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Resumo

Objetivos: O ameloblastoma é uma neoplasia odontogénica de grande relevancia
clinica, que embora raramente sofra transformacéo maligna, destréi de forma agressiva
o tecido Gsseo, além de apresentar altas taxas de recorréncia. A invasividade local de
neoplasias tem sido associada as proteinas TKs-4 e TKs-5 e a presenca de
invadopddios, que séo protrusdes que se formam na membrana celular. TKs-4 e TKs-5
participam na formag&do dessas protrusbes que penetram na matriz extracelular e

promovem a sua degradagéao.

Métodos e resultados: Neste estudo, a expressdo de TKs-4 e TKs-5 foi avaliada, por
imunohistoquimica, em 20 casos de ameloblastoma e 7 casos de tumor odontogénico
cistico calcificante (TOCC). Os dois tumores expressaram essas proteinas, no entanto,
houve uma maior expressao no ameloblastoma quando comparado ao TOCC (p<0,05).
Quando se avaliou a expressdo de TKs-4 e TKs-5 em células neoplasicas de
ameloblastoma em relagcdo ao estroma desta neoplasia foi encontrada uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,001), sendo mais expressa nas células neoplasicas.
Conclusbes: Esses resultados indicam um possivel papel de TKs-4 e TKs-5 na

formacao de invadopddios e no comportamento biolégico do ameloblastoma.



INTRODUCAO

O ameloblastoma é um tumor odontogénico benigno de grande incidéncia,

com aspecto clinico, radiografico e histopatolégico variavel.*

Apesar de se tratar de um
tumor benigno, é localmente invasivo, 0 que resulta em elevadas taxas de recidiva e
morbidade®®. Mediante a esta caracteristica, seu protocolo terapéutico ndo é

completamente padronizado”®. Entretanto, na maior parte dos casos, cirurgias radicais

sé&o realizadas, com o objetivo de evitar recidivas tumorais’ ™.

Devido estas particularidades, pesquisas tém sido realizadas para melhor
compreender os mecanismos relacionados a invasividade celular e caracterizar o
microambiente tumoral do ameloblastoma. E provavel que durante a progresséo desta
neoplasia, mitdgenos sejam aleatoriamente liberados, estimulando a secrecdo de
Metaloproteinases da matriz (MMPs) e seus inibidores (TIMPS)®°, induzindo ao
aumento da degradacdo da Matriz Extracelular (MEC) e levando a reabsorcao
6ssea>>1%12 possivelmente, a degradacdo focal da MEC ocorra devido a pequenas
projecdes celulares denominadas invadopddio. Este induz a adesado celular na MEC,

promovendo sua degradacado por permitir a liberacéo e ativagéo focal das MMPs*34,

Duas proteinas chaves séo responsaveis pela formacao do invadopdédio e
sdo expressas no ameloblastoma, a cortactina e a MT1-MMP, que provavelmente
combinam forcas na invasividade desta neoplasia®®*?. Para que ocorra o recrutamento
da cortactina, é necessario a fosforilacdo de um dos substratos da familia Src, o

substrato tisorina quinase-5 (TKs-5)"3. A TKs-5 é uma das proteinas responsaveis pelo



recrutamento dos filamentos de actina (F-actina), sendo um dos eventos iniciais na

conformacéo e estruturacdo dos invadopédios™> 8.

Ao longo do processo de formacdo do invadopddio diversas proteinas sao
recrutadas, levando a sua maturacdo®®. Dentre essas, outro substrato da familia SRC é
recrutado: o substrato tirosina quinase-4 (TKs-4) . A TKs-4 é fundamental para a
ativacdo das MMPs, dentre elas a MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP. Isso propiciara a

10,15-16, 20-28

degradacéo focal da MEC devido a estabilizacdo das MMPs , levando a

invasividade tumoral.>18 26. 27,

Ambos os substratos, a TKs-4 e -5, apresentam superexpressao em tumores
malignos, como de mama, coélon, pulméo, préstata, melanoma e células da glia, além de
estar associado ao pobre progndstico de tais neoplasias.’?>>* Embora tenham sido
detectadas outras proteinas proprias dos invadopoédios, como a cortactina e MT1-MMP,

3,5,10

no ameloblastoma , ainda ndo ha relatos na literatura sobre a expressao das TKs-4

e -5 em tumores odontogénicos.

Desta forma, este estudo tem como objetivo aprofundar os conhecimentos
sobre a participacdo dos invadopddios no comportamento biolégico do ameloblastoma
e elucidar mecanismos que possam estar relacionados com seu comportamento
localmente invasivo. Neste sentido, a proposta deste trabalho € verificar a expresséao
das proteinas TKs-4 e -5 neste tumor, visando uma melhor compreensdo dos

fendmenos iniciais relacionados a invasividade desta neoplasia.



MATERIAL E METODOS
Amostras

Neste estudo foram usados tissuemicroarrays contendo cortes de 5um de espessura de
vinte (20) casos de ameloblastoma (Biomax Inc., Rockville, MD, USA). Foram incluidos
como controle oito (8) casos de tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC), obtidos
nos arquivos do Departamento de Patologia Oral da Faculdade de Odontologia do
Centro Universitario do Para (CESUPA, Belém-PA, Brasil). Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde
da Universidade Federal do Para (CAAE: 22219113.8.0000.0018, parecer n°

526.604/2014).

Imunohistoquimica

Os cortes histolégicos obtidos foram montados em laminas de vidro tratadas com
3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma ChemicalCorp, St. Louis, MO, EUA). Os cortes foram
desparafinizados em xilol e hidratados em sequéncia decrescente de etanol. As laminas
foram entédo imersas em solugao de H,0O, a 3% e metanol, na proporcéo 1:1, durante 20
minutos para inibicdo da atividade da peroxidase endogena. ApoOs esta etapa a
recuperacdo antigénica foi efetuada em tampé&o citrato (pH 6,0) em camara Pascal
(Dako, Carpinteria, CA, EUA) durante 30 segundos. Ligagbes inespecificas dos
anticorpos foram bloqueadas com albumina de soro bovino (BSA, Sigma®) a 1% em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) durante 1 hora. As laminas foram

incubadas com anticorpos primarios anti-TKs-4 (Abcam, Cambridge, MA, EUA, 1:100) e



anti-TKs-5 (Abcam, Cambridge, MA, EUA, 1:100) por 1 hora. Posteriormente, os cortes
foram incubados durante 30 minutos com o sistema de deteccdo EnVision Plus
(Dako®). Diaminobenzidina (Dako®) foi utilizada como cromdgeno e, em seguida, 0s
cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer (Sigma®) e montados com
Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, EUA). A substituicAo dos anticorpos

primarios por soro ndo imune foi utilizada como controle negativo.

Avaliacdo da imunomarcacao

A avaliacdo da imunomarcacao foi realizada pela medida da area (um) e da
fracdo (%) de marcacdo de TKs4 (SH3PXD2B) e TKs5 (SH3PXD2A / FISH), no
ameloblastoma e no TOCC. Imagens de campo claro de pelo menos 6 &reas
selecionadas aleatoriamente de cada amostra foram adquiridas em microscépio
AxioScope equipado com uma camara CCD a cores AxiocCam HRC (Carl Zeiss,
Alemanha), com objetiva de 40x. Areas coradas por diaminobenzidina foram separadas
e segmentadas usando o “deconvolution color plug-in” (Gabriel Landini,

http://www.dentistry.bham.ac.uk/landinig/software/software.html) do ImageJd (software

de dominio publico, desenvolvido por Wayne Rasband (NIMH, NIH, Bethesda, MD,

EUA, http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Apds a segmentacdo da imagem, a area e a fracdo de coloracdo total foram
medidas. As diferencas de imunoexpresséo encontradas no ameloblastoma e no TOCC

foram entao analisadas.


http://www.dentistry/
http://rsbweb.nih.gov/ij/

Analise estatistica

Os dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados usando o software
GraphPadPrism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). O teste ndao-

paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para avaliar as diferencas entre dois grupos.



RESULTADOS

As amostras de ameloblastoma e TOCC expressaram TKs-4 e TKs-5

Todas as amostras de ameloblastoma revelaram a expressao de TKs-4 e TKs-5
(Figuras 1 e 2 A, B e C). A expressédo da proteina TKs-4 foi citoplasmatica e se deu de
forma granular (Figura 1 A, B e C). Em relacdo a TKs-5 observou-se expressédo tanto
citoplasmatica como nuclear, predominante no citoplasma, de forma granular (Figura 2
A, B e C). Ambas as proteinas apresentaram imunomarcacgdo tanto nas células centrais
das ilhas formadas pelo parénquima, quanto nas células colunares da periferia, assim
como no estroma tumoral. O TOCC apresentou fraca marcacdo das proteinas
estudadas (Figuras 1 e 2 D). A expressdo de TKs-4 observada no citoplasma das
células do parénquima e estroma tumoral foi discreta, revelando-se mais intensa no
estroma (Figura 1 D). A expressdo de TKs-5 observada no citoplasma das células do
parénquima e estroma tumoral também foi discreta, revelando-se mais intensa no

parénquima (Figura 2 D).

As amostras de ameloblastoma apresentaram maior expressao de TKs-4 e TKs-5
guando comparadas as do TOCC

Os resultados evidenciaram uma elevada expressao de TKs-4 e TKs-5 nas
células neoplasicas do ameloblastoma em relacdo as do TOCC (p<0,05; Figuras 1 e 2
E), assim como uma maior expressao no parénquima em relacdo ao estroma do

ameloblastoma (p<0,001; Figuras 1 e 2 F).
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DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que o ameloblastoma expressa a TKs-4 e -5. Além
disso, observou-se elevada imunoexpressdo no ameloblastoma ao compararmos com o
TOCC, um tumor odontogénico pouco invasivo e com prognéstico favoravel que
apresenta epitélio ameloblastomatoso. Possivelmente esses resultados sugerem a
participacdo dos invadopddios na invasividade local do ameloblastoma e no seu

comportamento ag ressivo.

Ao verificarmos a imunopositividade da TKs-5 no parénquima do
ameloblastoma, observamos marcacédo predominanteno citoplasma celular e discreta
marcacao nuclear. Este achado pode sugerir um papel chave da proteina TKs-5 nos
processos iniciais de formacédo dos invadopodios no ameloblastoma, pois € uma das
proteinas responsaveis pelo recrutamento de F-actina. A interacdo de TKs-5 e
cortactina € essencial para o inicio da formacdo dos invadopdédios, essas moléculas
promovem remodelamento do citoesqueleto e projecao vertical dos invadopodios sobre
a MEC *"?*. Em consonancia a esse fato, estudos afirmam que o quinto dominio SH3
da Tks-5 liga-se a algumas metaloproteases transmembrana da familia ADAMs para
realizar protedlise celular’®2% ‘A alta expressdo de TKs-5 em invadopédios de
tumores agressivos® esta associada ao pior prognéstico de tais lesdes, o que sugere

sua participacdo no comportamento biolégico do ameloblastoma.

A TKs-4 evidenciada no ameloblastoma apresentou marcagéao citoplasmatica
nas células do parénquima tumoral. Sabe-se que quando ativada esta proteina esta

implicada no recrutamento da MT1-MMP e estabilizacdodo invadopodio. Isso propicia o
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trafego local, ativacdo das MMPs e subsequente degradacao focal da MEC.* Apesar de
similaridades estruturais como a presenca do dominio N-terminal Phox (Px), a TKs-4
apresenta somente 4 dominios SH3, que sdo os sitios de fosforilagdo por Src. O
silenciamento da TKs-4 realizado em alguns experimentos in vitro nos mostrou uma
formacao incompleta dos invadopddios, o que reforca que essa proteina atua na fase
de maturacdo do invadopddio, onde estd ocorrendo intensa protedlise celular. Em
sintese, a TKs-4 é responsavel pelo recrutamento de proteases como a MT1-MMP®,
que tem papel crucial nos processos de invasdo celular em tumores agressivos*®1%%,
Neste sentido, o silenciamento de TKs-5 inibe a formacgéo dos invadopddios sem afetar
a secrecdo de metaloproteases'®. Isso nos leva a pensar que a acdo dessas duas
proteinas sdo independentes, enquanto a TKs-4 € responséavel pelo recrutamento de
MT1-MMP, envolvida na degradacdo da MEC?, a TKs-5 é responsavel pelo
recrutamento de filamentos de actina, levando a formacdo das projecdes celulares,
auxiliando na invasividade tumoral'®*®?*. No entanto para a formacéo e atividade do

invadopodio express&o destas proteinas é crucial*®**%.

Logo, em conjunto, a TKs-5 auxilia na formacgéo dos invadopddios e a TKs-4
subsequentemente localiza e/ou estabiliza a MT1-MMP na membrana celular
possibilitando a ativacdo das MMPs e futura degradacdo focal da MEC™*® A alta
expressdo dessas proteinas no ameloblastoma sugere um papel importante dessas
proteinas no seu comportamento localmente invasivo e nas suas elevadas taxas de

recidiva.

As moléculas chaves do processo de formacéo dos invadopddios séo cortactina,

MT1-MMP, TKs-4 e TKs-5%1®% Em estudos anteriores sugerimos que as MMPs,
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fatores de crescimento, MT-1-MMP e cortactina®>*°

podem atuar como uma rede que
pode ter papel importante no comportamento biolégico do ameloblastoma. Agora, a
soma da alta expressdo de TKs-4 e TKs-5 a esses achados, reforca a possivel

presenca dos invadopddios como estrutura celular importante na invasividade local do

ameloblastoma.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. imunomarcagcdo de TKs-4 no ameloblastoma e no TOCC. Sua
imunomarcacéao ocorreu predominantemente no citoplasma e de forma granular. (A, B e
C) A expressao desta proteina ocorreu tanto nas células centrais das ilhas formadas por
epitélio neoplasico (*), quanto nas células colunares altas da periferia dos corddes
epiteliais, assim como no estroma tumoral (cabeca de seta). Uma ténue expressao de
TKs-4 foi observada no TOCC (D). Observa-se a maior expressao de TKs-4 nas células
neoplasicas em relacdo ao estroma tumoral (E). Maior expressdao de TKs-4 no

Ameloblastoma em relacdo ao TOCC (F). Escala: 20pm

Figura 2. Imunomarcacdo de TKs-5 no ameloblastoma e no TOCC. Sua
imunomarcacdo ocorreu tanto citoplasmatica como nuclear, predominante no
citoplasma, de forma granular. (A, B e C) A expressado desta proteina ocorreu tanto nas
células centrais das ilhas formadas por epitélio neoplasico (*), quanto nas células
colunares altas da periferia dos corddes epiteliais, assim como no estroma tumoral
(cabeca de seta). Uma ténue expressdo de TKs-5 foi observada no TOCC (D).
Observa-se a maior expressdo de TKs-5 nas células neoplasicas em relacdo ao
estroma tumoral (E). Maior expressdo de TKs-5 no Ameloblastoma em relacdo ao
TOCC (F). Escala: 20um.
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