki e colaboratdores, em sua pesquisa onde descreveu a presenca
de imunomarcacdo da proteina na regido perilacunar dos ostedcitos em 6 casos de DF
analisados, vale reiterar que estas lesdes eram de 0ssos longos como o fémur, todavia, ndo
houve marcacdo no componente fibroso. Por vez, vendo a existéncia da proteina esclerostina
no componente fibroso da DF nos ossos maxilares encontrada neste trabalho, pode-se sugerir
que alguns mecanismos podem influenciar nessa diferenca com o estudo mencionado
anteriormente. Para além da biomecanica e funcdes metabolicas, podemos ainda indagar
também sobre uma diferenca crucial entre esses 0ssos, como a influéncia do processo de
ossificagédo, tendo em vista que o 0sso fémur apresenta ossificagdo endocondral, enquanto a
ossificacdo dos 0ssos gnaticos € intramembranosa. A progressdo de uma lesdo de displasia
fibrosa nesses 0ssos entdo apresenta mecanismos diferentes, mas ambos com participacdo da
esclerostina. Ainda, Zhu et al. (2017) buscaram a expressdo de esclerostina, sérica e imuno-
histoquimica, em metastases 6sseas advinda do cancer de mama, onde observou um aumento
do nivel da proteina nos pacientes que apresentaram metastases 6sseas quando comparado
com 0s pacientes sem metastase, e notou-se também que a inibicdo da proteina diminuiu a
migracdo e invasdao das células do cancer de mama e, ainda, sugeriu que a inibicdo da
esclerostina por anticorpo monoclonal pode prevenir lesdes osteoliticas.

Sobre outro achado relevante do nosso estudo, foi a similaridade fenotipica das
células que expressam a esclerostina com os mastocitos. Os mastécitos sdo células do sistema
imune que residem em todos os tecidos vascularizados do corpo. Mastécitos sdo capazes de
secretar diversos componentes presentes no interior dos seus granulos citoplasmaticos, eles
possuem e sdo conhecidos pela funcdo em reacdes alérgicas agudas (MARICHAL; TSAI;
GALLLI, 2013). Além disso, Ragipoglu et al. (2020) aponta a importancia dos mastécitos para
diversas condicdes fisioldgicas e patolégicas, como: homeostase tecidual, regulacdo da
angiogénese, além de estarem presentes em doencas cardiovasculares e gastrointestinais. Os
mastocitos sintetizam, armazenam e séo capazes de liberar mediadores que se mostraram uteis
na regulacdo e homeostase 0ssea, entretanto ja foram relatados em condi¢Ges patoldgicas no
tecido 6sseo em pesquisas que observaram aumento do nimero de mastdcitos em pacientes
com massa 0ssea reduzida, como na osteoporose (RAGIPOGLU; DUDECK; HAFFNER-
LUNTZER; VOSS; KRONER; IGNATIUS; FISCHER, 2020). Os resultados encontrados na
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técnica IHQ mostram uma marcacgdo citoplasmatica positiva para a proteina esclerostina em
células fenotipicamente semelhantes a mastdcitos, que geralmente encontraram-se proximas
de vasos sanguineos. A interacdo dos mastdcitos na regulacdo da angiogénese e a presenca e
funcdo da esclerostina no tecido, pode sugerir um papel significativo desses fatores no
desenvolvimento da DF, contribuindo por uma menor formacéo 6ssea.

No que diz respeito & avaliacdo histomorfométrica, ndo observamos correlagdo entre
os achados trabeculares e a esclerostina, apesar disso, houve sim correlacdes significantes
dentro dos diferentes achados deste método. Um ponto principal é que a ndo correla~~ao pode
ter sido influenciada pelo fato que a expressao da esclerostina ndo foi realmente dssea, e em
dois dos casos, foi positiva em um o0sso predominantemente cortical, em contrapartida, a
analise histomorfométrica pela esqueletonizacdo foi realizada unicamente na porcao
trabecular do osso. Ainda, conforme Valenzuela e Pietschmann (2016) apontam em seu
estudo, a andlise da histomorfometria dssea pode contribuir no conhecimento da
fisiopatologia da distribuicdo trabecular, visto que ha possibilidade da avalicdo da
microarquitetura Ossea. De forma interessante, ndo houve correlagdo dos achados
histomorfométricos das trabéculas com a expressdo da esclerostina, considerando o escore.
Como a expressao da proteina foi predominantemente no componente fibroso, podemos
pensar que a auséncia de correlagcdo com a interconectividade e o arranjo trabecular pode estar
relacionada a este fato. Ainda pode-se pensar em uma hipotese de correlacdo da esclerostina
com o componente fibroso, visto a principal funcdo ja relacionada a esta proteina, que € inibir
a formacéo Gssea, e se existe a substituicdo do tecido 6sseo pelo tecido conjuntivo na DF, esse
pode ser um dos mecanismos envolvidos nesta troca; no entanto, ainda precisamos progredir
na avalicdo dos casos especificamente positivos para a proteina e, posteriormente, fazer
avaliacdes histomorfométricas mais aprofundadas, como também para avaliar de forma mais
detalhada os dados do componente fibroso.

O trabalho possui algumas limitagdes. Visando uma maior compreensdo da
expressdo da esclerostina na DF nos 0ssos gnaticos bem como a presenca dos mastdcitos e a
sua funcdo fisiologica e fisiopatologica para 0 0sso nestas condigdes, futuros estudos com
maior quantidade amostral de casos de displasia fibrosa fazem-se necessarios. Além disso, a
investigacdo de novos imuno-marcadores para identificages proteicas e celulares, como para

identificacdo dos mastocitos.
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7. CONCLUSAO

Concluiu-se que:

— A proteina esclerostina foi encontrada no componente fibroso da displasia fibrosa em
aproximadamente metade dos casos analisados, ainda, dois casos mostraram positividade
também em ostedcitos;

— Celulas imunomarcadas para esclerostina apresentam-se fenotipicamente semelhante a
mastdcitos, e em grande parte das ldminas apresentaram contato intimo com espagos
vasculares;

— N&o houve correlacdo entre a expressdo da esclerostina e a distribuicdo e

interconectividade das trabéculas 6sseas na displasia fibrosa.
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ANEXO 1- ATA DA DEFESA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE ODONTOLOGIA

§ UNIWERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAQ DE CURSO DE ODONTOLOGIA

ATA DE APRESENTACAO DO TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Aos 30 dias do més de outubro de 2023, as 11:00 horas, em sessdo publica no (a)
sala H202 desta Universidade, na presenca da Banca Examinadora presidida pelo
Professor Dr. Gustavo Davi Rabelo

e pelos examinadores:

1- Elena Riet Comea Rivero

2 - Ricardo Luiz Cavalcanti De Albuguerque Junior

o aluno Thiago Pires Claudio

apresentou o Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduacdo intitulado: Expressdo da
esclerostina na displasia fibrosa: comelagdo clinicopatoldgicos como  requisito
curmricular indispensavel a aprovacio na Disciplina de Defesa do TCC e a
integralizac3o do Curso de Graduacdo em Odontologia. A Banca Examinadora, apds
reunido em sessdo reservada, deliberou e decidiu pela aprovacio do refendo Trabalho
de Conclusdo do Curso, divulgando o resultado formalmente ao aluno e aos demais
presentes, e eu, na qualidade de presidente da Banca, lavrei a presente ata que sera

assinada por mim, pelos demais componentes da Banca Examingdora e pelo aluno

onentando.
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