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SOUZA NETO OR. Analise Imunohistoquimica da ADAMTS-1 e proteoglicanos
no ameloblastoma e Tumor odontogénico calcificante. 2014. Dissertacéo
(Mestrado em Oncologia e Ciéncias Médicas) — Instituto de Ciéncias da Saude,
Nucleo de Pesquisas em Oncologia, Universidade Federal do Para, Belém, 2014.

RESUMO

O ameloblastoma e o tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC) sédo tumores
odontogénicos que tem origem do epitélio odontogénico, porém ainda nao é
conhecido o estimulo ou gatilho que leva a transformacédo neoplasica desses
tumores. O comportamento biolégico das lesbes € distinto, pois 0 ameloblastoma é
um tumor mais agressivo e com taxa de recorréncia significativa. JA& o TOCC € um
tumor menos agressivo e raramente h& recorréncia e por esse motivo foi utilizado
como controle no estudo. Portanto, a elucidacdo completa dos mecanismos pelos
guais esses tumores odontogénicos apresentam tais comportamentos bioldgicos
continua sendo um desafio para os pesquisadores. As ADAMTS (A Disintegrin and
Metalloproteinase with ThromboSpondin) sdo metaloendopeptidases que sao
dependentes de zinco em seu dominio catalitico. Essas enzimas possuem ampla
atividade catalitica contra uma variedade de substratos como os proteoglicanos
(agrecan, brevican e versican), que sao proteinas presente na matriz extracelular
(MEC). As ADAMTS exibem caracteristicas estruturais que lhes conferem um grande
potencial para exibir multiplas func¢des. Exibem funcédo crucial em varios processos
como proliferacdo, adesao, invasao e sinalizagdo celular. As alteracdes nessas
enzimas estdo presentes em diversos tumores, 0 que sugere que estas proteinas
podem estar envolvidas no processo carcinogénico em diferentes caminhos.
Especificamente a ADAMTS-1 tem sido correlacionada com a tumorigénese de
algumas neoplasias como no cancer de mama, pulméo e pancreas. Assim como a
ADAMTS, agrecan, brevican e versican Sao expressos em varios tumores e a
regulacéo alterada desses proteoglicanos pode contribuir para o desenvolvimento da
carcinogénese. Neste trabalho foram estudadas ADAMTS-1, agrecan, brevican e
versican no ameloblastoma e TOCC. Foram incluidos 20 casos de ameloblastoma e
6 casos de TOCC, utilizados como controle. A expressdo de ADAMTS-1, agrecan,
brevican e versican foi avaliada por imunohistoquimica e as areas de marcacao
foram mensuradas e analisadas. Para analise de correlagcdo entre as proteinas
estudadas utilizou-se o teste de Spearman. Todas as amostras de ameloblastoma
expressaram ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican. Todas as amostras de
TOCC também expressaram as mesmas proteinas, porém numa quantidade
significativamente menor que no ameloblastoma. A diferenca de expressédo de
ADAMTS-1 e brevican no epitélio do ameloblastoma e do TOCC foi significante
estatisticamente (p<0,0105). Assim como a expressao de agrecan e versican, no
epitélio do ameloblastoma e do TOCC, também foi estatisticamente significante
(p<0,0067) e (p<0,0148), respectivamente. Nao houve correlacéo entre as proteinas
estudadas.

PALAVRAS CHAVE: Tumores odontogénicos, ameloblastoma, Tumor odontogénico
cistico calcificante, ADAMTS-1, proteoglicanos, agrecan, brevican e versican.
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ABSTRACT

Ameloblastoma and calcifying cystic odontogenic tumor (CCOT) are odontogenic
tumors with origin odontogenic epithelium, but it is not yet known stimulus or trigger
that lead to neoplastic transformation of tumors. The biological behavior of the
lesions is distinct because the ameloblastoma is more aggressive and significant rate
of tumor recurrence. CCOT is a less aggressive tumor and recurrence rarely there
and therefore was used as a control in the study. Therefore, the complete elucidation
of the mechanisms by which these odontogenic tumors show such biological
behavior remains a challenge for researchers. The ADAMTS (A Disintegrin and
Metalloproteinase with thrombospondin) are metalloendopeptidases who are
dependent on zinc in its catalytic domain. These enzymes have catalytic activity
against a broad range of substrates including proteoglycans (aggrecan, brevican and
versican), which are proteins present in the extracellular matrix (ECM). The ADAMTS
exhibit structural features that confer great potential to display multiple functions.
Exhibit crucial role in various processes such as proliferation, adhesion, invasion and
cell signaling. Changes to these enzymes are present in various tumors, suggesting
that these proteins may be involved in the carcinogenic process in different ways.
Specifically, ADAMTS-1 has been correlated with tumorigenesis of some cancers
such as in breast, lung and pancreatic cancer. Like ADAMTS, aggrecan, versican
and brevican are expressed in various tumors and altered regulation of
proteoglycans may contribute to the development of carcinogenesis. In this work
ADAMTS-1, aggrecan, brevican and versican in ameloblastoma and CCOT were
studied, 20 cases of ameloblastoma and 6 cases of TOCC, used as controls were
included. We evaluated the expression of ADAMTS-1, aggrecan, brevican and
versican by immunohistochemical study and the marking areas were measured and
analyzed. To correlation analysis between the studied proteins used the Spearman
test. All samples of ameloblastoma expressed ADAMTS-1, aggrecan, brevican and
versican. All samples TOCC also expressed the same proteins, but in significantly
less than the amount ameloblastoma. The difference in expression of ADAMTS-1
and brevican in the epithelium of ameloblastoma and of TOCC was statistically
significant (p<0.0105). As the expression of aggrecan and versican, between
ameloblastoma and TOCC, in the epithelium was also statistically significant
(p<0.0067) and (p<0.0148), respectively. There was no correlation between the
proteins studied.

KEYWORDS: Odontogenic tumors, ameloblastoma, calcifying odontogenic cystic
tumor, ADAMTS-1, proteoglycans, aggrecan, brevican and versican.
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1 INTRODUCAO

Os tumores odontogénicos (TOs) constituem um grupo de lesdes
neoplasicas que acomete a regido maxilofacial, e que podem apresentar
comportamento  heterogéneo, com caracteristicas histopatologicas e
manifestacdes clinicas diversas (LUO et al., 2008). Tais lesbes podem ser
originadas de tecidos epiteliais, ectomesenquimais ou mesenquimais,
derivados de células potencialmente capazes de inducdo na formacdo do
tecido dental e de seus anexos (OSTERNE et al., 2011).

Em 1971, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou a primeira
classificacdo dos TOs a ser adotada mundialmente: “Tipos histolégicos dos
tumores odontogénicos, cistos dos maxilares e lesbes afins”. A dltima
classificacdo publicada pela OMS foi a de 2005, atualizada em funcdo dos
novos conhecimentos moleculares e genéticos sobre esses tumores (BARNES
et al., 2005).

No estudo de Osterne et al. (2011) analisaram a frequéncia dos tumores
odontogénicos em Fortaleza. Num total de 6231 lesGes analisadas, 185 casos
foram diagnosticados como tumores odontogénicos, cerca de 2.97%. Sendo
que os TOs mais frequentes foram o ameloblastoma (29.19%), seguido pelo

Tumor odontogénico ceratinizante (28.11%) e o odontoma (19.46%).

A maioria dos TOs € composta por lesdes benignas, sendo
caracterizadas por um crescimento expansivo e lento. Radiograficamente
apresentam limites nitidos e definidos, acometem com maior frequéncia a
regido posterior da mandibula e geralmente sdo assintomaticas, porém em
alguns casos pode haver dor. De ocorréncia mais rara, 0os tumores malignos
podem ser gerados a partir da transformagdo de tumores benignos, sendo
caracterizados por possuirem crescimento rapido, invasivo e destrutivo
(NEVILLE et al., 2004; TAWFIK et al., 2009).

Como ocorre nas neoplasias em outros locais do corpo, os TOs tendem
a mimetizar microscopicamente as células ou o tecido de origem.

Histologicamente, podem se assemelhar aos tecidos moles do 6rgdo do



esmalte ou da polpa dentaria ou podem conter elementos mineralizados do
esmalte, da dentina e/ou do cemento, ou todos eles misturados. Esta
diversidade histopatolégica é devido a natureza pluripotente e indutiva dos
tecidos dentais (REGEZI et al., 2008).

Os tumores séo circundados por tecido conjuntivo que forma o estroma,
constituido por células, que incluem fibroblastos e miofibroblastos, dispostos
numa rede complexa e organizada de macromoléculas de suporte, conhecida
como matriz extracelular (MEC). Durante a carcinogénese, a MEC pode
interagir com diversos fatores de crescimentos e citocinas que estimulam a
proliferagdo, migracdo, e a invasao tumoral (SOUZA et al, 2011;
THEOCHARIS et al., 2010). As ADAMTS (A Desintegrin and Metalloproteinase
with  ThromboSpondin motifs) sdo grupos de endopeptidases largamente
estudadas na literatura, por terem a capacidade de protedlise da MEC e sua
acao tem sido relacionada com o crescimento invasivo de uma variedade de
tumores (ROCKS et al., 2007).

A familia das ADAMTS apresenta 19 membros. A ADAMTS-1 faz parte
da subfamilia agrecanases, que desempenha um papel critico na
tumorigénese, devido sua capacidade em degradar agrecan, brevican e
versican (FREITAS et al., 2013). Estes proteoglicanos sdo componentes da
MEC e os primeiros obstaculos para as células tumorais causarem invasao e
metastase (SOUZA et al., 2011).

Além disso, as ADAMTS sao proteinas que exibem caracteristicas
estruturais que Ihes conferem grande potencial para exercer multiplas funcgées,
como proliferacao celular, adesao e invasao, e sinalizagcéo celular (ROCKS et
al., 2008).

O ameloblastoma e o TOCC sédo tumores odontogénicos com
comportamento bioldgico distinto, pois o ameloblastoma € um tumor mais
agressivo e com taxa de recorréncia significativa. JA& o TOCC é um tumor
menos agressivo e raramente ha recorréncia, e por esse motivo foi utilizado
como controle nesse estudo (NEVILLE et al., 2004; REGEZI et al., 2008).
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O presente estudo avaliou a expressao da ADAMTS-1 e seus
substratos, que sao superexpressos em diversos tumores. Essas enzimas
podem produzir subprodutos que sinalizam para o recrutamento de fatores de
crescimento tumoral, propiciando um estroma favoravel para interagcdes com o
parénquima tumoral, promovendo o crescimento e invasdo dos mesmos
(PORTER et al., 2005).

Na literatura, ndo had um estudo caracterizando a expressdo da
ADAMTS-1 no amelobastoma e TOCC. Portanto esse estudo foi importante e
inédito na literatura na busca de novas concepcdes em relacdo ao

comportamento biologico desses tumores.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMELOBLASTOMA

Esta lesdo € uma neoplasia benigna, localmente invasiva, originada do
epitélio odontogénico, com aspecto clinico patologico variavel, elevada recidiva
e eventualmente, sofre transformacfes malignas (BARNES et al., 2005;
AMZERIN et al., 2011).

O ameloblastoma é classificado em trés tipos clinicos: sélido ou
multicistico, unicistico e periférico. A forma multicistica representa 85% dos
casos, possui um comportamento localmente invasivo, e alto indice de recidiva,
se nao for tratado corretamente. O ameloblastoma unicistico corresponde a
14% das ocorréncias, possui uma capsula de tecido conjuntivo fibroso e baixo
indice de recidiva. O ameloblastoma periférico € raro e corresponde a 1% dos
casos que circundam a regido dentéria (NEVILLE et al., 2004).

Clinicamente, o ameloblastoma convencional acomete mais os homens
(53%) do que as mulheres (47%), porém no estudo de Osterne et al. (2011)
houve uma leve prevaléncia em mulheres (53,7%). Esta neoplasia pode
acometer individuos num intervalo entre a segunda e a quarta década de vida.
As caracteristicas clinicas do ameloblastoma podem estar associadas ao
edema, dor facial, ulceracdo e mobilidade dentaria. Em relacdo a localizacéo
da lesdo ha uma maior predisposicdo pela regido posterior da mandibula
(REICHART et al., 2005).

Radiograficamente, essa neoplasia pode apresentar uma imagem
radiolicida uni ou multilocular, com limites bem definidos. Quando
multiloculada, essa imagem pode assemelhar-se a “favos de mel” (pequenos
l6culos) ou “bolhas de sabéo” (grandes loculos). Apesar de ser benigno e ndo
metastatico, o tipo sélido pode comportar-se como alguns tumores malignos de
baixo grau. Outros achados radiograficos encontrados s&o: reabsorcdo
radicular, extrusdo dentaria e deslocamento dental (NEVILLE et al., 2004;
REGEZI et al., 2008).
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Reichart et al. (1995) verificaram que cerca de 24% da forma
multilocular do ameloblastoma, resultava em recorréncia da lesdo, enquanto

gue apenas cerca de 16% da forma unilocular, resultava em recorréncia.

Os padrdes histolégicos mais comuns entre os ameloblastomas do tipo
sélido sdo o padrédo folicular, o padrdo plexiforme e o padrdo acantomatoso
(DANDRIYAL et al., 2011). Na variante folicular observam-se ilhotas epiteliais
gue se encontram dispersas no estroma conjuntivo de densidade variavel,
constituidas por células colunares dispostas em palicada, que se assemelham
com ameloblastos. Essas células delimitam uma area central e formam
arranjos semelhantes ao reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte (NEVILLE et
al., 2004). No estudo de Reichart et al. (1995) esse padrao folicular do
ameloblastoma acometeu mais pacientes jovens e com maior frequéncia a

regido posterior de mandibula.

A variante plexiforme consiste de longos corddes ou placas de epitélio
odontogénico anastomosados. Esses corddes ou placas sao circundados por
células colunares ou cubicas que envolvem células epiteliais arranjadas
frouxamente. O estroma de sustentac&o tende a ser vascularizado e arranjado
frouxamente. A formacdao cistica € rara nessa variedade (NEVILLE et al., 2004).
No estudo de Reichart et al. (1995) essa variante apresentou maior recorréncia,
também foi prevalente em pacientes jovens, e na regido posterior da

mandibula.

O padrdo acantomatoso ocorre quando ha areas de metaplasia
escamosa, muitas vezes associadas com a formac&o de queratina, nas
porcdes centrais das ilhas epiteliais de um ameloblastoma folicular (NEVILLE et
al., 2004). No estudo de Reichart et al. (1995) esse padrao de ameloblastoma

foi mais frequente em pacientes idosos e no segmento anterior da mandibula.

Ao planejar o tratamento do ameloblastoma € importante compreender
as caracteristicas do crescimento e a remocdo de toda extensdo do tumor,
incluindo os tecidos circundantes. Caso contrario, as células tumorais
remanescentes podem levar a morbidades mdltiplas de recorréncia. Os
avancos recentes na compreensdo do comportamento biolégico do

ameloblastoma revelaram que as lesfes unicisticas sdo bem delimitadas pela
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capsula fibrosa do cisto, enquanto que as lesdes multicisticas s&o
caracterizadas por uma infiltracdo agressiva no tecido adjacente (DANDRIYAL
et al.,, 2011). Torres-Lagares et al. (2005) preconizam a resseccéo da leséo
com margem de seguranca de 1 a 2 cm e nos casos em que os dentes estdo
proximos ou adjacentes a leséo, é indicada a extracdo dos mesmos por se

encontrarem dentro das margens de seguranca de resseccéo da leséo.

Porém, existem controvérsias no que diz respeito a extensdo da margem
cirdrgica da lesédo. Outros autores adotam margem de seguranca de 1-1,5 cm.
No entanto, em pacientes cuja lesdo ndo pode ser removida por intervencao
cirdrgica, ou que nao é possivel adotar a margem de seguranca, podem ser
tratados com radiacdo e/ou quimioterapia para o controle da lesdo (AMZERIN
et al., 2011; KOUKOURAKIS et al., 2011).

2.2. TUMOR ODONTOGENICO CISTICO CALCIFICANTE (TOCC)

O Cisto de Gorlim ou Cisto Odontogénico Calcificante foi descrito como
uma entidade com duas caracteristicas basicas: tumor cistico e neoplasia
sélida. Em todos estes anos, varias classificagcbes foram propostas com o
objetivo de esclarecer a natureza dessa leséo, considerando as caracteristicas
clinicas e histopatologicas. Assim, este tumore odontogénico foi distinguido do
ameloblastoma com base nas caracteristicas histopatolégicas e por ter,

geralmente, natureza menos agressiva (BARNES et al., 2005).

Em 2005, este grupo foi reclassificado como duas variantes benignas
distintas: Tumor Odontogénico Cistico Calcificante (TOCC) e Tumor
Dentinogénico de Células Fantasmas (TDCF). O TOCC foi definido como uma
neoplasia cistica benigna de origem odontogénica, caracterizada por um
epitélio semelhante ao ameloblastoma com células fantasmas calcificadas e o
TDCF foi definido como uma neoplasia solida, localmente invasiva,
caracterizada por ilhas epiteliais semelhantes ao ameloblastoma no tecido
conjuntivo. Aberrante queratinizacdo pode ser achada na forma de células
fantasmas associadas com diferentes quantidades de dentina displasica. A
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forma maligna destas variantes foi descrita como carcinoma odontogénico de
células-fantasma (BARNES et al., 2005; THINAKARAN et al., 2012).

Clinicamente, o TOCC corresponde a 2% dos tumores odontogénicos.
Acomete paciente com idades entre 5 a 92 anos, com um pico de incidéncia na
sexta e sétima década de vida, tendo uma maior prevaléncia em homens. Em
relacdo a localizacdo do TOCC, pode ser intra ou extradsseo, sendo que nos
estudos de Jing et al. (2007) houve maior frequéncia na maxila, particularmente
na regido de pré-molares e regido anterior, enquanto que nos estudos de
Tawfik et al. (2010) houve maior predilecdo pela mandibula. As lesbes
extradsseas sdo bem definidas, a mucosa apresenta coloracao rosa lisa, e 0
tamanho da lesdo é de 4 centimetros de diametro em média. Por outro lado, as
lesBes intradsseas produzem expansao da cortical, cujo sinal mais frequente é

uma tumefacdo de consisténcia variavel, indolor a palpacdo (KLER et al.,
2009).

Radiograficamente, o TOCC nao tem aspectos caracteristicos. O cisto
intra0sseo é uma lesdo essencialmente destrutiva, produzindo uma imagem
radiolicida unilocular ou multilocular que pode conter areas radiopacas
irregulares. Em pacientes mais jovens as lesdes podem ser confundidas com
um odontoma em desenvolvimento ou um fibro-odontoma ameloblastico. As
placas corticais de 0sso sédo frequentemente finas e expandidas, podendo se
tornar perfuradas pela lesdo, que usualmente causa deslocamento e
reabsorcdo do dente adjacente (REYES et al., 2007).

Microscopicamente, o0 TOCC é na maioria dos casos (86 a 98%) uma
leséo cistica bem definida com uma capsula fibrosa e um limitante epitelial de 4
a 10 células. As células basais do revestimento epitelial podem ser colunares
ou cuboidais, lembrando ameloblastos e as camadas do epitélio arranjadas
frouxamente, que lembram o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte (NEVILLE
et al., 2004). A presencga das chamadas células fantasmas, que provavelmente
representam a forma anormal de queratinizacdo, € uma das caracteristicas
dessa lesdo. Entretanto, sua mera presenca nao justifica um diagnostico de
TOCC, pois outras lesdes também mostram a sua formagdo. Outras
caracteristicas observadas incluem a presenca de dentina displasica, que pode
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estar localizada perto da camada basal do epitélio, estando em conexdo com

as massas de células fantasmas (KLER et al., 2009).

Em relagédo ao tratamento, pode ser realizado de maneira conservadora
por meio de enucleacdo ou resseccao local. A recorréncia do TOCC é rara,
somente oito casos de recidiva foram relatados na literatura, a falta de

recorréncia depende da excisao completa da leséo (KLER et al., 2009).

2.3. FAMILIA DAS ADAMTS

As ADAMTS (A Desintegrin and Metalloproteinase with ThromboSpondin
motifs) sdo um grupo de proteases identificadas em mamiferos e invertebrados.
Apés a publicagdo do primeiro membro da familia, ADAMTS-1, em 1997, a
sequenciacdo completa do genoma humano apresentou 19 membros desta
familia de proteases. Estas enzimas sdo metaloendopeptidases, pois em seu
dominio catalitico sdo dependentes de zinco para efetuar sua atividade
proteolitica (PORTER et al., 2005; STANTON et al., 2011).

As ADAMTS agrupam-se em pequenas classes e estas sdo organizadas
de acordo com a sua estrutura molecular, sequéncia proteica, estrutura do

gene e preferéncia por determinados substratos (PAULISSEN et al., 2008).
2.3.1. Organizacao estrutural

No que diz respeito a sua organizagdo estrutural, as ADAMTS
apresentam uma organizacdo comum, a qual compreende um peptideo sinal,
um pré-dominio, um dominio catalitico, um dominio semelhante a disintegrina,
uma repeticdo central de trombospondina, uma regido rica em cisteina e um
dominio separador. Com excecdo da ADAMTS-4, todas as outras enzimas
ADAMTS tem uma adicional trombospondina repetida (TS) e mais um dominio
auxiliar C-terminal. Entédo, a estrutura molecular dessas enzimas de N-terminal

para o C-terminal dos dominios e motifs das ADAMTS é:

() Pré-dominio: varia geralmente de 220-300 aminoacidos, exceto
no caso de ADAMTS-13, que é pequeno (74 aminoacidos).
Contém 1-3 residuos de cisteina e pelo menos um motif de
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consenso de clivagem da furina. Esse dominio mantém as
ADAMTS em laténcia, ou seja, essas proteinas necessitam de
enzimas para torna-las ativas. As pré-proteinas convertases, irdo
ativa-las clivando-as em sitios especificos para efetuar sua
atividade catalitica, como por exemplo, a furina. Aléem disso, o
pro-dominio possui outra funcéo que é a correta conformagéo das
ADAMTS para a sua secrecao;

Dominio catalitico: possui um elevado grau de homologia entre as
diferentes ADAMTS e contém a sequéncia de ligacdo ao zinco
HEXXHXXGXXH, onde o zinco desse dominio é coordenado por
trés residuos de histidina;

Dominio semelhante a desintegrina: € constituido por 60-90
aminoacidos com 25-45% de similaridade com as desintegrinas
do veneno de cobra, no entanto, sem seu arranjo de cisteina
canonico;

Trombospondina repetida (TSR): O TSR central € muito
semelhante em todas as ADAMTS e compreende 48-54
aminoécidos;

Dominio rico em cisteina (DRC): constitui uma sequéncia bem
conservada entre as ADAMTS, contendo 10 residuos de cisteina.
Este dominio pode estar associado a adesdo e migracdo das
células.

Dominio Espacador: um dominio de tamanho variavel que pode
ser dividido em uma metade N-terminal em que varios
aminoacidos hidrofobicos sédo conservados e em uma metade C-
terminal extremamente variavel. Este € o dominio das ADAMTS
gue apresenta menor homologia;

Um ou mais TSRs C-terminal: possuem uma sequéncia muito
mais variavel que o TSR central. Alguns TSR em determinadas
ADAMTS podem ainda conter um motif BBXB que liga a heparina
ou um motif CVSTCG que liga o receptor de superficie celular
CD36.

Dominios C-terminal: existem quatro tipos de dominios C-terminal

nas ADAMTS. Um dominio semelhante a mucina presente nas
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ADAMTS-12 e 7, este dominio esta associado ao evento de
clivagem da ADAMTS-12. O dominio GON-1 esta presente nas
ADAMTS-9 e 20, este dominio contém 10 cisteinas conservadas
e varios outros aminoacidos conservados. Ja o dominio PLAC é
encontrado nas ADAMTS 2, 3, 6, 10, 14, 16, 17, 18 e 19, e
também é encontrado em algumas convertases pro-proteinas.
Finalmente a ADAMTS-13 é o Unico membro desta familia que
contém dominios CUB, existindo dois localizados no seu C-
terminal (NAGASE et al, 2008; PORTER et al, 2005;
PAULISSEN et al., 2008; ROCKS et al., 2008).

2.3.2. FuncOes bioldgicas

Com base nas suas funcbes biologicas, as ADAMTS podem ser
classificadas nos seguintes grupos: (I) Aminopeptidases pro-colagenos, que
estdo envolvidas no processamento dos pro-colagenos a colagenos; (1)
Agrecanases, clivam o agrecan em ligacdes especificas; (Ill) Antiangiogénicas,
possuem a capacidade de inibir a angiogénese induzida pelo fator de
crescimento endotélio vascular (VEGF) e suprimir a vascularizagdo induzida
pelo FGF-2; (IV) Gon-ADAMTS, relacionadas com o gene GON-1, que tem um
papel essencial no desenvolvimento gonodal em C. elegans, e por fim; (V)
ADAMTS-13, o membro isolado desta familia que cliva o fator de Von
Willebrand, este por sua vez ira interagir com fragmentos de células das
plaguetas, que circulam na corrente sanguinea e Sao essenciais para a
coagulacdo sanguinea (APTE, 2009; PORTER et al., 2005; ROCKS et al.,
2008).
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2.3.3. ADAMTS-1

dominio cub.

A ADAMTS-1 é expressa fisiologicamente em cada organismo,

participando de varios processos biolégicos, como por exemplo, na ovulagéo.

Essa proteina € bastante importante na ruptura do foliculo ovariano e na

liberacdo do ovocito maduro. Além disso, essa enzima é essencial para

morfologia de érgdos, como no sistema urogenital (SHINDO et al., 2000).

A ADAMTS-1 tem ampla atividade catalitica contra uma variedade de

substratos, podendo fazer a degradacdo de proteoglicanos, como agrecan,

brevican e versican. Estes estdo presentes na MEC de quase todos os
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eucariotos e tém uma ampla funcdo podendo interagir com diversas moléculas
(FREITAS et al., 2013; ROCKS et al., 2008).

Dentre as atividades cataliticas das ADAMTS esta a degradacao de
componentes da MEC como, por exemplo, proteoglicanos, 0s quais podem
lancar fatores de crescimento e citocinas, contribuindo no caminho da
proliferagdo celular, migracdo e angiogénese. Tem sido mostrado em alguns
estudos que a adesdo e migracdo das ceélulas podem ser reguladas pela
desintegrina ou pelo dominio rico em cisteina. Entdo essa enzima € uma
proteina multifuncional e sugere-se que ela sirva como reguladora de eventos
proteolitico e nao-proteolitico durante a progressao tumoral (ROCKS et al.,
2007).

Liu et al. (2006) demonstraram que a ADAMTS-1 pode sofrer clivagem
auto-proteolitica, gerando a ADAMTS-1nte (término-NH, de ADAMTS-1
fragmentada) e a ADAMTS-1c1e (término-COOH de ADAMTSs-1 fragmentada).
Foi mostrado que existem dois tipos de ADAMTS-1 uma com comprimento total
e outra que é fragmentada, que irdo exibir atividade pré e anti-tumoral,
respectivamente. Foi demonstrado que o dominio catalitico de ADAMTS-1 é
necessario para a atividade pro-tumoral e que ADAMTS-1 fragmentada requer
a trombospondina-1 (TSP-1) para atividade anti-tumoral. Além disso, a
clivagem auto-proteolitica de ADAMTS-1 ocorre na regido rica em
cisteina/dominio espacador por metaloproteinases (MMP- 2 / 8 / 15) e essa
clivagem pode ser inibida pelo sulfato de heparina (HS), sugerindo que o nivel
de proteoglicano sulfato de heparina (HSPGs) no microambiente regula a forma
de ADAMTS (comprimento total ou fragmentada), a qual irdo exercer sua

atividade pré ou anti-tumoral, respectivamente.

ADAMTS-1 pode clivar precursores da familia transmembrana de EGF
que se liga a heparina, que séo anfirregulina (AR) e ao fator de crescimento
tipo epidérmico para ligagdo a heparina (HB-EGF). Estes irdo ativar o receptor
de fator de crescimento epidérmico (EGFR), o qual promove a proliferacédo e
invasao tumoral no processo de carcinogénese (LIU et al., 2006).
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No estudo de Rocks et al. (2008) foi feita uma transfec¢cédo de ADAMTS-
1 em uma linhagem de células tumoral epitelial brénquica (BZR) em ratos
imunodeficientes e foi realizada uma investigagao para verificar o potencial de
ADAMTS-1 na modulacdo do desenvolvimento tumoral. Os autores verificaram
que a superexpressdo de ADAMTS-1, acelerou o desenvolvimento de células
tumorais ap0s injecdo subcutanea em ratos imunodeficientes. Este efeito de
ADAMTS-1 na promocdao tumoral esta associado com uma reacdo do estroma
evidenciado pela infiltracdo de miofibroblastos, por um aumento na deposicéo
de fibroblastos e pela presenca de um dominio catalitico ativo. Além disso, foi
verificado que a alta expressdo de ADAMTS-1 ocasionou um aumento da
secrecdo de TGF-B e IL-1B, e em seguida induziu o recrutamento de
fibroblastos e/ou a sua diferenciacdo em miofibroblastos. A fibronectina
secretada exageradamente por ADAMTS-1 expressa sobre o tumor, pode

contribuir para a diferenciagédo de miofibroblastos.

As ADAMTS séo proteinas que exibem caracteristicas estruturais que
Ihes conferem um grande potencial para exibir multiplas funcdes. Estas
enzimas exibem funcao crucial em varios processos como proliferacdo celular,
adeséo, invasao e sinalizagao celular, entre outras. As alteragdes das ADAMTS
estdo presentes em diversos tumores de diferentes tipos o que sugere que
estas proteinas estdo envolvidas no processo carcinogénico em diferentes
caminhos (ROCKS et al., 2007). Especificamente a ADAMTS-1 tem sido
correlacionada com a tumorigénese de algumas neoplasias como no cancer de
mama, pulmao e pancreas e tem como principais substratos os proteoglicanos:
agrecan, brevican, neurocan e versican (FREITAS et al., 2013; ROCKS et al.,
2008).

2.4 PROTEOGLICANOS

A matriz extracelular (MEC) ndo é apenas uma estrutura passiva. Nos
altimos anos, verificou-se que a MEC é uma zona de acdo dindmica que
funciona para instruir o fendtipo celular. Proteinas da MEC interagem
diretamente com os receptores de superficie celular para iniciar vias de

transducédo de sinal e modular diferentes processos. Nessa interacdo molecular
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teremos os proteoglicanos (PGs) apresentando papel fundamental nos mais
variados processos, por apresentarem grande afinidade com uma variedade de
ligantes, incluindo fatores de crescimento, moléculas de adesdo, componentes

da matriz, enzimas e inibidores de enzimas (SOUZA et al., 2011).

Proteoglicanos séo estruturas formadas por uma proteina principal (core
protein) a qual esta ligada covalentemente a diversas cadeias de
glicosaminoglicanos (GAGs) na MEC. Os GAGs sao cadeias de carbonos
lineares carregados negativamente, que compreendem unidades de repeticdo
de dissacarideo que sao classificados de acordo com a presenca ou auséncia
de sulfato e grupos carboxilato. As cadeias sulfatadas podem ser sulfato de
condroitina (CS), sulfato de dermatano (DS), sulfato de queratano (KS), sulfato
de heparano (HS) ou heparina, com as combina¢des mdultiplas possiveis para
cada tipo de cadeia. Praticamente todas as células dos mamiferos produzem
proteoglicanos, estando localizados principalmente na MEC, na membrana

plasmatica, ou em granulos secretores (GUPTA et al., 2012).

Por serem carregadas negativamente, as cadeias de GAGs atraem
moléculas de agua e com isso podem regular o equilibrio osmético da MEC,
mantendo-a hidratada. Isto aumenta a concentracdo de macromoléculas na
matriz e pode influenciar as reacdes e interacbes moleculares que sao

dependentes da concentragdo do meio em que ocorrem (GUPTA et al., 2012).

Os proteoglicanos podem se ligar a varias moléculas e controlar a
atividade de proteinas secretadas. A atividade de enzimas proteoliticas
(ADAMTS) ou catepsinas pode ser regulada pela interagédo com proteoglicanos.
A regulacdo de mecanismos de transducéao de sinal também pode ser mediada
por proteoglicanos quando tais compostos interagem com fatores de
crescimento, como TGF-§ (Fator de crescimento transformante (3), sinalizando
para a proliferagdo celular. Nem todos os PGs sao sintetizados e liberados para
0 meio extracelular, alguns sdo componentes da membrana plasmatica como a
familia dos sindecans e glipicans. Nas superficies celulares, os sindecans
podem servir como receptores propriamente ditos ou como correceptores,
ligando-se a moléculas. A apresentagdo do fator basico de crescimento de
fibroblastos (FGF-2), ao seu respectivo receptor, pela interagdo com cadeias
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especificas do proteoglicano sulfato de heparina, € 0 exemplo mais
caracteristico de correceptor. A ligacao dos fatores de crescimento as cadeias
de GAGs dos proteoglicanos pode servir para a apresentagéo de tais fatores ou
como forma de protecdo contra a degradacédo destes pela acdo de proteases
da MEC, tornando tais compostos mais concentrados, aumentando assim a
atividade desencadeada pela ligacdo de tais fatores aos seus respectivos
receptores (SOUZA et al., 2011).

Durante a carcinogénese, as células malignas secretam fatores de
crescimentos que estimulam a proliferacdo celular e ativam células do estroma,
que por sua vez estimulam os fatores de crescimento tumorais, facilitando
assim a migragao celular, o crescimento e a invasdo tumoral. Portanto, a
alteracdo da expresséo de proteoglicanos modifica a estrutura da MEC, e com
isso pode haver a facilitacdo do desenvolvimento de tumores benignos ou
malignos (THEOCHARIS et al., 2010).

Agrecan, brevican e versican sdo proteoglicanos do grupo de sulfato de
condroitina, e estdo envolvidos tanto no crescimento celular normal quanto no
neoplasico e serdo abordados em seguida (THEOCHARIS et al., 2010;
FREITAS et al., 2013).

2.4.1 Agrecan

O agrecan é o principal proteoglicano (PG) que compde a cartilagem.
Apresenta uma estrutura multimolecular que consiste de um eixo proteico de
210 kDa ligado aproximadamente a 130 cadeias de GAGs (sulfato de
condroitina e sulfato de queratano). Esse PG possui trés dominios (G1, G2 e
G3). O dominio G1 da regido N-terminal forma uma regido globular de 60 a 70
kDa que se liga ndo covalentemente ao acido hialurénico (AH). Essa ligacdo é
estabilizada por uma proteina de ligacdo, de 40 a 60 kDa, cuja sequéncia é
semelhante ao dominio N-terminal de agrecan. Além disso, o dominio G1
possui médulo imunoglobulina e dois médulos repeticées em “tandem”, onde se
encontram sitios especificos para AH. O dominio inter-globular (IGD) conecta

0s dominios G1 e G2. J4 o dominio G2 possui dois modulos de repeticdes em



23

“tandem” que sdo homodlogos ao do G1. Fazendo a ligacéo entre G2 e G3, ha
um dominio central de GAG que é ligado covalentemente a uma série de
polissacarideos que compreendem quase 90% da massa de agrecan. E no
dominio G3, ha quatro dominios: dois dominios semelhantes ao EGF, um
dominio semelhante a lectina e um modulo de proteinas reguladoras de
complemento (KIANI et al., 2002).

Aggrecan

U madulo imunoglobulina ~—~,__tadeia {5
|:| modulo repeticies em"tandem”  -=---- cadeia K5
O regido rica em sulfato de queratano
O dominic tipo EGF
(_2 dominio tipo lectina

D’nédu’.o de proteinas reguladoras de complemento

FIGURA 2. Estrutura molecular de agrecan. As setas indicam o local onde o proteoglicano
pode ser clivado. Abreviag@es: Sulfato de condroitina (CS), sulfato de queratano (KS), dominio

interglobular (IGD) e fator de crescimento epidérmico (EGF). Adaptado: de Stanton et al., 2011.

Agrecan desempenha um papel importante na mediacdo de condrocitos-
condrdcitos e condrdcitos-matriz por meio da sua capacidade de se ligar ao
acido hialurénico. Além disso, este proteoglicano fornece as -cartilagens
capacidade para resistir as cargas de compressao, pois possui propriedades

osmaticas necessarias para a funcao normal do tecido (KIANI et al., 2002).

Além disso, Zhao et al. (1999) \verificaram a expressao
imunohistoquimica de agrecan, em tecidos mesenquimais, na papila dental de

germes dentérios.

Durante a carcinogénese, a expressao de agrecan é aumentada em
diferentes tumores da cartilagem incluindo: condroblastoma, condroma e

condrosarcoma. Além disso, esse proteoglicano estd expresso no
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osteosarcoma, no adenoma pleomorfico de glandula salivar, cancer de figado e
de mama entre outros (WEGROWSKI et al., 2004; JIA et al., 2012).

Muratsu et al. (2009) analisaram a ultraestrutura das areas do estroma
em 10 espécies de Adenoma pleomorfico de gladula salvar (AP). O AP é o
tumor epitelial mais comum nas glandulas salivares, mas frequentemente
mostra um tipo histologico semelhante ao mesénquima, incluindo a presenca
de é&reas mixoides e condroides. O agrecan estava presente no estroma
mixoide e condroides do AP. Observacdes ultraestruturais revelaram a
presenca de nucleos de proteoglicanos e fibrilas no estroma mixoide e algumas
células mioepiteliais neoplasicas fusiformes com vacuolos e filamentos de
actina nas areas mixoide. Por microscopia imunoelectronica e
imunohistoquimica, houve uma positividade para agrecan nos vacuolos das
células mioepiteliais neoplasicas e no estroma mixoide. Estes resultados
sugerem que as células mioepiteliais neoplasicas produzem agrecan e 0
liberam em vacuolos e o agrecan fica depositado no estroma mixoide. Portanto,
a sua deposicdo €é considerada bastante importante na formagdo do

mesénquima tumoral.

Ja Kusafuka et al. (2008) verificaram a presenca de agrecan na matriz
do carcinoma de producao da matriz da mama, que é um subtipo de carcinoma
metaplasico definido como um carcinoma de mama invasivo. Foram
encontrados no estroma mixocondroide a presenca de agrecan, que estava
difusamente nessa matriz, além de colageno e numerosa fibras de
proteoglicanos. Ja no estudo de Suhovskih et al. (2013) o agrecan nédo foi
expresso no tecido da préstata normal, porém esse proteoglicano foi expresso

em alguns tumores de préstata.

Jia et al. (2012) verificaram a imunoexpressao para agrecan em modelo
de ratos que tinham carcinoma hepatocelular (HCC) e um grupo controle. No
grupo controle, agrecan foi expresso principalmente na membrana celular e/ ou
na matriz pericelular. Ja nos modelos de ratos com HCC, o agrecan marcou
intensamente no citoplasma, na membrana celular e/ou matriz pericelular.
Nesse estudo foi realizada uma analise semi-quantitativa, que indicou maior

expressao de agrecan no grupo de ratos com HCC do que no grupo controle.
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2.4.2. Brevican

Este proteoglicano pertencente a familia dos proteoglicanos ligantes ao
acido hialurénico (AH), como o agrecan e versican. O brevican € expresso no
sistema nervoso central. Apresentando em sua estrutura uma parte N-terminal,
com dominio globular G1, que se liga ao AH. Este por sua vez esta anexado no
centro a uma regido de sulfato condroitina (CS) e uma parte C-terminal de
dominio globular G3. O dominio G1 consiste num moédulo semelhante a
imunoglobulina seguido por duas proteinas de ligagdo. J& o dominio G3 é
constituido por um dominio semelhante EGF, um dominio semelhante a lectina
tipo C e um dominio de proteinas reguladoras de complemento
(FRISCHKNECHT et al., 2012).

Brevican ;
= A [
LJ:DL—_Q,DU ( :
' Secreted ) ) GPl-anchored
L] modulo imunoglobuling #~_ 4 Cadeia C§
D madulo repeticies em"tandem”  =--= cadeia K5

(D regido rica em sulfato de queratano
| | dominio tipo EGF
) s

> dominio tipo lectina

D'mjduln de proteinas reguladoras de complementa

FIGURA 3. Estrutura molecular de brevican. As setas mostram os locais onde esse
proteoglicano pode ser clivado. Abrevia¢des: Sulfato de condroitina (CS), sulfato de queratano
(KS), glicosilfosfatidilinositol (GPI) e fator de crescimento epidérmico (EGF). Adaptado: de
Stanton et al., 2011.

O brevican apresenta duas isoformas, uma secretada e a outra ancorada
a membrana plasmética, via um glicosilfosfatidilinositol (GPI). As isoformas de
brevican sdo decorrentes do “splicing” alternativo de seu RNAmM. A forma
secretada parece ter uma origem neuronal, e faz parte da MEC do sistema
nervoso. Enquanto a isoforma ancorada € sintetizada por células gliais e age

como um receptor celular para a MEC (HU et al., 2008).
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A expressdo de brevican em gliomas altamente invasivos é alta e na
clivagem proteolitica de brevican por ADAMTS-4 foi mostrado que ha um
aumento da agressividade e invasdo de linhagens de células de glioma. Estes
estudos sugerem que tanto o aumento da regulacdo quanto a clivagem
proteolitica de brevican sdo elementos criticos para a invasdo do glioma.
Estudos mais recentes tém mostrado que o brevican secretado por células de
glioma séo capazes de melhorar a adesao celular e a motilidade, apenas apdés
a clivagem proteolitica. Estes resultados resultam em implicacdes funcionais
importantes do processamento de brevican na progressdao tumoral
(RICCIARDELLI et al., 2009).

Além disso, o brevican promove a ativacdo do EGFR, aumentando a
expressdo de moléculas de adesdo celular e promove a secregcdo de
fibronectina e o acumulo de microfibrilas de fibronectina na superficie celular. A
expressdo da isoforma especifica de brevican no tumor, ancorada na
membrana celular, tem sido encontrada em todos os gliomas de alto grau e é
sugerido que desempenhe um papel importante na progresséao do glioma. Além
disso, foi observado que em gliomas benignos ha auséncia de brevican.
Portanto, a utilizacdo de marcadores de diagnéstico para brevican é muito
importante para distinguir os tumores cerebrais primarios, de histologia
semelhante, mas com curso patoldgico diferente. A inibicdo da expressao e da
clivagem de brevican pode ser alvo potencial farmacoldgico para o tratamento
de tumores cerebrais (THEOCHARIS et al., 2010).

Outros estudos ja verificaram a presenca desse proteoglicano em outros
tecidos. Yamada et al. (1997) verificaram a expressdo imunohistoquimica
desse proteoglicano em germes dentarios em humano. Foi utilizado um
anticorpo monoclonal, 5D5, que é derivado de esclera bovina e reconhece
especificamente os proteoglicanos como brevican, versican e neurocan. E
nesse estudo houve uma forte marcacado do anticorpo no foliculo dental e na
papila dental. Além dessa regido foi expresso na lamina basal, em granulos de
secrecdo de ameloblastos e na matriz do esmalte formado. Estes resultados
indicam que um aumento acentuado na expressdo dos proteoglicanos foi
associado com ameloblastos secretores e que podem estar associados com a

diferenciacéo celular e a biossintese da matriz do esmalte.



27

2.4.3 Versican

O versican possui 4 isoformas: VO, V1, V2, e V3. A isoforma VO é
particularmente prevalente no inicio desenvolvimento embrionario, e bem
menos presente em tecidos adultos. Ja a isoforma V1 aumenta a proliferacédo
celular e protege os fibroblastos NIH-3T3 de apoptose. Porém, a expressao da
isoforma V2 exibe uma atividade biolégica de oposicao, por inibir a proliferacao
celular e sem qualquer associacdo com a resisténcia a apoptose. As isoformas
V1 e V2 também podem ter funcdes distintas no cérebro. Yang et al. (2013)
observaram em linhagem celular de glioblastoma (U87), que a isoforma V2
desempenha um papel muito importante no desenvolvimento da angiogénese
tumoral, estimulando a interagéo entre as células endoteliais, e verificaram que
a fibronectina liga-se a isoforma V2 pelo dominio G3, aumentando a interagdo
das células tumorais com as ceélulas endoteliais, aumentando assim a
angiogénese. VO e V1 séo as isoformas de versican mais predominantes em
cancer. Quanto a isoforma V3, foi observado que ela € superexpressa em
células de melanoma, porém reduz o crescimento celular in vitro e in vivo, ja no
pulméo essa isoforma promove metastase. Portanto, estes resultados sugerem
que a isoforma V3 pode ter dupla funcdo, como um inibidor do crescimento do
tumor e um estimulador de metéstases (RICCIARDELLI et al., 2009).

Um grande namero de estudos tém-se centrado nos dominios globulares
de versican. Os dominios G1 e G3 promovem a proliferacdo de fibroblastos
NIH-3T3 de células tumorais. Estudos em linhagem celular de astrocitoma
demonstraram que o dominio G1 aumenta a migracdo celular. Ja a
superexpressao de G3 em astrocitoma aumenta o crescimento de tumores e a
formacgéo de vasos sanguineos em ratos. No osteossarcoma os dominios G1 e
G3 exibiram um aumento de células tumorais in vitro, resistentes a apoptose
(RICCIARDELLI et al., 2009).

As funcdes bioldgicas de versican na progressdo do cancer dependem
da interacdo entre as células tumorais e as células do estroma tumoral, onde
promoverdo uma alta regulacdo da expressdo de um numero de citocinas,
incluindo PDGF, TGF-3, IL-13 e TNF-a, hormdnios esteroides e gonadotrofinas.
A baixa regulacdo de microRNAs, que podem regular negativamente a
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transcricdo génica de versican, e a expressao ectopica de um RNA enddgeno
concorrente, versican 3'UTR, irdo promover a alta expressdo de versican no
tumor e no estroma, j que a regulacdo de microRNAs é baixa e ainda havera a
competicdo entre o microRNA e o versican 3'UTR. A expressdo de versican
reprime a adesdo e a apoptose de células tumorais, enquanto que aumenta a
sobrevivéncia, o crescimento, migracdo, invasdo, angiogénese, resisténcia a
droga e metéstase de células tumorais. A alta regulacdo da expressao do
fragmento G3 de versican tem propriedade pro-angiogénica, pois o fragmento
G3 estimula a proliferacdo e migracdo de células do musculo liso arterial e
estas células contribuem para a angiogénese. O fragmento G3 pode também
se ligar diretamente a fibronectina e formar um complexo em conjunto com o
fator de crescimento vascular (VEGF) aumentando a angiogénese. Versican
parece regular a transformacao do fendtipo da transicao epitélio-mesénquima
(TEM) em varios estagios do desenvolvimento, o que pode favorecer o
crescimento, migracdo, invasdo, angiogénese e metastase das células
tumorais. Além disso, o versican pode aumentar o crescimento do cancer
metastatico por ativar receptores do tipo toll (TLR2/TLR), ocasionando a
ativacao de diversos fatores de crescimento, podendo desencadear a secregao
de citocinas inflamatorias, proporcionando uma ligacao entre a inflamacéo e a
metastase do cancer. O aumento da atividade de MMPs e ADAMTS é capaz de
gerar os fragmentos proteoliticos de versican que desempenham um papel
importante na progressao tumoral. O fragmento G1 € conhecido por melhorar a
motilidade das células cancerigenas e reduzir a adesao celular, enquanto o
fragmento G3 aumenta a proliferacdo, migracdo e a invasao tumoral pela
regulacdo da sinalizacdo EGFR/ERK, aumentando a sobrevivéncia e
resisténcia as drogas, através da via EGFR/AKT. A expressao do fragmento G3
também intensifica a apoptose de osteoblastos, quando cultivados em meio
contendo TGF-B ou TNF-a, contribuindo para metastase em tecido 6sseo (DU
et al., 2013).

O versican tem sido associado ao TGF-B2 (Fator transformador de
crescimento beta 2). Em gliomas, por exemplo, a expressdao de versican foi
regulada por TGF-B2. Este fator sinaliza para inUmeras vias e moléculas que

influenciam a expressdo de RNAm de versican, dentre essas moléculas estédo o
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p53, PDGF, IL-1B e B-catenina. A interacdo de todos esses fatores resulta na

regulacédo da expressao de versican e instabilidade tumoral (WIT et al., 2012).

Zhang et al. (2012) verificaram uma elevada expresséo de versican em
carcinomas gastricos em humanos em relacdo a mucosa gastrica normal.
Versican medeia a interacdo célula-MEC e a interacdo com integrina Bl e a
fibronectina, ocasionando a proliferacédo, diferenciacdo, adesdo e metastase no

carcinoma gastrico.

O conjunto de matriz pericelular rico em hialurano (AH) e versican é um
pré-requisito para a proliferacdo e migracdo de células mesenquimais e foi
recentemente mostrado que promovem motilidade no céncer de prostata.
Ween et al. (2011) sugeriram que a formacdo do complexo macromolecular
CD44/AH/versican promove a motilidade e invasdo de células do cancer de
ovario. A dependéncia de CD44 para os efeitos de versican e AH foi
confirmada pela inibicAo da formac&o da matriz pericelular, bem como a
motilidade mediada por versican e a invasdo das células do cancer de ovario

com o tratamento com anticorpos neutralizantes de CD44.

Versican apresenta um local de ligacao para p53, no primeiro intron, e é
um alvo reconhecido por p53. Uma analise de sequéncia de oligonucleotideos
revelou que a expressao de versican correlaciona-se com a dosagem de p53.
Além disso, 0 uso de varios ensaios in vitro e in vivo, demonstrou que versican
pode ser ativado diretamente pelo supressor tumoral, p53. (RICCIARDELLI et
al., 2009).

Curiosamente, a sintese de versican é regulada por microRNAs
(miRNA), miR-199a, funcionando como uma molécula guia no silenciamento
pés-transcricional do gene e pela ligacdo com a regido 3'UTR de versican
(RNAm), levando a uma repressao translacional. miR-199a € considerado
como sendo um oncossupressor direcionando moléculas criticamente
envolvidas na promocdo de tumores e muitas vezes reprimidos em
malignidades (THEOCHRIS et al., 2010).

Li et al. (2013) observaram que no tumor de ovario as células tumorais

produzem versican V1, este ativa macrofagos no microambiente, o que leva a
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ativacdo de TLR2/6 (receptores do tipo toll). Estes receptores por sua vez
induzem o CYP27B1, que é um membro da superfamilia de enzimas do
citrocromo P450. Esta enzima ira converter hidroxila 25-hidroxivitamina D3 na
posicdo lalfa em lalfa, 25-hidroxivitamina D3, que € a forma ativa da vitamina
D3. Apss a conversao a forma ativa da vitamina ird se ligar ao receptor VDR,
resultando no aumento de macréfagos e na expressao de HCAP18/LL37, que é
uma proteina antimicrobiana catibnica humana, produzida por diversas células
como macroéfagos, neutrofilos e células epiteliais. O HCAP18/LL37 possui uma
regido do peptideo de sinal N-terminal com o dominio altamente conservado,
cathelin-like e a regidao C-terminal denominada peptideo LL-37. Esse peptideo
LL-37 quando clivado exerce vérias fungbes diferentes como reac¢des imunes
incluindo a modulacdo imune, reacdo inflamatoria, proliferacdo celular,
angiogénese e a atividade anti-apoptoética. Portanto no cancer de ovario, o LL-

37, contribui efetivamente para a proliferacao, invaséo e progressao tumoral.

Estudos mostraram que versican pode impedir a adesao celular e esta
atividade parece residir no dominio G1 de versican. No entanto, o dominio
carboxi-terminal de versican interage com a integrina 3-1 de células de glioma,
ativando a quinase de adesédo focal (FAK), promovendo a adesao celular e

prevenindo a apoptose neste tipo de células (WIGHT, 2002).

A expressao de versican esta associada com um fenoétipo de célula
proliferativa e € frequentemente encontrada em tecidos que apresentam
proliferacdo elevada, tais como em tecidos embrionarios, e em uma variedade

de tumores, incluindo da mama, cérebro, prostata e melanoma (WIGHT, 2002).

Portanto, os proteoglicanos como agrecan, brevican e versican Sao
macromoléculas que exibem caracteristicas estruturais que lhes conferem um
grande potencial para exibir multiplas funcdes e que participam no processo
fisiol6gico e na homeostasia do organismo. Porém, a expressao dessas
macromoléculas € essencial para o microambiente tumoral, e a sua regulacdo
alterada no mesénquima tumoral, pode afetar o desenvolvimento da
carcinogénese em diversos tumores, de diferentes tipos. Entdo € necessaria a
melhor compreenséo da regulagdo do metabolismo e do envolvimento desses

proteoglicanos na progresséao tumoral (THEOCHARIS et al., 2010).
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3 APLICABILIDADE DO ESTUDO

Varios estudos foram realizados na tentativa de compreender melhor os
mecanismos pelos quais o0 ameloblastoma e o TOCC apresentam
comportamentos bioldgicos tdo distintos. O ameloblastoma é mais agressivo e
com taxa de recorréncia significativa. JA& o TOCC é menos agressivo e
raramente ha recorréncia. Assim, torna-se essencial a elucidacdo dos

mecanismos pelos quais 0s tumores apresentam tais comportamentos.

Este estudo avaliou a expressaio da ADAMTS-1 em tumores
odontogénicos. Esta é uma proteina que € superexpressa em diversos
tumores. Essa enzima pode degradar componentes da MEC como, por
exemplo, os proteoglicanos (agrecan, brevican e versican). Pode interagir com
fatores de crescimento e citocinas, contribuindo para a proliferagdo, migracao
celular e angiogénese. Além disso, as ADAMTS exibem caracteristicas
estruturais que lhes conferem um grande potencial para exibir multiplas
funcdes. Sugere-se que ela atue como reguladora de evento proteolitico e néo-

proteolitico durante a progressao tumoral.

Assim como a ADAMTS-1, os proteoglicanos (agrecan, brevican e
versican) sdo macromoléculas que podem interagir diretamente com receptores
de superficie celular para iniciar vias de transducdo de sinal e modular
diferentes processos. Durante a carcinogénese, a expressao dessas
macromoléculas é essencial para o microambiente tumoral e a sua regulacdo

alterada pode afetar o desenvolvimento da tumorigénese.

Na literatura, ndo ha um estudo caracterizando a expressdo da
ADAMTS-1 no ameloblastoma ou no TOCC. Portanto, faz-se necessaria a
investigacdo da expressao dessa enzima nos tumores odontogénicos, podendo
proporcionar novas perspectivas sobre o comportamento biologico desses

tumores.
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4 OBJETIVO

4.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdao de ADAMTS-1 e seus substratos na matriz

extracelular de tumores odontogénicos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar a expressdo da ADAMTS-1 no ameloblastoma e no TOCC.

* Analisar a expressao dos substratos da ADAMTS-1 no ameloblastoma e
no TOCC.

* Verificar a diferenca na expressdo das proteinas estudadas entre
ameloblastoma e TOCC.

» Verificar se existe correlagdo entre a expressdo da ADAMTS-1 e seus

substratos.
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5 MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Par4,
registrado com o CAAE 20815813.0. 0000.0018 e parecer n° 409.790-CEP-
ICS/UFPA.

5.1. AMOSTRAS DE TECIDO

As amostras de tecido foram coletadas nos arquivos do Departamento
de Patologia Oral, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Para —
UFPA (Belém, PA, Brasil). Foi composta por vinte blocos de parafina
(correspondentes as amostras de 20 individuos) contendo fragmentos de tecido
obtido de bibépsia, diagnosticados microscopicamente como ameloblastoma.
Como critério de incluséo, foram selecionados todos os casos diagnosticados e
confirmados histologicamente como ameloblastoma. Como critério de excluséao,
foram excluidas amostras que estivessem relacionadas ao mesmo paciente,
sendo utilizada apenas a amostra que apresentasse o padrao histolégico mais
caracteristico e em melhor conservacéo. Seis casos de TOCC foram estudados

como controle.
5.2. MATERIAL DE LABORATORIO

« Acido Citrico (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)

« Alcool metilico PA (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)

* Anticorpos para imunohistoquimica: anti-ADAMTS-1, anti-agrecan, anti-
brevican (Abcam, Inc., Cambridge, MA, USA) e versican (Sigma
Chemical Corp, St Louis MO, USA)

* Anticorpos secundario e terciario — (REVEAL, Spring, Pleasanton, CA,
USA)

» Céamara pascal (DAKO Corporation, Carpinteria CA, EUA)

» Computador para trabalhar imagens e dados estatisticos

* Diaminobenzidina (DAKO Corporation, Carpinteria CA, EUA)

* Diluente de anticorpo (DAKO Corporation, Carpinteria CA, EUA)

» Etanol (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)

 EDTA - sal dissddico (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
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» Hidréxido de amodnia a 10% (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)

* Hematoxilina de Mayer (Sigma Chemical Corp, St Louis MO, USA)

* Laminas imersas em poly-D-lysin (Sigma Chemical Corp, St Louis MO,
USA)

* Microscopio de luz com camera Axioskop 40 (Carl Zeiss, Germany)

e Micrétomo de parafina (LUPETEC LTDA, Sao Paulo, Brasil)

* Permount (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA, EUA)

e Pero6xido de hidrogénio a 3% (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
MA, EUA)

» Programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad software, Inc., San Diego, CA,
USA)

* Programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/)

* Solugdo de BSA (tampao bloqueador) (REVEAL, Spring, Pleasanton,

CA, USA)

* Solucédo de recuperacdo antigénica tampao citrato (DAKO, Carpinteria,
CA, USA)

* Tampéo PBS (tampao fosfato-salino) (REVEAL, Spring, Pleasanton, CA,
USA)

* Tris 99% (Applichem GMbH, Darmstadit, Germany)
* Tween 20 (Applichem GMbH, Darmstadit, Germany)
e Vidrarias de Laboratério (laminulas, tubos de ensaio, entre outros)

* Xilol (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)

5.3. METODO
5.3.1. Cortes das pecas

Foram realizados cortes seriados em blocos de parafina com trés

micrometros de espessura.
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5.3.2. Imunohistoquimica

Os cortes histolégicos foram colhidos em laminas tratadas com poly-D-
lysin. Amostras de TOCC foram utilizadas como controle.

Substituicdo do anticorpo primério por BSA e soro fetal bovino em
tampdao TRIS foi utilizada como controle negativo.

Para deteccdo das proteinas estudas foram utilizados anticorpos anti-
ADAMTS-1, anti-agrecan, anti-brevican e anti-versican. Esses anticorpos
primarios foram diluidos em diluente de anticorpo e incubados por uma hora
em temperatura ambiente em camara escura e umida.

ApoOs lavagem em &agua destilada, para remocdo do excesso dos
anticorpos primérios, foi realizada a incubacdo dos anticorpos secundario e
terciario por 30 minutos em temperatura ambiente em camera escura umida.

Anticorpos, fornecedores, diluicAo e solucdo para recuperagao

antigénica podem ser observados na Tabela.

TABELA 1. Anticorpos utilizados e condi¢cdes de reacéo

Anticorpo Fabricante Diluicdo
Anti-ADAMTS-1* Abcam, Inc., Cambridge, MA, USA 1:600
Anti-agrecan** Abcam, Inc., Cambridge, MA, USA 1:200
Anti-brevican*** Abcam, Inc., Cambridge, MA, USA 1:50
Anti-versivan**** Sigma Chemical Corp, St Louis MO, 1:50
USA
Abreviacao:

ADAMTS (A Desintegrin and Metalloproteinase withThromboSpondin motifs)
*Caodigo do produto: ab28284

** Codigo do produto: ab3778

*** Codigo do produto: ab111719

*rxx Codigo do produto: 4pa004726

A técnica de imunohistoquimica realizada foi a da imunoperoxidase

consistindo de:

a) Desparafinizacdo em xilol e reidratagdo em série com concentracao
descendente de etanol (100%, 90%, 80% e 70%).



b)

d)

f)

g)

h)

)
k)

)
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Remocao de pigmento formolico (Hidréxido de aménio a 10% em etanol, 10

minutos).

Recuperacédo antigénica feita com tampéao citrato (pH 6,0) em camara
pascal em solucdo especifica para cada anticorpo (Tabela 1) por 30

segundos a 125 °C.

Bloqueio da peroxidase endogena (alcool metilico PA, peroxido de

hidrogénio por 30 minutos realizando-se duas trocas. Proporcéao de 1:1).

Bloqueio de anticorpos inespecificos (incubacdo com BSA e soro fetal

bovino por 1 hora).
Incubacéo do anticorpo primario durante 1 hora.

Incubacdo dos anticorpos secundario e terciario para o método

estreptoavidina por 30 minutos.

Lavagem em agua destilada para remocdo do excesso dos anticorpos

secundario e terciario.

Revelacdo com diaminobenzidina por 2 minutos.

Lavagem em agua destilada para remocao do excesso de DAB.
Contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer por 3 minutos.

Desidratacao e diafanizacao.

m) Montagem das laminas em Permount.

5.3.3. Analise dos Resultados

A avaliacdo imunohistoquimica foi realizada pela medida da area (um) e

da fracdo (%) de marcacdo das proteinas ADAMTS-1, agrecan, brevican e

versican, no ameloblastoma e no TOCC. Imagens de campo claro de pelo

menos 6 areas selecionadas aleatoriamente a partir de cada amostra, foram

adquiridas em microscopio Axio Scope (Carl Zeiss, Alemanha) equipado com

uma camera CCD a cores AxioCam HRC (Carl Zeis). As imagens foram



37

adquiridas com a mesma objetiva (40x). Areas coradas pela diaminobenzidina
foram separadas e segmentadas usando o “deconvolution color plug-in”

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

Image J (software de dominio publico, desenvolvido por Wayne Rasband
(NIMH, NIH, Bethesda, MD, USA, http://rsweb.nih.gov/ij/).

Depois da segmentacdo da imagem, a area e a fracdo de coloragéo total

foram medidas. As diferencas de imunoexpressao encontradas no

ameloblastoma e no TOCC foram analisadas.

5.3.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos a partir dos experimentos foram analisados usando o
software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). O
teste t de Student foi utilizado para avaliar diferencas entre dois grupos.
Diferencas entre trés ou mais grupos foram estimados por analise de variancia
(ANOVA), seguido por teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

Para verificar se havia correlacdo entre a expressao das proteinas
estudadas utilizou-se o teste de Pearson para amostras que apresentaram
distribuicAo normal e teste de Spearman para amostras com distribuicéo
anormal. Na analise estatistica realizada no estudo o valor de p<0,05 foi

considerado significativo.
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6 RESULTADOS

6.1. IMUNOHISTOQUIMICA DA ADAMTS-1, AGRECAN, BREVICAN E
VERSICAN NO AMELOBLASTOMA.

Todas as amostras de ameloblastoma mostraram marcagao para
ADAMTS-1. Nas células neoplasicas do ameloblastoma, ADAMTS-1 foi
expressa na area central e periférica, tanto no ndcleo quanto no citoplasma. A
imunoexpressao foi mais proeminente nas ilhas epiteliais do que no tecido
conjuntivo (Figura 4A). Ja o TOCC, também expressou ADAMTS-1, porém

obteve fraca marcacao, apenas na camada basal do tumor (Figura 4E).

Agrecan também foi expressa no ameloblastoma, principalmente nas
células colunares do epitélio dispostas em palicada (Figura 4B). A marcacao
para agrecan foi mais intensa nas células do epitélio do que no tecido
conjuntivo. JaA no TOCC houve uma marcacao em apenas algumas células das

camadas mais altas do tumor (Figura 4F).

Brevican estava presente em todas as amostras de ameloblastoma.
Nesse tumor, a imunoexpressao foi observada nas células epiteliais,
principalmente nas células periféricas das ilhas epiteliais que estavam
dispersas no estroma tumoral e no préprio estroma (Figura 4C). O TOCC
também expressou brevican nas células da camada basal e em células das

camadas mais altas, porém obteve fraca marcacao.

Versican também estava presente em todas as amostras de
ameloblastoma. Houve marcacdo nas células neoplasicas no epitélio e no
estroma. Porém a expressédo foi mais proeminente nas células do epitélio
tumoral, com marcacdo tanto no nucleo quanto no citoplasma (Figura 4D).
Enquanto no TOCC houve baixa expressao desse proteoglicano nas células

neoplasicas.
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FIGURA 4. Expressao de ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican no ameloblastoma e

no TOCC. No ameloblastoma a expressao de ADAMTS-1 foi mais proeminentemente nas ilhas
epiteliais (A). Agrecan foi expressa, nas células colunares do epitélio (B). Brevican estava
presente nas células periféricas do epitélio e no estroma (C). Versican estava presente nas
células neoplasicas do epitélio (D). O TOCC expressou ADAMTS-1, agrecan, brevican e

versican, entretanto a marcagéo foi mais fraca (E-H).
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6.2. EXPRESSAO DE ADAMTS-1, AGRECAN, BREVICAN E VERSICAN NO
AMELOBLASTOMA QUANDO COMPARADA COM O TOCC.

As areas de marcacdo da ADAMTS-1 e seus substratos no
ameloblastoma e no TOCC sdo mostrados na figura 5 A-B. A area de
marcacdo da ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican foi estatisticamente
significativa no ameloblastoma comparada com o TOCC. Sendo que o valor de
p para expressao da ADAMTS-1 e brevican no epitélio do ameloblastoma foi
(p<0,0105) e para agrecan e versican foi (p<0,0067) e (p<0,0148),
respectivamente. Estes resultados sugerem que nossos achados no

ameloblastoma estejam relacionados ao crescimento invasivo do tumor.

A Ameloblastoma e TOCC: ADAMTS-1 e agrecan.
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Figura 5A. Comparacéo da area de marcagao no ameloblastomaen o TOCC.
A area de marcacdo de ADAMTS-1 e de agrecan € maior no ameloblastoma

comparada com a do TOCC. Este aumento é observado nas células neoplasicas.
*
p<0,05.
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B Ameloblastoma e TOCC: brevican e versican
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Figura 5B. Comparacdo da area de marcacdo no ameloblastoma e n o
TOCC. A area de marcacdo de brevican e de versican é maior no

ameloblastoma comparada com a do TOCC. Este aumento é observado nas
células neoplasicas. * p<0,05.

6.3. Correlagdo entre as areas de marcagdo no ameloblastoma

O teste de Spearman demonstrou que nao houve correlacdo entre as

proteinas expressas no ameloblastoma no presente estudo (Tabela 2).



TABELA 2. Teste de correlacdo da expressao da ADAMTS-1 com o0s

proteoglicanos no epitélio do ameloblastoma.
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Proteina 1 Proteina 2 Teste de Valor de p
Spearman r

Agrecan 0,18199549 0,4426211

ADAMTS-1 Brevican -0,2140451 0,3557364

Versican -0,2451128 0,2976005

Abreviacdo: ADAMTS (A disintegrin and metalloproteinase with thromboSpondin).

TABELA 3. Teste de correlacdo das proteinas estudadas no teci

conjuntivo do ameloblastoma.

do

Proteina 1 Proteina 2 Teste de Valor de p
Spearman r

Agrecan 0,3428572 0,13891000

ADAMTS-1 Brevican 0,350376 0,12989410
Versican 0,206015 0,38353260

Agrecan Brevican 0,3789474 0,09941288
Versican 0,4030075 0,07809346

Brevican Versican 0,1984962 0,40150360

Abreviacdo: ADAMTS (A disintegrin and metalloproteinase with thromboSpondin).
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7 DISCUSSAO

Os resultados de nosso estudo mostram que o0 ameloblastoma expressa
ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican. A expressao dessas proteinas foi
significativamente maior no ameloblastoma comparada com o TOCC.

ADAMTS-1 € uma proteina cada vez mais estudada em diversos tipos
de tumores e vem ganhando um importante status de marcador prognostico
(PORTER et al., 2005). Porém ndo ha estudo na literatura sobre a expressao
desta proteina nos tumores de origem odontogénica. O presente estudo
mostrou a expressdo da ADAMTS-1 maior no epitélio do ameloblastoma em
relacdo ao TOCC. Houve forte marcacdo dessa proteina nas ilhas epiteliais
dispersa no tecido conjuntivo. Sone et al. (2005) verificaram forte
imunoexpressao de ADAMTS-1, 4 e 5 durante a erupcao de dentes em ratos
durante a 32 e 42 semana da erupgdo. A expressdo das ADAMTS localizou-se
na regido de formacédo do 0sso alveolar e do ligamento periodontal, onde essas

enzimas fazem a remodelacédo da MEC.

Lu et al. (2009) verificaram que ADAMTS-1 foi expressa em 39,7% dos
tumores de mama e demonstraram que a superexpressao dessa enzima

estava associada com o aumento do risco de metastase dssea.

Além disso, ADAMTS-1 foi associada com expressédo significativa em
pacientes com cancer de pancreas metastatico e estes apresentaram pior
progndstico apos a cirurgia curativa, o que sugere que ADAMTS-1 tenha um
papel fundamental na progressdo do cancer de pancreas (PORTER et al.,
2005).

A alta expressdao de ADAMTS-1 no ameloblastoma pode sugerir que
esta enzima pode participar do mecanismo de invaséo tumoral desta neoplasia,

principalmente pela degradacao de seus substratos presentes na MEC.

Nossos resultados mostram que 0 ameloblastoma apresentou expressao
para agrecan. Embora o agrecan seja um proteoglicano (PG) especifico de

cartilagem, esse PG tem sido relatado em outros tecidos como o cérebro, o



44

figado (JIA et al., 2012, THEOCHARIS et al.,, 2010) e em diversos tumores
como no adenoma pleomarfico de glandula salivar, cancer de mama, de figado
e de préstata (KUSAFUKA et al., 2008; SUHOVSKIH et al., 2013). No presente
estudo a expressao de agrecan foi mais intensa no epitélio do ameloblastoma
quando comparado com o TOCC. A expressdao de agrecan também foi
observada no estroma do ameloblastoma. Resultados semelhantes foram
relatados por Zhao et al. (1999) que analisaram por imunohistoquimica a alta
expressdo de agrecan e glicosaminoglicanos em células do adenoma
pleomdérfico de glandula salivar (AP). Maratsu et al. (2009) sugeriram que as
células mioepiteliais neoplasicas produzem agrecan e o liberem em vacuolos

sendo depositado no estroma mixoide.

Meng et al. (2001) analisaram a expressao génica em 30 pacientes com
cancer de endomeétrio por microarray. Foram encontrados 588 genes expressos
nesse tipo de cancer. Posteriormente foram selecionados o0s genes que
obtiveram alta expressdo e dentre esses genes, agrecan estava
superexpresso. Agrecan pode estar associado com a progressao desta

neoplasia.

7z

Alguns estudos mostraram que a expressao de brevican é restrita ao
sistema nervoso central, e estd ausente em Orgaos extracraniais tais como o
coracdo, musculo, figado, rim e pulméo, entre outros (LU et al., 2012). Porém,
neste estudo observou-se expressado para brevican tanto no epitélio quanto no
estroma tumoral, sendo que tal expressdo foi maior no epitélio do
ameloblastoma quando comparado ao TOCC. Houve marcagcdo nas células
neoplasicas do epitélio do tumor, principalmente nas células periféricas.
Kuribayashi et al. (2009) analisaram a expresséo génica em leucoplasias orais,
gue sao tipos de lesbes pré-cancerosas. Foi feita uma analise génica em 10
pacientes que apresentavam essas lesdes, sendo que 0s casos classificavam-
se de displasia leve a displasia severa. Foram comparadas as diferentes
expressdes génicas entre os casos de displasia, onde 96 genes foram
expressos. Posteriormente, foram selecionados 0s genes que obtiveram uma
alta expressao para displasia severa e cerca de 16 genes foram encontrados

nesses tipos de leucoplasias. Dentre os genes, brevican estava superexpresso
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na displasia severa, porém, ainda é desconhecida qual a participacdo desse

gene nas leucoplasias.

Além disso, no estudo de Ribeiro et al. (2012) observaram a expressao
de metaloproteinases em células do tumor odontogénico ceratinizante, na qual
estas enzimas irdo promover a reabsorcdo e a solublizacdo 6ssea. A matriz
Ossea € rica em citocinas e fatores de crescimento como EGF (fator de
crescimento epidérmico) e TGF-a (fator de crescimento transformante alfa).
Estes mitbgenos irdo ser langcados da matriz éssea e poderédo ligar-se ao EGFR
(receptor de fator de crescimento epidérmico). Assim como esses mitdgenos, o
brevican pode se ligar ao EGFR, promovendo a fosforilagdo na porcéo
intracelular do receptor, 0 que leva a ativacéo e fosforilacdo de ERK (cinases
reguladas por sinais extracelulares), onde pERK é translocado para o nucleo
onde ativa fatores de transcricdo relacionados com o crescimento e migracao
de células (TEHEOCHARIS et al., 2010).

Provavelmente a expressao de brevican no ameloblastoma possa estar
relacionada ao comportamento biolégico desta neoplasia, no entanto faltam
estudos na literatura que apontem de forma mais clara a participacdo desta

proteina em neoplasias.

No presente estudo, o ameloblastoma apresentou expressao para
versican no epitélio e no estroma tumoral, sendo que esta expressao foi mais
intensa no epitélio do ameloblastoma em comparacdo ao TOCC. Wit et al.
(2013) verificaram a expressdo de versican nas células epiteliais de cancer de
colon, principalmente nas células neoplasicas periféricas do tumor. Abiko et al.
(1999) verificaram forte imunoexpressao de versican no epitélio na regiao
periférica do adenoma pleomorfico de glandula salivar (AP). No estudo de Zhao
et al. (1999) houve uma intensa expressdo imunohistoquimica para versican
em todas as espécies de mixoma odontogénico. Ja nos achados de Ito et al.
(2002) houve uma positividade da expressdo para versican no estroma de

tumores odontogénicos .

A expressao de versican tem sido observada, principalmente, em tecidos
mesenquimais, tais como papila dental, polpa dentaria em bovinos e no

periodonto em ratos. Com relacdo ao epitélio dental, alguns estudos relataram
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a expressdo de RNAm de versican no exterior do epitélio do esmalte na fase
inicial do germe dentario de ratos (HIKAKE et al., 2003), o que poderia sugerir
que o versican poderia ter alguma participacdo na tumorigénese do
ameloblastoma, onde no presente estudo foi bastante expresso, haja vista que

a origem desse tumor também € o epitélio odontogénico ainda indiferenciado.

Portanto, o presente estudo demonstrou que a imunoexpressao de
ADAMTS-1 e seus substratos (agrecan, brevican e versican) SGo expressos no
ameloblastoma e no TOCC, sendo significativamente maior no ameloblastoma.
Estes resultados sugerem que as proteinas estudadas poderiam ter alguma

participacdo no comportamento biolégico do ameloblastoma.
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8 CONCLUSAO

Com base nos resultados oriundos do estudo imunohistoquimico dos
tumores odontogénicos. Conclui-se, que no presente estudo houve expressao
de ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican tanto no ameloblastoma quanto
no TOCC, sendo significativamente maior no ameloblatoma. Nao houve
correlacdo entre as expressdes das proteinas estudadas. Portanto, estes
resultados sugerem que as proteinas estudadas podem estar atuando
isoladamente e possivelmente relacionadas com o crescimento invasivo desta

neoplasia.
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ANEXO A

INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE o
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA DA ADAMTS-1 E PROTEOGLICANOS NO
AMELOBLASTOMA, CISTO DE GORLIN E QUERATOCISTO

Pesquisador: JOAO DE JESUS VIANA PINHEIRO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 20815813.0.0000.0018

Instituicao Proponente: Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para - ICS/ UFPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 409.790
Data da Relatoria: 27/08/2013

Apresentacao do Projeto:

O projeto pretende estudar os tumores odontogénicos que apesar de serem tumores benignos sdao
localmente invasivos apresentando taxas altas de recorréncia e morbidade. Por

sua vez o tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC) é considerado um tumor pouco invasivo
apresentando taxas baixas de recorréncia. A proteina ADAMTS-1 e seus substratos (proteoglicanos) tém
sido relacionados a uma maior invasividade tumoral e a um pior prognéstico. Para tal utilizarao
imunohistoquimica com o intuito de verificar as possiveis diferencas entre a expressdo dessas proteinas e
apontar o provavel papel das mesmas nos tumores estudados.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste projeto é avaliar a imunoexpressdo da ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican no
ameloblastoma, tumor odontogénico queratocistico e

TOCC que utilizaremos como controle.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Como seréo incluidas amostras de ameloblastoma, TOC e TOCC incluidos em parafina e arquivados no
Laboratorio de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Para. Os riscos
para os pacientes serdo minimos uma vez que serao utilizados blocos de parafina arquivados no Laboratorio
de Patologia Bucal da UFPA.

Endereco: Rua Augusto Corréa n® 01-Sl do ICS 13 - 2° and.

Bairro: Campus Universitario do Guama CEP: 66.075-110

UF: PA Municipio: BELEM
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A tema é de extrema relevancia e pertinente ao enfrentamento do cancer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Os documentos estéo corretos e pertinentes aos objetivos dos pesquisadores.

Recomendacoes:
Sem recomendacées.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Diante do expostos somos pala aprovacéo do projeto.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

BELEM, 30 de Setembro de 2013

Assinador por:

Wallace Raimundo Araujo dos Santos
(Coordenador)
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Tabela da média de expressao imunohistoquimica de A DAMTS-1 em
tumores odontogénicos.
Ameloblastoma TOCC
N°de casos Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
1 84% 24% 41% 30%
2 68% 25% 53% 20%
3 84% 68% 85% 34%
4 71% 22% 65% 30%
5 92% 33% 62% 15%
6 81% 42% 41% 15%
7 71% 30%
8 86% 46%
9 83% 21%
10 85% 71%
11 75% 43%
12 58% 26%
13 83% 27%
14 80% 22%
15 90% 22%
16 87% 36%
17 87% 41%
18 57% 31%
19 78% 25%
20 91% 37%




Tabela da média de expressao imunohistoquimica de a

odontogénicos.
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grecan em tumores

Ameloblastoma TOCC
N°de casos Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
1 37% 24% 40% 16%
2 78% 38% 33% 40%
3 70% 34% 53% 8%
4 84% 22% 49% 14%
5 37% 34% 48% 27%
6 82% 18% 43% 16%
7 61% 26%
8 65% 27%
9 70% 34%
10 37% 31%
11 62% 19%
12 54% 9%
13 60% 43%
14 67% 22%
15 66% 21%
16 58% 19%
17 60% 23%
18 85% 21%
19 78% 46%
20 65% 43%
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Tabela da média de expressao imunohistoquimicade b  revican em
tumores odontogénicos.
Ameloblastoma TOCC
N°de casos Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
1 78% 43% 41% 29%
2 76% 40% 39% 47%
3 72% 40% 57% 44%
4 53% 78% 61% 63%
5 64% 29% 45% 29%
6 49% 37% 39% 29%
7 59% 43%
8 60% 30%
9 85% 46%
10 59% 48%
11 47% 55%
12 58% 27%
13 51% 47%
14 54% 61%
15 69% 61%
16 53% 38%
17 72% 63%
18 84% 38%
19 89% 63%
20 70% 51%
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Tabela da média de expressao imunohistoquimica de v ersican em
tumores odontogénicos.
Ameloblastoma TOCC
N°de casos Epitélio Conjuntivo Epitélio Conjuntivo
1 52% 42% 44% 24%
2 35% 30% 36% 55%
3 41% 40% 41% 46%
4 83% 45% 43% 53%
5 57% 47% 38% 20%
6 38% 48% 42% 37%
7 47% 63%
8 66% 30%
9 36% 32%
10 45% 29%
11 57% 32%
12 48% 51%
13 48% 31%
14 76% 34%
15 76% 58%
16 66% 37%
17 72% 39%
18 68% 45%
19 76% 37%
20 73% 55%




