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Ribeiro ALR. Imunoexpressao das metaloproteinases da matriz, inibidores teciduais
das metaloproteinases da matriz e fatores de crescimento no tumor odontogénico
queratocistico: o possivel papel na regulacio da invasividade local e atividade
proliferativa. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Clinica Odontolégica) — Instituto de
Ciéncias da Sadde, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Pard, Belém, 2011.

RESUMO
O tumor odontogénico queratocistico (TOQ) é uma neoplasia benigna de origem
odontogénica caracterizada por invasividade local e recorréncia. Sugere-se que o TOQ
produza metaloproteinases da matriz (MMPs) e inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) que seriam responsdveis por degradacdo da matriz extracelular (MEC),
influenciando sua invasividade local. Uma vez degradada a MEC, fatores de crescimento
seriam liberados da matriz dssea, com potencial de influenciar o comportamento biolégico
das células neopldsicas do TOQ. Neste trabalho, foram estudadas as MMPs, TIMPs e
fatores de crescimento que regulariam a invasividade local e atividade proliferativa do
tumor odontogénico queratocistico. Quinze casos de TOQ foram incluidos no estudo.
Quatro casos da variante cistica do tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC) foram
usados como controle. Através de estudo imunohistoquimico foi avaliada a expressao das
MMPs, TIMPs, fatores de crescimento e seu receptor, assim como a via de sinaliza¢ao da
proteina quinase regulada por sinalizacdo extracelular (ERK 1/2). As dreas de marcacdo
foram mensuradas e analisadas através de percentagem em TOQ e TOCC. Utilizou-se para
andlise de correlagdo o teste de Spearman entre as proteinas estudas no TOQ. Todas as
amostras de TOQ expressaram MMPs, TIMPs, fatores de crescimento e seu receptor, a via
ERK e sua forma ativada. Todas as amostras de TOCC também expressaram as mesmas
proteinas numa quantidade significativamente menor que o TOQ, exceto para MMP-2 e

TIMP-1 que apresentaram expressoes similares no TOQ.
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Houve correlacao entre MMP-9 e TIMP-2, assim como destas com o fator de
crescimento epiderméide (EGF), fator de transformacdo do crescimento alfa (TGFa) e o
receptor de fator de crescimento epiderméide (EGFr). MMP-9 foi expressa de forma
marcante no citoplasma, mas eventualmente estava presente no nicleo. A forma ativa,
fosforilada, da proteina quinase regulada por sinalizacdo extracelular (pERK), apresentou
expressao significativamente maior no TOQ e correlacionou positivamente com os fatores
de crescimento (EGF e TGFa) e EGFr. MMP-9, TIMP-2, EGF e TGFa agem juntos,
provavelmente regulando proliferacdo e invasividade no TOC. EGFr provavelmente é um
receptor comum destas moléculas. ERK 1/2 € o transdutor dos sinais gerados por fatores de
crescimento, MMP-9 e TIMP-2. O resultado deste processo pode estar relacionado ao

aumento da invasividade e proliferacdao no TOQ.

PALAVRAS CHAVES: Tumores odontogénicos, tumor odontogénico queratocistico;

metaloproteinases da matriz; inibidores teciduais de metaloproteinases; fatores de

crescimento; EGF; TGFa; EGFr; ERK; pERK.
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Ribeiro ALR. Immunoexpression of matrix metalloproteinases, tissue inhibitors of
metalloproteinases and growth factors in keratocystic odontogenic tumor: the
possible role in regulating local invasiveness and proliferative activity. 2011. Master of
Science Dissertation (Clinical dentistry) — Institute of Health Sciences, School of
Dentistry, Federal University of Pard, Belém, 2011.

ABSTRACT
The keratocystic odontogenic tumor (KOT) is a benign tumor of odontogenic origin
characterized by local invasiveness and recurrence. It is suggested that KOT produces
matrix metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) that
would account for the degradation of extracellular matrix (ECM), acting on their
invasiveness. Once ECM is degraded, growth factors would be released from the bone
matrix, probably affecting biological behavior of KOT cells. Here we studied MMPs,
TIMPs and growth factors regulating local invasiveness and proliferative activity of
keratocystic odontogenic tumor. Fifteen cases of KOT were included in our study. Four
cases from cystic variant of calcifying cystic odontogenic tumor (CCOT) were used as
controls. Immunohistochemistry assessed expression of MMPs, TIMPs, growth factors,
and ERK 1/2 signaling pathway. Staining areas were measured and expressed as
percentage in either KOT or control samples (CCOT). Spearman’s rank correlation test
analysis was used amongst the proteins studied in KOT. All KOT samples expressed
MMPs, TIMPs, growth factors and their receptor, the ERK pathway and its activated form.
All CCOT samples also showed the same proteins in a significantly lower quantity, except
for MMP-2 and TIMP-1, which had similar expression in KOT. MMP-9 and TIMP-2
showed correlation with one another as well as with epithelial growth factor (EGF),

transforming growth factor-alpha (TGFa) and the receptor of epidermal growth factor
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(EGFr). MMP-9 was markedly observed in cytoplasm, but sometime was expressed in cell
nuclei. The active, phosphorylated, form of the extracellular signal-regulated kinase
(pERK) showed a significantly higher expression area in the KOT when compared to
CCOT and it correlated positively with the growth factors (EGF and TGFa) and EGFr.
MMP-9, TIMP-2, EGF and TGFa act together, probably regulating proliferation and
invasiveness of KOT. EGFr would be a common receptor of these molecules. ERK 12 is
the transducer of signals generated by growth factors, MMP-9 and TIMP-2. The outcome

of this process would be related to increase of KOT proliferation and invasiveness.

KEYWORDS: Odontogenic tumours; Kkeratocystic odontogenic tumour; matrix
metalloproteinases; tissue inhibitors of metalloproteinases; growth factors; EGF; TGFa;

EGFr; ERK; pERK
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1 INTRODUCAO

O tumor odontogénico queratocistico (TOQ) € uma neoplasia benigna localmente
invasiva, derivada do epitélio odontogénico, definida como uma neoplasia intra-6ssea uni
ou multicistica, caracterizada por um epitélio pavimentoso estratificado paraqueratinizado.'
Uma das caracteristicas desta neoplasia que t€ém gerado grandes desafios estd relacionada a
sua alta taxa de recidiva, mesmo apds tratamento cirdrgico. Taxas que variam entre 3 a
60% dos casos, dependendo do tratamento empregado.” Devido ao seu comportamento
clinico agressivo, o TOQ € umas das lesdes mais controversas dos maxilares na literatura.

Em 2005, esta lesdo foi reclassificada quanto a sua natureza pela Organizacdo
Mundial da Saude (OMS), deixando de ser considerado um cisto de desenvolvimento
chamado de queratocisto odontogénico, para atualmente ser considerado um tumor
odontogénico benigno.' No entanto, os mecanismos envolvidos em sua invasividade local
ainda nao foram totalmente esclarecidos.

Os tumores sdo circundados por tecido conjuntivo que formam o estroma,
compostos por componentes celulares, que incluem fibroblastos e miofibroblastos,
dispostos numa rede tridimensional complexa e organizada de macromoléculas de suporte
conhecida como matriz extracelular (MEC).> A matriz extracelular pode ser dividida em
matriz intersticial e membrana basal (MB). Ambas possuem uma estrutura basica composta
por coldgeno, sendo que a matriz intersticial € formada por coldgenos tipicamente fibrilares
como o tipo I, e a membrana basal por coldgeno tipo IV.* A membrana basal é
praticamente impenetrdvel para células normais e funciona como primeira barreira para
invasdo tumoral.’

A invasdo tumoral € um processo no qual células neoplasicas destroem e infiltram o

. . . 6 . sz
tecido normal nas proximidades da massa tumoral,” e pode ser analisada sob a hipdtese dos



“trés passos” da invasao celular: adesdo das células tumorais a MEC, degradacao da MEC
por protedlise, e migracdo celular em dire¢do 2 drea degradada.” As metaloproteinases da
matriz (MMP) s3o um grupo de endopeptidases largamente estudas na literatura,
justamente por realizarem protedlise da MEC e sua agdo tem sido relacionada com o
crescimento invasivo de uma variedade de tumores.*'® As MMPs apresentam um papel
crucial em diversas fungdes fisioldgicas como a reparagdo tecidual e desenvolvimento de
6rgdos, no processo inflamatério e em doencas, como as neoplasias.'"'?

Existem mais de 20 tipos de metaloproteinases na familia das MMPs, na qual a
subfamilia das gelatinases, que incluem as MMP-2 e MMP-9 desempenham um papel
critico na tumorigénese devido a sua capacidade de degradar o coldgeno tipo IV, principal
componente da membrana basal, e primeiro obsticulo para as células tumorais causarem
invasdo e metastase.'

Apesar deste papel crucial no desenvolvimento tumoral, as MMPs nao devem ser
analisadas exclusivamente como portadoras de atividade proteolitica, mas sim, como
reguladoras da funcao celular, uma vez que as mesmas alteram a fun¢@o celular normal em
processos fisioldgicos e patolégicos, interagindo com o meio ambiente local em multiplas
vias de sinaliza¢@o na biologia celular.'"!*

Por esta razdo, o papel da MEC no comportamento tumoral ndo deve ser limitado a
uma simples barreira fisica, mas como um potencial modulador do microambiente tumoral,
servindo de reservatdrio de proteinas ligantes e fatores de crescimento. Estas substancias
que antes estavam aprisionados na matriz éssea sdo liberadas apds o processo de
degradacdo da MEC, e passam a modular a funcdo celular por uma série de processos
complexos.'*"” As células mantém uma via de comunica¢do com a MEC através de

receptores transmembranas, que podem influenciar o comportamento celular induzindo

crescimento, diferenciacdo, sintese protéica e mobilidade.’



O comportamento bioldgico do TOQ foi estudado tendo as MMPs como ponto
central de uma série de eventos que poderiam culminar com aumento da sintese protéica,
proliferacdo celular e invasdo, reguladas pelas TIMPs.'*'® As MMPs presentes no TOQ
promoveriam protedlise localizada da MEC, propiciando a liberacdo de uma série de
fatores com atividade bioldgica, entre eles, fatores de crescimento. Estes fatores de
crescimento ao atingirem receptores especificos na membrana celular, ativariam uma
cascata de proteinas quinase com sinalizacdo nuclear.'*'® Esta cadeia de eventos levaria a
um aumento da atividade proliferativa induzindo mitoses, assim como a um aumento da
sintese protéica de mais MMPs num processo de alimentac@o autdcrina.

Com este objetivo, realizou-se um estudo imunohistoquimico a fim de detectar a
expressdo das MMPs-2 e -9, os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs-1 e -2),
em amostras de TOQ humanos. Estudou-se também a imunoexpressao do receptor do fator
de crescimento epiderméide (EGFr), um receptor tirosina quinase que € ativado de forma
anormal em muitos tumores epiteliais.17 EGFr € uma proteina transmembrana que possui
um dominio ligante-permanente extracelular e um dominio intracelular de tirosina
quinalse.18 O EGFr € ativado em seu dominio extracelular por seus ligantes naturais, o fator
de crescimento epidermoéide (EGF) e o fator de transformag¢do do crescimento alfa
(TGFOL),19 ambos os fatores de crescimento relacionados ao desenvolvimento tumoral
promovendo angiogénese,'®*" ativacdo da proliferacio celular'® e metdstase®, e tornam-se
disponiveis para células tumorais apds serem liberados da MEC degradada.ﬂ A ligacao
entre EGF/TGFa e o EGFr, resulta na ativagdo do dominio intracelular tirosina quinase do
receptor, que por sua vez, pode iniciar a fosforilacdo de uma cascata de proteinas quinase
de sinalizacdo extracelular, um dos mais importantes caminhos de proliferacao celular.”**
Utilizou-se o tumor odontogénico calcificante cistico (TOCC) como controle para

expressdo das mesmas moléculas, pois 0 mesmo € uma neoplasia epitelial cistica



odontogénica ndo invasiva' e é conhecido por expressar as MMPs estudadas.** Foi
realizada andlise de correlagdo para determinar a interacdo destas moléculas no TOQ.

Procurou-se por marcadores de sinalizac¢do celular no TOQ.



2 REVISAO DA LITERATURA
Para facilitar a compressdo do texto, a revisdo da literatura foi dividida em topicos,
a saber:
2.1- Tumor odontogénico queratocistico
2.2- Tumor odontogénico calcificante cistico
2.3- Matriz extracelular
2.4- Metaloproteinases da matriz e seus inibidores teciduais
2.5- Fatores de crescimento

2.6- Via de sinalizacao celular

2.1  Tumor odontogénico queratocistico (TOC)

O TOQ ¢ uma neoplasia benigna localmente invasiva, derivada do epitélio
odontogénico, definida como uma neoplasia intra-6ssea uni ou multicistica.'
Histologicamente, o TOQ € descrito como uma lesdo formada por uma fina camada de
epitélio escamoso paraqueratinizado, com aproximadamente 5 a 8 camadas de células,
coberto por uma camada corrugada de pauraqueratina.25

A camada basal tende a exibir um padrao celular em palicada com um nicleo
uniforme." O epitélio pode invadir a camada basal e o tecido conjuntivo adjacente, dando
origem a formagdo de microcistos destacados, comumente chamados de cistos filhos ou
satélites.”® A cdpsula cistica é freqiilentemente fina e contém células do infiltrado
inflamatério.”’

O TOQ € uma das lesdes mais controversas na literatura desde que foi inicialmente
descrita por Philipsen em 1956.%* Esta lesdo vem merecendo consideracdes especiais ha
algum tempo, pois apresenta comportamento clinico singular, caracterizados por uma

agressividade local e taxa de recidiva bastante elevadas.”” Este comportamento do TOQ era



exclusivo quando comparado com os demais cistos odontogénicos sendo questionado
quanto uma possivel natureza neopldsica da lesdo.”’

O TOQ era anteriormente conhecido queratocisto odontogé€nico, um cisto de
desenvolvimento de origem nos remanescentes celulares da lamina dentdria,
compreendendo cerca de 10% a 12% de todos os cistos odontogénicos. Uma lesdao que
acometia principalmente individuos do género masculino, numa faixa etdria bastante
ampla, apesar de a maioria dos casos serem diagnosticados em idades de 10 a 40 anos.*

Contudo, o TOQ diferencia-se dos demais cistos odontogénicos, possuindo um
padrao de crescimento diferenciado. Uma caracteristica do TOQ bastante singular € o tipo
de crescimento da les@o no interior do osso. Enquanto os cistos dentigero ou radicular
provocam expansdo Ossea conforme vao aumentando de tamanho, o TOQ apresenta
minima expansao da cortical mesmo em lesdes grandes, invadindo o tecido 6sseo medular
em um crescimento em sentido antero-posterior. Esta caracteristica sugere um papel
importante do epitélio da lesdo na invasdo tumoral

O crescimento de um cisto odontogénico se deve principalmente pelo aumento da
pressdo intracistica decorrente da elevagdo da pressao osmética em sua luz atraindo fluidos
da area perilesional para o seu interior. Com a entrada de fluidos no interior do cisto, a
pressdo hidrostdtica exercida pela cdpsula sobre o o0sso circunvizinho promoveria
reabsor¢do dssea, € conseqiientemente proporcionaria o aumento do tamanho da lesdao. O
aumento da pressdo osmética é decorrente da necrose celular das células epiteliais mais
distantes da camada basal, que expde seu conteido citoplasmatico que apresenta uma
osmolaridade maior que do liquido intersticial. Desta forma, as lesdes crescem em todos os
sentidos, levando a expansdo de corticais.”® O TOQ apresenta um crescimento em sentido
antero-posterior através do osso medular, o que sugere a participacio de outros
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mecanismos na patogénese da lesdo.”"



Ap6s uma série de publicagdes que enfatizaram o comportamento clinico do TOQ,
questionamentos de sua natureza cistica ou neopldsica foram instituidas.’’>* Em 2005, a
Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) revisou a classificacao das lesdes odontogénicas e
mudou sua classificagdo deixando de ser um cisto de desenvolvimento chamado de
queratocisto odontogénico para ser classificado entre as neoplasias odontogénicas, sendo
considerado um tumor benigno de origem odontogénica, passando a se chamar tumor
odontogénico queratocistico.’

Essas mudancgas sdo de extrema importancia, pois sugerem que existem muitas
propriedades a serem conhecidas no TOQ, visto que quanto mais conhecimento é obtido de
uma determinada les@o, maior serd a probabilidade de instituir terapia adequada. O TOQ
apresenta taxas de recidivas que podem variar de 3 a 60% dos casos.” Tendo em vista do
objetivo do tratamento de uma neoplasia que é a remocdo de todo o tecido patoldgico,
diferentes modalidades terapéuticas podem ser selecionadas e que possibilitem a alcancar o
objetivo de remover o tecido patolégico e minimizar as chances de recidiva, associado a
menor morbidade para o palciente.35

Pogrel e J ordan®® em 2004 publicaram um estudo no qual obtiveram um resultado
clinico e radioldgico de 10 casos de TOQs através da marsupializacdo. Eles observaram
que apds o tratamento com marsupializacdo, o epitélio que reveste a drea que
anteriormente era ocupada pela lesdo era um epitélio similar & mucosa oral normal.
Avaliaram ainda a expressdo de bcl-2, uma proteina antiapoptose que ¢é forte e
constantemente expressa nas células da camada basal do TOQ e ndo em outros cistos
odontogénicos. A expressdo de bcl-2 foi observada nos tecidos oriundos da bidpsia
incisional dos TOQs e estava ausente no epitélio que recobria o local anterior a lesdo, que
era similar 2 mucosa oral. Os resultados foram atribuidos a reducdo da pressdo intracistica

e também a alteracdo e substituicdo do epitélio do TOQ por um epitélio mucoso normal,



seja devido metaplasia do epitélio do TOQ ou por migracdo e substitui¢do do epitélio do
TOQ por células normais da mucosa oral das bordas da ferida da marsupializagao.

Posteriormente em 2007, Pogrel’’ relatou que desde a data de publicacio de um
estudo anterior de Pogrel e Jordan®® em 2004 os autores haviam tratado 42 paciente com
casos de TOQ por marsupializagdo, com o controle mais longo de 5 anos. Destes, 5 casos
apresentaram recidiva, sendo 3 deles intra-6sseo e 2 casos proximos a cavidade oral. Os
autores concluiram que a marsupializacdo e descompressdao podem reduzir o tamanho do
TOQ, e até reduzir completamente, mas remanescentes epiteliais do TOQ podem levar a
recidiva. Uma segunda cirurgia seria necessaria para resolu¢do dos casos.

Numa revisdo sobre as taxas de recidivas do TOQ relacionados a modalidade
terapéutica, a ressecc¢do € a que estd relacionada com a menor taxa de recidiva (0%), mas
com a maior taxa de morbidade, criando um defeito 6sseo de dificil reconstrugdao. A
enucleacdo simples recidivou em uma faixa de 15 a 56% dos casos, e a associagdo de
enucleacdo com a solucao de Carnoy ou com marsupializagdo prévia apresentou uma taxa
de recidiva entre 1 a 8,7%.* Resultados discrepantes apds tratamento diversos tém sido
atribuidos a algumas propriedades do tumor que lhe conferem uma maior
invasividade.”**

O TOQ € considerado um tumor localmente invasivo e destrutivo, com tendéncia a
recorréncia mesmo apds tratamento cirl’lrgico.40 Alguns autores t€ém procurado esclarecer
os motivos deste comportamento bioldgico através de estudos imunohistoquimicos.

A atividade proliferativa do TOQ foi avaliado por uma série de marcadores como a
expressdo de pS53, antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), e ki67.* Estes
marcadores sdo expressados em maior quantidade no TOQ do que em outros cistos
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odontogénicos e podem estar relacionados ao crescimento tumoral.



Atividade anti-apoptose pode ser outro mecanismo relacionado ao crescimento
tumoral, uma vez que pode levar a sobrevivéncia celular. Bcl-2 é uma proteina derivada de
um proto-oncogene localizado no cromossomo 18q21 e que € caracterizado por bloquear a
apoptose sem promover proliferacdao celular. TOQs expressam bcl-2 predominantemente

na camada basal.*!

Bcl-2 inibe apoptose na camada basal e supra-basal para facilitar
proliferacdao celular nesta regido. Enquanto a apoptose e homeostasia sdo mantidos nas
camadas mais altas, o que preserva a espessura do epitélio e permite a sintese de grande
quantidade de queratina na superficie do TOQ. Considerando o balango entre proliferacao,
diferenciacao e morte celular nesta lesdo, pode se explicar seu comportamento neoplésico
com atividade proliferativa elevada, contudo sem formacdo de uma massa tumoral.”®

TOQs também expressam citocinas inflamatérias que desempenham um papel
importante em seu crescimento. O epitélio do TOQ expressa grande quantidade de
interleucina-1o (IL-1a) e IL-6.** Elas sdo responsdveis por estimular a reabsor¢io dssea
induzindo a formacdo e/ou ativagdo de células semelhantes a osteoclastos, producdo de
prostaglandinas e colagenases.™

Os TOQs possuem uma marcagdo fraca e descontinua de laminina e coldgeno tipo

43,44

IV, sugerindo uma interagdo incomum do epitélio e do tecido conjuntivo. Esta

interagdo entre o epitélio neoplasico e a MEC sugerem o caminho a ser estudado a seguir.

2.2 Tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC)

O TOCC foi descrito pela primeira vez como uma patologia distinta em 1962 por
Gorlin, chamado cisto odontogénico calcificante, uma lesdo odontogénica cistica de
natureza nﬁo—neoplésica24. Em 2005, a OMS reclassificou a lesdo e a definiu como uma
neoplasia cistica benigna derivada do epitélio odontogénico chamada tumor odontogénico

L. . 1
cistico calcificante.
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O TOCC constitui cerca de 1,43% dos tumores odontogénicos”. Histologicamente
€ caracterizado por uma lesdo cistica bem-definida, com uma cdpsula fibrosa. O epitélio
consiste de células cibicas ou colunares na camada basal, formado por células que podem
lembrar o reticulo estrelado de um ameloblastoma. Apresenta como caracteristica um
nimero varidvel de células fantasmas no componente epitelial. Algumas destas células
fantasmas podem estar calcificadas.”

O tratamento do TOCC ¢ cirdrgico e a enucleacdo simples é o tratamento de
escolha com pouquissimas recidivas relatadas na literatura.”> O TOCC expressa uma série
de MMPs, dentre elas a MMP-1, -2, -7, -9 e 26 e supde-se que estas MMPs poderiam
contribuir para o crescimento e expansdo da neoplasia.** O TOCC apresenta caracteristicas
como ser uma neoplasia benigna cistica derivada do epitélio odontogénico com um
comportamento clinico pouco agressivo e com baixas taxas de recidivas, e por estes
motivos, tem sido utilizado como controle para avaliacdo da imunoexpressao de uma série

p 14,46,47
de proteinas como as MMPs. ™™

2.3  Matriz extracelular

A matriz extracelular € uma rede tri-dimensional macromolecular organizada de
forma precisa,"® composta por uma grande variedade de moléculas estruturais, como
coldgenos, glicoproteinas ndo-coldgenas e proteoglicanos que sdo secretados localmente e
estdo em estreita associacdo com a superficie da célula que os produz.49

Inicialmente acreditava-se que a MEC seria uma estrutura de suporte inerte,
entretanto € atualmente conhecida como uma estrutura dindmica que possui papel
biolégico importante e funciona como um reservatorio bioldgico para uma variedade de

componentes que desempenham um papel complexo na regulacio do comportamento das
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células com as quais fazem contato, influenciando seu desenvolvimento, crescimento,
sobrevivéncia, migracdo, transducdo de sinais, forma e fungdo.”*™?

A matriz ndo é uma estrutura estdtica e estd em constante remodelacdo por agdo de
diferentes enzimas, especialmente as da familia das metaloproteinases de matriz.”’
Disponibilidade dessas substancias para as células podem ser regulados através de
rearranjos da matriz, como os que ocorrem, por exemplo, durante os processos de
cicatrizacdo e de invasdo neopldsica.’

A MEC apresenta uma ultraestrutura que pode ser dividida em matriz intersticial e
membrana basal. Ambas possuem uma estrutura basica composta por coldgeno, sendo que
a matriz intersticial € formada por coldgenos tipicamente fibrilares como o tipo I, e a
membrana basal por coldgeno tipo IV.>

A MB ¢é uma estrutura altamente especializada da matriz extracelular. E formada
por fina camada de proteinas extracelulares que possuem intimo contato com células de
vérios tecidos. Além de situar-se adjacente as células epiteliais, a membrana basal também
se encontra recobrindo outras células, como as do mesotélio, musculos, células de

35 F composta por uma camada de 20 a 300nm de espessura

Schwann e adipdcitos.
formada por um complexo protéico de matriz extracelular especializada. Sua estrutura €
identificada via transmissdo de microscopia eletrbnica como uma folha eletro-densa
adjacente a uma monocamada células epiteliais ou endoteliais. A MB separa camadas
monocelulares do tecido conjuntivo subjacente, promovendo suporte estrutural para
células, e, influenciando e modificando o comportamento celular via sinalizacdo de fora
para dentro.’®

A MB possui fungdes mecanicas de suporte, ancoragem celular e

compartimentalizacdo de tecidos. Também desempenha outras atividades, sendo capaz de

determinar a polaridade celular, influenciar o metabolismo das células, organizar as
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proteinas na membrana plasmadtica, promover sobrevivéncia celular e proliferacao e, atuar
como vias para a migracio celular.””’

Quando madura, a MB é, em sua maior parte, constituida por moléculas de
coldgeno organizadas em rede.”®” O coldgeno tipo IV forma a arquitetura da membrana
basal, sendo sintetizado por células do estroma e células parenquimais ou células de
revestimento.’®

A membrana basal serve como barreira para grandes solutos e € impenetravel para a
maioria das células no tecido adulto, exceto durante processos inflamatérios e
desenvolvimento embriondrio.” Por isso, ela representa o primeiro obsticulo a ser
atravessado por células neopldsicas durante o processo de invasdo. As células tumorais
desenvolvem mecanismos que as permitem ultrapassar este obsticulo e migrar para o
estroma circundante.”

A composi¢do da membrana basal é varidvel, principalmente quando comparada
uma MB fisioldgica a uma MB tumoral. Esforcos com o intuito de analisar a composicao e
organizagdo fisiologica da membrana basal tém demonstrado sua heterogeneidade e seu
papel biol6gico multifuncional. Quatro componentes basicos irdo formar a MB e sdo eles o
coldgeno tipo IV, laminina, nidégeno e perlecan.”

O colageno tipo IV € um coldgeno ndo fibrilar que forma cerca de 50% da MB. Seis
genes distintos sdo responsdveis por codificar seis cadeia diferentes de coldgeno tipo IV,
conhecidas como cadeias (al-06) com 400 nm de comprimento. O dominio coldgeno
consiste numa seqiiéncia repetitivas de aminodcidos Gli-X-Y, na qual X e Y sdo
freqlientemente prolina e hidréxiprolina ou lisina e hidroxilisina. O colageno tipo IV €
secretado de células na forma de protdmero. Os protdmero do coldgeno tipo IV sdo

heterotrimeros compostos de trés cadeias-a, e atualmente sdo conhecidas nas seguintes
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combinacdes: alala2 e a3ada5 e também os possiveis protdmeros alalas, alo2aS e
a50506.%!

A laminina é a proteina ndo coldgena mais abundante na MB. Onze genes
diferentes codificam as 11 cadeias da familia laminina: (al-5, f1-3 e y1-3). A cadeia-a
possui uma média de 400 kDa de tamanho e 160 nm de extensdo. Ambas as cadeia - e y-
possuem uma média de 200 kDa com bracos curtos de 60 e 40 nm de extensdao
respectivamente.®

O nidégeno, também conhecido como entactina, compde cerca de 2% a 3% de
todas as proteinas da MB. Dois genes denominados NID1 e NID2, codificam os dois tipos
de nidégenos. O nidégenol possui 30 nm de extensdao e o nidégeno2 com 40 nm. Ambos
compartilham estrutura organizacional semelhantes.®® Nidégenos se ligam ao coldgeno tipo
IV, perlecan, laminina fibrinogénio e fibronectina.®* Os dois tipos de nidégenos sdo
expressos em todas as MB e estudos em mouses atimicos demonstraram que estas
glicoproteinas ndo sdo essenciais para formacdo da MB em embrides, mas sdo
fundamentais para o correto funcionamento das MB pds-natais de certos 6rgdos como o
coragdo e pulma?lo.65

A perlecan é um proteoglicano heparan sulfatase, cujo nucleo possui de 400 a 450
KDa de tamanho com cindo dominios distintos (Dominios I-V). Sua estrutura é semelhante
a um colar de pérolas e possuem vdrios locais de ligacio com o nidogeno, coldgeno tipo
IV, integrina e heparina. Perlecan estd expresso em praticamente todas as MB e também
sdo fundamentais na condrogénese. Também podem ser encontrados no tecido conjuntivo
fora da MB.%

A invasividade local dos tumores estd associada a capacidade dessas lesdes em

exercerem atividades proteoliticas e degradar a matriz extracelular (MEC).31416 Com a
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intencdo de avaliar este critério, varios estudos t€ém sido direcionados ao estudo das

metaloproteinases da matriz.

2.4  Metaloproteinases da matriz e seus inibidores teciduais

As MMPs sao um grupo de endopeptidases que estdo envolvidas em fungdes na
homeostasia, dentre elas a reparagdo tecidual e imunidade, tanto quanto em processos
patolégicos como fibroses, inflamacdes e neoplasias’' (TABELA 1). As MMP sio
caracterizadas por sua habilidade em degradar a MEC e sua acdo tem sido relacionada ao
crescimento invasivo de uma variedade de carcinomas.®’

As MMPs fazem parte de uma familia de proteinas zinco dependentes, que
representam a maior classe de enzimas responsdveis pela degradacdo da matriz
extracelular.”®® Desse modo, participam da remodelacdo da matriz extracelular, atividade
inerente aos processos de cicatrizagdo e de crescimento epitelial invasivo, tanto durante a
morfogénese e a organogénese, quanto durante o crescimento de carcinomas e cistos.” Sdo
controladas por fatores de crescimento, hormonios, oncogenes e citocinas.”""?

As MMPs sdo classificadas em 4 subfamilias: colagenases, gelatinases,
estromelisinas e metaloproteinases de matriz tipo membrana (MT-MMPs). As MMPs sao
expressas em baixos niveis em tecidos normais de adultos, o aumento desta expressao
parece estar relacionado com o desenvolvimento de varios processos patolégicos incluindo
artrite reumatdide, invasdo tumoral, doenca periodontal e enfisema pulmonar.73

As MMPs sdo secretadas na forma inativa como pr6-MMP e podem ser
ativadas por diferentes agentes: substidncias quimicas como acetato aminofenilmercurio,

acido hipocloroso (HOCL) e dodecil sulfato de s6dio; proteinases como a tripsina e a

. L T4
plasmina e agentes caotropicos.



TABELA 1: Metaloproteinases de mamiferos

15

MECANISMO DE

DESIGNACAO NOME COMUM OUTROS NOMES ATIVACAO
pa e ComETE I, et
MMP-2 Gelatinase-A /2 KDgelatinase 72\ 1ry \vp mivp-2

kD colagenase tipo IV

MMP-3 Estromelisina-1 Transina-1 Desconhecido
MMP-7 Matrilisina PUMP Desconhecido
MMP-8 Colagenase-2 Colagenase de neutrdfilo Desconhecido
MMP-9 Gelatinase-B 92_::5 fsllzérr?::e tipo IV92- Desconhecido
MMP-10 Estromelisina-2 Transina-2 Desconhecido
MMP-11 Estromelisina-3 - Furina
MMP-12 Metaloelastase - Desconhecido
MMP-13 Colagenase-3 Colagenase de rato MT1-MMP/TIMP-2
MMP-14 MT1-MMP MMP tipo membrana Furina
MMP-15 MT2-MMP - Furina
MMP-16 MT3-MMP - Furina
MMP-17 MT4-MMP - Furina
MMP-19 RASI-1 - Desconhecido
MMP-20 Enamelisina - Desconhecido
MMP-21 - - Desconhecido
MMP-22 - Desconhecido
MMP-23 CA-MMP - Furina
MMP-24 MT5-MMP - Furina
MMP-25 Leucolisina MT6-MMP Furina
MMP-26 Endometase Matrilisina-2 Desconhecido
MMP-27 - - Desconhecido
MMP-28 Epilisina - Furina

Fonte: Fu X et al., 2008."

As MMP-2 e MMP-9 fazem parte do grupo das gelatinases, sendo por isso

denominadas respectivamente, de gelatinase A e gelatinase B. Sua principal fun¢do € clivar
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coldgeno desnaturado, sendo importantes na degradagdo da membrana basal. A MMP-2
possui a capacidade de clivar coldgeno tipo I, I e III, e é importante para a osteogénese,
migracdo celular, aumento da afinidade pelo coldgeno e acdo antiinflamatéria. A MMP-9 é
responsavel pelo aumento da afinidade pelo coldgeno, acdo pr6 e antiinflamatéria e
resisténcia das células tumorais.”

As MMP-2 e MMP -9 digerem o coldgeno tipo IV da membrana basal e a MMP-9 é
capaz de clivar fibrina, e estd envolvida em processos como a oncogénese.’® As gelatinases
sdo bem conhecidas como fator de progndstico em diversos tipos de cAnceres.’”’

As MMPs apresentam inibidores naturais dentre os quais sdo conhecidas a a2
macrogobulina e os inibidores teciduais de metaloproteinases, conhecidos como TIMPs. A
atividade proteolitica de degradacao da MEC pelas MMPs, resulta do balanco entre a
concentracdo destas enzimas e de suas inibidoras endégenas.”®

Existem quatro tipos de TIMPs: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, as quais sao
produzidas por varios tipos celulares, como fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais
e osteoblastos.””*® As TIMPs inibem a invasdo celular in vitro, tumorigénese, metistase in
vivo e angiogénese, € sdo importantes ndo somente no processo de renovacdo da matriz,
mas também em algumas atividades celulares.”' TIMP-1 e -2 sdo os inibidores teciduais de
MMPs mais estudados na literatura e apresentam papéis importantes na invasividade de
tumores odontogénicos.m’16

As TIMPs sdo constituidas de dois dominios funcionais e estruturais. O dominio N-
terminal sozinho é um eficiente inibidor de todas as MMPs através de interacdo com o
dominio catalitico da enzima. O dominio C-terminal tem ao menos dois sitios ligantes
distintos, um para MMP-2 e outro para MMP-3. A taxa de inibicdo de cada enzima é
aumentada por interagdo com o dominio C-terminal.®' TIMPs influenciam a ativacdo de

pro-metaloproteinases e agem também modulando protedlise da MEC.” Em certos tipos
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celulares, TIMPs possuem atividade semelhante a fatores de crescimento e inibem
tumorigénese e fendtipo metastatico de células cancerigenas.™

Contudo, os efeitos das TIMPs in vitro ndo podem ser extrapoladas literalmente
para situacdes in vivo. Existe um grupo especifico de MMPs, as metaloproteinases da
matriz tipo membrana (MT-MMP) que apresentam quatro diferentes tipos, a MT1-MMP,
MT2-MMP, MT3-MMP e MT4-MMP. A ligagdao da MT1-MMP com TIMP-2 pode ativar
o mecanismo de acio da MMP-2 e induzir a protedlise.*>**

MMPs e TIMPs agem juntas na remodelagao da MEC. Como visto anteriormente, a
matriz extracelular ndo somente oferece suporte estrutural para as células, mas também
atua como reservatorio de citocinas e fatores de crescimento. Através de receptores
localizados em sua superficie, as células recebem sinais e sdo capazes de perceber o
microambiente que as cerca e assim reagir a estimulos. Desta maneira, o estado das
macromoléculas dentro da MEC é de extrema importancia e a protedlise decorrente da
interacdo entre MMPs e TIMPs sdo as maiores responsaveis por mudangas ocorridas nessa
matriz. A protedlise pode afetar a aderéncia das células a MEC, bem como liberar fatores
de crescimento e citocinas.’>%

Pesquisas a respeito da MEC tém veiculado que fragmentos ou epitopos de
macromoléculas presentes na matriz também podem apresentar alguma atividade
bioldgica. A partir desses dados, surgiu o termo cryptic (do Latin crypticus) para se referir
a sitios funcionais que estdo escondidos dentro da estrutura das macromoléculas da MEC, e
que, portanto, ndo estdo expostos na superficie da proteinal.52

Em algumas situacdes, os fragmentos das moléculas da MEC apresentam uma
bioatividade que as moléculas progenitoras nao possuem. Alguns desses fragmentos

bioativos, gerados principalmente através da acdo das MMPs, estdo relacionados a ativagdo

. c 68
de receptores e fatores de crescimento nas células.
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2.5  Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo polipeptidios que estdo presentes no soro ou siao
produzidos pelas células, e que modificam a proliferacdo celular. A biologia dessas
moléculas difere um pouco da dos hormonios cldssicos porque seus sitios de sintese e de
atuacdo estdo restritos a tecidos definidos. Alguns fatores de crescimento sdo chamados
fatores de competéncia, pois ndo estimulam diretamente a sintese de DNA, mas tornam as
células em GO e G1 competentes a fazé-lo. Outros sdo considerados fatores de progressao,
j4 que estimulam a sintese de DNA.®

A MEC funciona como um reservatério para citocinas e fatores de crescimento
latentes. A liberagdo e ativagdo desses fatores de crescimento podem depender do processo
de proteélise mediado pelas MMPs.®®

Dois fatores de crescimento em geral chamam a aten¢@o no estudo da invasividade
local do TOQ, sao eles o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de
transformac¢do do crescimento-o (TGFa). O EGF e o TGFa fazem parte da mesma familia
de fatores de crescimento, mas que sdo codificadas por genes distintos. Dessa familia
também fazem parte os fatores de crescimento do pox virus, a anfiregulina, entre outros.
Essas moléculas caracterizam-se por possuir alta afinidade ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFr) e por produzir resposta proliferativa em células sensiveis a
sinalizacdo de EGF.*

Ambos os fatores conservam uma estrutura molecular em comum, o dominio EGF,
compostos por seis residuos de cisteina que formam uma estrutura importante para sua
ligacdo com o receptor. No entanto, os dominios transmembrana e citoplasmético de TGFa
e EGF ndo apresentam similaridades, o que pode explicar algumas diferengas de funcao

87
entre eles.
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O EGEF possui um importante papel na regulagdo da proliferacdo tanto de células
normais quanto células neoplédsicas.*® Algumas evidéncias sugerem que o sistema
regulatério celular estimulado por EGF pode desenvolver um importante papel na
carcinogénese. Esse fator de crescimento é capaz de promover a carcinogénese viral e a
expressdo de proto-oncogenes, além de apresentar atividade imunossupressora.®

O TGFa é um polipeptidio de 50 aminodcidos que foi extraido inicialmente de
células transformadas pelo virus do sarcoma e por esse motivo foi considerado seu
envolvimento na transformacdo de células normais em cancerosas.”” Ele é estrutural e
funcionalmente similar ao EGF, compartilhando uma identidade em torno de 429 .

O TGFa maduro e solivel € processado a partir de um precursor transmembrana, o
pro-TGFa. Essa molécula é formada por um dominio extracelular aminoterminal e esta
ancorado no plasma a partir de uma porcdo hidrofébica aminoédcida intermedidria,
possuindo ainda uma por¢do citoplasmética C-terminal.®’

O pro-TGFa passa por uma clivagem endoproteolitica seqiiencial para que haja a
liberagdo da forma ativa do fator. A forma transmembrana também € biologicamente ativa
e pode interagir com o receptor EGFr em células adjacentes. Existe ainda uma forma mais
agressiva desse fator transmembrana, o pro-TGFo que sofreu apenas clivagem em sua
porcao N-terminal, e que foi detectado na membrana plasmédtica em certas linhas de células
tumorais. Esse precursor apresenta uma capacidade aumentada de ativar EGFr e isso vem
sendo associado com maior crescimento em alguns tumores.”’

O TGFa tem sido relacionada a progressdo, invasao e metastase de uma série de
neoplasias, tanto pelo suprimento sanguineo, devido ao potencial angiogénico de TGFa

que promove uma maior vascularizacdo ao redor do tumor, quanto pela proliferacdo celular

e depdsito de matriz extracelular.®’
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O EGF e o TGFa liberados apds degradacdo da MEC poderao induzir proliferacdo
celular através de uma via de sinaliza¢do de uma enzima denominada quinase regulada por
sinal extracelular (ERK). A fim de compreender este processo € necessario o estudo do
EGFr.”>"

O EGFr € uma glicoprotéina membro da familia erb-B de receptores
tirosinoquinases, por esse motivo sendo também conhecido por erb-Bl. Em outras
palavras, esse receptor € uma proteina transmembrana que possui atividade intrinseca de
ativacdo fosfotransferase.”

O EGFr pode se ligar e ser ativado por alguns fatores de crescimento como o EGF e
TGFoa. Estes fatores contém varios tipos de aminodcidos que possuem um papel importante
em sua ligacdo com o receptor. A estimulacdo promovida por um desses ligantes pode
promover replicacdo de DNA seguida por divisao celular. Esse sistema parece ser uma das
influéncias mais importantes no crescimento de células epiteliais.”

A funcdo de EGFr pode estar desregulada em vdrias desordens malignas, nas quais
podemos encontrar super expressio do receptor,””* mutacio do receptor que resulta em
ativacdo independente de ligante e ativacdo autdcrina a partir de superproducdo dos

. 4,95
hgantes.9 o

Nesses tumores, o EGFr estd envolvido na transformacdo maligna e no
crescimento tumoral, a partir da inibicdo da apoptose, proliferacdo celular, promocao de
angiogénese e metéstase.”*

E importante ressaltar que, para que possa gerar proliferacio exagerada, a
expressdo de EGFr deve ser acompanhada da presenca de ligantes ativos, ji& que o
surgimento de um fenétipo maligno depende da exposicdo das células a altas
concentracdes de EGF. A hiperproliferacdo também pode estar relacionada a uma alteracao

do meio que promova a apresentacdo do receptor a fluidos secretdrios contendo EGF,

. . . . - . -~ . 5
implicando em sinalizagdo e proliferacdo 1nesperada.9
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Como relatado anteriormente o EGFr é uma proteina transmembrana cujo dominio
extracelular pode ser ativado pelo EGF e TGFa. A porc¢ao intracelular do EGFr pode ser
alinhada a proteinas tirosinoquinases e a subunidade catalitica das quinases dependentes da
adenosina monofosfato ciclica (AMP ciclico). Esta por¢cao pode levar a fosforilacao da via

de sinalizacdo do ERK e induzir proliferacdo celular.”®

2.6  Via de sinalizacao celular

Apesar das células estarem circundadas pela membrana citoplasmatica que separa o
meio intra e extracelular, as células sdo capazes de responder a estimulos provenientes do
meio externo proveniente de mitdgenos ou hormoOnios e converter estes sinais em
processos celulares.”” A cascata de sinalizacio do ERK é uma via de sinalizacio chave que
monitora a interacdo da célula com o meio extracelular.”®

A ativacdao do ERK requer fosforilacao, transformando a forma inativa da cascata
ERK na sua forma ativa fosforilada pERK. Uma fez ativada, a ERK torna-se capaz de
promover fosforilagdo de substratos citoplasmaticos, membranosos e nucleares muitos dos
quais sdo proteinas quinase cuja atividade prolonga e diversifica a cascata de sinallizaga?lo.96

Proteinas quinases sao enzimas que transferem grupamentos fosfatos de moléculas
doadoras de alta energia, como o trifosfato de adenosina (ATP), para moléculas-alvo
especificas, os substratos. Este processo tem o nome de fosforilagdo. O substrato pode
ativar-se ou inativar-se mediante a fosforilacdo. Estas enzimas sdo ativadas pela adenosina
monofosfato ciclica (AMP-ciclica), que catalisa a fosforilagdo das proteinas. A ativagdo da
cascata do ERK participaria na regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo sobrevivéncia e
apoptose celulares.”’

A ativacdo da cascata do ERK ocorre no citoplasma, porém para exercer a maioria

das suas func¢des, ela deve se deslocar para o nicleo da célula. A manutencao da ligacdo de
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integrinas da MEC € importante para manuten¢do da ativacdo do ERK para suficiente
acumulacdo no niicleo.”

A proliferacao celular decorrente da ativagdo da cascata da ERK é realizada através
da transicdo do ciclo celular que leva a célula a sair da fase G1 para S. Esta ativacdo é
necessdria para a inducdo de vérios mecanismos da via da proteina ciclina D1.%°

O comportamento bioldgico do TOQ foi estudado tendo as MMPs como ponto
central de uma série de eventos que poderiam culminar com aumento da sintese protéica,
proliferacdao celular e invasdo, regulados pelas TIMPs. As MMPs presentes no TOQ
promoveriam protedlise localizada da MEC, propiciando a liberagcdo de uma série de
fatores com atividade bioldgica, entre eles, fatores de crescimento. Estes fatores de
crescimento ao atingirem receptores especificos na membrana celular (EGFr), ativariam
uma cascata de proteinas de sinalizac¢do celular (ERK). Esta cadeia de eventos levaria a um

aumento da atividade proliferativa induzindo mitoses, assim como a um aumento da

sintese protéica de mais MMPs num processo de alimentag@o autdcrina.
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3 OBJETIVO

3.1  Objetivo Geral

Avaliar a imunoexpressao das MMP-2 e MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2, fatores de
crescimento EGF e TGFa, seu receptor, EGFr e da proteina ERK e sua forma ativa pERK

no tumor odontogénico queratocistico.

3.2  Objetivos especificos

1- Verificar o padrao de imunorreatividade das MMP-2 e MMP-9 e TIMP-1 e TIMP-2 nas

células epiteliais do TOQ e compara-las ao TOCC.

2- Verificar o padrao de imunorreatividade dos fatores de crescimento EGF e TGF-a, e do

receptor EGFr nas células epiteliais do TOQ e compara-las ao TOCC.

3- Verificar o padrao de imunorreatividade da proteina ERK e sua forma ativa pERK nas

células epiteliais do TOQ e compara-las ao TOCC.

4- Verificar se existe correlagc@o entre as proteinas estudadas no TOQ
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4 MATERIAL E METODO
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do Par4, registrado com o CAAE

0084.0.073.000-10 e parecer numero 124/10 — CEP-ICS/UFPA.

4.1 Amostras de tecido

As amostras de tecido foram coletadas nos arquivos do Departamento de Patologia
Oral, Faculdade de Odontologia, Centro Universitario do Parda — CESUPA (Belém, PA,
Brasil). Foi composta por quinze blocos de parafina (correspondentes a amostra de 15
individuos) contendo fragmentos de tecido obtido através de bidpsia, diagnosticados
microscopicamente como TOQ. Como critério de inclusdo, foram selecionados todos os
casos diagnosticados e confirmados histologicamente como TOQ. Como critério de
exclusdo, foram excluidas amostras que estivessem relacionadas ao mesmo paciente, sendo
utilizada apenas a amostra que apresentasse o padrdo histoldgico mais caracteristico e em

melhor conservacdo. Quatro casos de TOCC foram estudados como controle.

4.2  Material de laboratério
e Micrétomo de parafina
e Vidrarias de Laboratério (laminulas, tubos de ensaio, entre outros);
¢ Laminas imersas em poly-D-lisina (Sigma Chemical Corp, St Louis MO, USA)
¢ Solucdo de BSA (tampao bloqueador);
e Tampao PBS (tampao fosfato-salino)
e Xilol;
¢ Etanol;

e Hidréxido de amonia a 10%;
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Anticorpos para imunohistoquimica: anti-MMP-2, anti-MMP-9, anti-TIMP-1, anti-
TIMP-2 (DBS-Diagnostic Biosystem Inc, Pleasanton, CA, USA), anti-EGFr
(Spring Bioscience, Inc., Pleasanton, CA, USA), anti-EGF (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-TGF-a (Abcam, Inc., Cambridge, MA,
USA), anti-ERK e anti-pERK (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA);
Alcool metilico P.A.;

Acido Citrico;

Per6xido de hidrogénio a 3%;

Anticorpos secundério e tercidrio — LSAB (DAKO Corporation, Carpinteria CA,
EUA);

Diluente de anticorpo (DAKO Corporation, Carpinteria CA, EUA);
Diaminobenzidina;

Hematoxilina de Mayer

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

Solugdo de recuperagdo antigénica Tris/EDTA (Dako, Carpinteria, CA, USA)
Solucgdo de recuperagdo antigénica tampao citrato (Dako, Carpinteria, CA, USA)
EDTA - sal dissédico (INLAB)

Tris 99% (INLAB)

Tween 20 (INLAB)

Computador para trabalhar imagens e dados estatisticos

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

Programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
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4.3 Método

4.3.1 Cortes das pecas
Foram realizados cortes seriados em blocos de parafina com trés micrometros de

espessura.

4.3.2 Imunohistoquimica

Os cortes histologicos foram colhidos em laminas tratadas com poli-D-lisina
(Sigma Chemical Co. St. Louis MO, EUA). Amostras de TOCC foram utilizadas como
controle.

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

Para deteccdo das proteinas estudas foram utilizados anticorpos anti-MMP-2, anti-
MMP-9, anti-TIMP-1, anti-TIMP-2, anti-EGFr, anti-TGFa, anti-EGF, anti-ERK 1/2 e anti-
pERK 1/2.

Os anticorpos primdrios foram diluidos em diluente de anticorpo (Dako,
Carpinteria, CA, USA) e incubados por uma hora em temperatura ambiente em camera
escura imida.

Apds lavagem com dgua destilada para remocdo do excesso dos anticorpos
primdrios, foi realizada a incubagdo dos anticorpos secundério e tercidrio por 30 minutos
em temperatura ambiente em camera escura imida.

Clones, fornecedores, dilui¢do e solucdo para recuperacdo antigénica podem ser

observados na Tabela 2.



TABELA 2. Anticorpos utilizados e condicdes da reacao.
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Solu¢do de recuperagdo

Anticorpo Clone Fonte Dilui¢ao A
antigénica
DBS-Diagnostic Tampao Tris/EDTA
Anti-MMP-2  A-Gel VC2 Biosystem Inc, 1:25 (pH9.0), Dako,
Pleasanton, CA, USA Carpinteria, CA, USA
Nao DBS-Diagnostic
Anti-MMP-9 dispom’vel* Biosystem Inc, 1:300  Tampao citrato (pH 6.0)
Pleasanton, CA, USA
DBS-Diagnostic Tampao Tris/EDTA
Anti-TIMP-1 102D1 Biosystem Inc, 1:25 (ph9.0), Dako,
Pleasanton, CA, USA Carpinteria, CA, USA
DBS-Diagnostic
Anti-TIMP-2 3A4 Biosystem Inc, 1:100  Tampao citrato (pH 6.0)
Pleasanton, CA, USA
Spring Bioscience,
Anti-EGFr SP9 Inc., Pleasanton, CA, 1:400 Tampao citrato (pH 6.0)
USA
Santa Cruz Tampao citrato (pH
Anti-EGF Z-12 Biotechnology, 1:25 6.0), Dako, Carpinteria,
Santa Cruz, CA, USA CA, USA
Nao Abcam, Inc.,
Anti-TGFa  disponivel Cambridge, MA, 1:400  Tampao citrato (pH 6.0)
USA
Santa Cruz
Anti-ERK C-16 Biotechnology, 1:1500 Tampao citrato (pH 6.0)
Santa Cruz, CA, USA
Santa Cruz
Anti-pERK Thr 202 Biotechnology, 1:100  Tampao citrato (pH 6.0)

Santa Cruz, CA, USA

Abreviagdes: MMP, metaloproteinase da matriz; TIMP, inibidor tecidual de metaloproteinase da matriz;
EGFr, receptor do fator de crescimento epidermdide; EGF, fator de crescimento epiderméide; TGFa, fator de
transformacdo do crescimento-alfa; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; pERK, fosfo-quinase
regulada por sinal extracelular;

* Coédigo do produto: RP 066 (DBS-Diagnostic Biosystem Inc, Pleasanton, CA, USA)
** Cédigo do produto: ab15541 (Abcam, Inc., Cambridge, MA, USA)

A técnica de imunohistoquimica realizada foi a da imunoperoxidase para os

anticorpos utilizados consistindo de:

a) Desparafinizacdo em xilol e reidratagdo em série com concentragdo descendente de

etanol (100%, 90%, 80% e 70%).



b)

c)

d)

g)

h)

3
k)

D
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Recuperacdo antigénica em Camara Pascal em solugdo especifica para cada
anticorpo (TABELA 2) por 30 segundos a 125 °C.

Bloqueio da peroxidase enddgena (dlcool metilico P.A., per6xido de hidrogénio por
20 minutos na proporc¢ao de 1:1).

Eliminacdo de anticorpos inespecificos (incubagdo em BSA e soro fetal bovino por
1 hora).

Incubagio anticorpo primério por 1 hora.

Lavagem em dgua destilada para remog¢ao do excesso de anticorpo primario
Incubagdo anticorpos secunddrio e tercidrio (LSAB, DAKO Corporation
Carpinteria CA, EUA) para o método estreptoavidina biotina por 30 minutos.
Lavagem em 4gua destilada para remog¢ao do excesso dos anticorpos secunddrio e
tercidrio

Revelagdo com diaminobenzidina por 2 minutos (DAB, DAKO Corporation
Carpinteria CA, EUA).

Lavagem em 4gua destilada para remog¢do do excesso de DAB

Contra-coloracao com Hematoxilina de Mayer por 3 minutos.

Desidratacdo e diafanizagao.

m) Montagem das ldminas em Permount.

4.3.3 Analise dos Resultados

A avaliacdo imunohistoquimica foi realizada através da extensdo da darea de

marcacao das proteinas MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, EGFr, EGF, TGFa, ERK 1/2 e

pERK Y2, nas células neoplasicas do TOQ e TOCC. Cinco imagens de campo brilhante

foram adquiridas no microscépio Axioskop 40 (Carl Zeiss, Germany) equipado com uma

camera colorida CCD AxiocCam MRc (Carl Zeiss). Imagens foram adquiridas com o
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mesmo aumento (40x). As dreas de marcagdo com DAB foram separadas e segmentadas
usando o plug-in  colour deconvolution (descrito por Gabriel Landini,
http://www.dentistry.bham.ac.uk/landinig/software/software.html) do programa Image J
(programa de dominio publico desenvolvido por Wayne Rasband (NIMH, NIH, Bethesda,
MD, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/). Depois da segmentacdo, toda a drea epitelial foi
demarcada e selecionada para avaliacdo. O percentual de drea marcada para TOQ e TOCC
foi analisado.

Andlise qualitativa da imunolocalizagao das proteinas estudas foi realizada de

forma descritiva.

4.3.4 Analise estatistica

Os dados estatisticos foram realizados no programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). Diferencas entre os grupos de estudo (TOQ) e
controle (TOCC) foram avaliadas com o teste Kruskal-Wallis ndo parametrico, seguido do
teste de comparacao multipla de Dunn’s. O teste de correlagcdo de Spearman foi realizado
para revelar uma possivel correlacdo entre as dreas de marcacdo das MMPs, TIMPs,

fatores de crescimento, ERK e pERK no TOQ.
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5 RESULTADOS

5.1 A imunohistoquimica revelou MMPs, TIMPs, fatores de crescimento, ERK e

PERK no TOQ

Todas as amostras de TOQ mostraram marcacio de MMP-2 e -9. As células
neoplasicas do TOQ mostraram estas enzimas como pontos nas células da camada basal e
em células das camadas mais altas (figura 1A-C). MMP-9 mostrou uma expressao
citoplasmatica nas células epiteliais (figura 1B). As vezes a marcagdo estava presente no
citoplasma e no ntcleo (figura 1C - setas). TOCC também expressou MMP-2 e -9 (figura
1D e 1E). Os controles negativos ndo mostraram imunoreatividade em qualquer das
amostras (figura 1F).

TIMPs também foram expressadas no TOQ (figura 2A e 2B). TIMP-2 (figura 2B)
pareceu ser mais proeminente comparado com o TIMP-1, que teve uma marcacdo fraca
(figura 2A). TOCC expressou TIMP-1 e -2 (figura 2C e D). A reatividade foi mais
observada nas células do epitélio odontogénico. Nenhuma reatividade foi observada nas
células fantasmas.

EGFr estava presente em todas as amostras de TOQ (figura 3A), assim como
fatores de crescimento EGF (figura 3B) e TGFa (figura 3C). Em TOQ, a reatividade do
EGFr foi mais observada nas células epiteliais da camada basal (figura 3A) e EGF foi
detectado nas células epiteliais da camada basal e das camadas mais altas (figura 3B).
TGFa foi expresso no citoplasma e no nicleo de células epiteliais do TOQ (figura 3C).
Estas proteinas tiveram uma expressdao proeminente no TOQ. TOCC também expressou 0s
mesmos fatores de crescimento (figura 3D-F). Esta expressdao pareceu ser reduzida

comparada a do TOQ.
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FIGURA 1. MMPs sdo expressas no TOQ. MMP-2 e MMP-9 estdo presentes nas
células epiteliais da camada basal e nas células das camadas mais altas (A e B). As
vezes, a marcacdo para MMP-9 estava presente no citoplasma e no nucleo (C, setas).
TOCC também expressou MMP-2 e -9 (D e E). O controle negativo ndo apresentou
imunoreatividade em qualquer amostra (F). Barras de escala: 20 um.
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FIGURA 2. TIMPs também foram expressas no TOQ (A e B). TIMP-2 (B)
apararentemente foi expressa de forma mais proeminente comparada com TIMP-1,
que apresentou fraca marcacdo (A, setas). TOCC expressou TIMP-1 e TIMP-2 (C e
D). Barras de escala: 20 um.

O TOQ exibiu ERK 12 e sua forma fosforilada (fosfo-ERK 1/2), conforme
observado na figura 4. ERK 1/2 estava presente no citoplasma e no ntcleo das células
neopldsicas (figura 4A). Por outro lado, fosfo-ERK 1/2 foi detectado predominantemente
no nucleo das células neoplasicas do TOQ (figura 4B). No TOCC, ERK 12 e o fosfo-ERK
1/2 mostraram uma distribui¢do similar nas células neopldsicas (figura 3C e D). Esta
expressao pareceu ser reduzida comparada ao TOQ. Os controles negativos ndo mostraram

imunoreatividade em qualquer das amostras (imagens ndo mostradas).



FIGURA 3. O receptor do fator de crescimento epidermédide (EGFr) e fatores de
crescimento foram expressos do TOQ. EGFr estd proeminentemente expresso nas
células da camada basal (A). EGF foi detectado nas células da camada basal e células
das camadas mais altas (B). TGFa foi expresso no citoplasma e niicleo das células
epiteliais do TOQ (C). O TOCC apresentou uma expressao reduzida de EGFr e fatores
de crescimento (D-F). Barras de escala: 20 pm.
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FIGURA 4. ERK e pERK mostraram imunorreatividade no TOQ. Alta expressao do
ERK foi observada no citoplasma e niicleo das células da camada basal e células das
camadas mais altas (A). A expressdo do pERK foi observada predominantemente no
nicleo das células da camada basal e células das camadas mais altas quando

comparado ao citoplasma (B, setas). A imunoreatividade do ERK e pERK foi mais
predominante no TOQ em relagdo ao TOCC. Bares de escala: 20 um.

5.2 As dreas de marcacao mostraram uma maior expressao de MMP-9, TIMP-2 e

de fatores de crescimento em TOQ quando comparadas com o TOCC.

As dreas de marcacdo de MMPs, de TIMPs e de fatores de crescimento em TOQ e

em TOCC s3ao mostradas na figura 5. Imunoreatividade positiva nas células neoplésicas
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foram incluidas no regime de contagem. A 4rea de marcacdo de MMP-9 e de TIMP-2 foi

significativamente maior no TOQ comparada com o TOCC (figura 5A).
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FIGURA 5. Comparacdo da darea de marcacdao (AM)
do TOQ e do CCOT. AMs da MMP-9 (A), TIMP-2
(A), Fatores de crescimento (B), ERK e pERK (C) no
TOQ sdo aumentadas comparadas ao TOCC. Este
aumento € observado nas células neoplésicas.
Significancia: *p < 0.05; ***p < 0.0001.
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A expressdo de todos os fatores de crescimento foi igualmente maior em TOQ do
que no TOCC (figura 5B). Estes resultados sugerem que nossos achados em TOQ estejam
relacionados a invasividade. Isto nos levou a investigar a expressao de ERK 1/2 e de pERK

1/2 em células epiteliais do TOQ.

5.3  As células neoplasicas do TOQ exibem proeminentemente ERK e fosfo-ERK

N6s procuramos por marcadores da ativagdo de ERK 12 (fosfo-ERK 1/2) em TOQ
e TOCC. As areas de marcacdo de ERK 1/2 e pERK 1/2 sao mostradas na figura 4C.
Imunoreatividade positiva nas células neoplésicas foram incluidas no regime de contagem.
Nas células neoplasicas do TOQ as areas de marcacdo de ERK 1/2 e pERK 1/2 foram
significativamente maiores quando comparadas as células neopldsicas do TOCC (figura

50).

Para resumir nossos resultados, MMP-9, TIMP-2, fatores de crescimento, ERK 1/2
e pERK 1/2 foram observados com maior expressao nas células neopldsicas do TOQ do

que no TOCC.

54  Areas de marcacao das MMPs, TIMPs, fatores de crescimento, ERK e fosfo-

ERK correlacionam no TOQ

Testes de correlacdo demonstraram uma correlagdo positiva entre algumas
proteinas estudadas (TABELA 3). MMP-9 e TIMP-2 correlacionaram positivamente de

forma moderada entre si. A drea de marcacdo entre ambas crescia, conforme aumento da
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expressdo da outra. Houve também correlagdo positiva moderada entre MMP-9 e TIMP-2
e fatores de crescimento. Correlagdo positiva ocorreu entre os fatores de crescimento e seu
receptor, EGFr. EGF correlacionou fortemente com EGFr, enquanto TGFo apenas de
forma moderada. O pERK 1/2 apresentou correlacio moderada com fatores de crescimento

e EGFr.

TABELA 3. Teste de correlacdo de Spearman da drea de marcacdo de MMP-9, TIMP-2,
fatores de crescimento e pERK no TOQ.

Proteina 1 Proteina 2 Spearman r Valor de p
MMP-9 TIMP-2 0.4168 0.0002
EGF 0.3738 0.0010
MMP-9 TGFa 0.3877 0.0006
EGF 0.5214 <0.,0001
TIMP-2 TGFa 0.4979 <0.0001
EGF 0.7315% <0,0001
EGFr TGFa 0.5627 <0,0001
EGF 0.4033 0.0003
pERK TGFa, 0.4330 0,0001
EGFr 0.4753 <0,0001

Abreviacdes: MMP, metaloproteinase da matriz; TIMP, inibidor tecidual de
metaloproteinase da matriz; EGF, fator de crescimento epiderméide; TGFa, fator de
transformacdo do crescimento-alfa; EGFr, receptor do fator de crescimento epidermdide;
pERK, fosfo- quinase regulada por sinal extracelular;

* Forte correlagdo
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6 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que o TOQ expressa MMPs, TIMPs, fatores de
crescimento e a via de sinalizacdo ERK. A expressao de MMP-9, TIMP-2, fatores de
crescimento, ERK 1/2 e sua forma ativada pERK 1/2 no TOQ € significativamente maior
comparada com o TOCC, um tumor odontogénico epitelial ndo invasivo. Os resultados
sugerem que nossos achados em TOQ estejam relacionados a invasividade local e a
atividade proliferativa.

O crescimento dos cistos e tumores odontogénicos é controverso e pode estar
relacionado com a secrecdo’ e regulacio’’ de MMPs. O TOQ, cisto dentigero e cisto
radicular expressam MMP-9 e TIMP-2 e seu mecanismo de expansao podem ser
influenciados ou até conduzidos pela secre¢io de MMPs. A expressam de MMP € elevada
no TOQ. Logo, uma expressdo exuberante do TOQ pode estar relacionado a elevada
agressividade desta lesdo.”

O KOT cresce e se desenvolve através dos espacos medulares em sentido antero-
posterior e pode alcancar grandes extensdes sem provocar expansao dssea significativa.z
Este comportamento € singular entre os cistos e tumores odontogénicos e tem sido
atribuido a atividade proteolitica desta neoplasia. Estudos prévios demonstraram que o
KOT possui uma maior expressio de MMP-9,”*%*% TIMP-2** ¢ TGFo'® quando
comparado a outros cistos odontogénicos e esta expressdo poderia ser responsdvel pela
maior agressividade do KOT. Adicionalmente, foi demonstrado uma expressdao semelhante
de MMP-9 e TIMP-2 no KOT e ameloblastoma®*.

O TOQ apresentou expressdao de MMP-2 e -9, TIMP-1 e -2, sendo que a expressao
de MMP-9 e TIMP-2, foram estatisticamente maiores quando comparada com o CCOT, e

ainda apresentaram correlacdo positiva entre si. As MMPs sdo pouco expressas em

condic¢des fisioldgicas nos tecidos, enquanto em processos patologicos pode haver uma



39

sobre expressdao destas proteinas, além de um desequilibrio entre seus inibidores teciduais
(TIMPs).""!

MMP-2 ¢ uma proteina expressa por uma larga variedade de células em condigdes
normais, enquanto apenas um pequeno grupo de células (ex: osteoclastos, leucdcitos,
células dendriticas) expressam MMP-9 em condicdes fisioldgicas, sendo a MMP-9 mais
observada e secretada em processos patolgicos.”""'”! Baixa expressdo de MMP-2 tem sido
um achado freqiiente em cistos e tumores odontogénicos.'*'*'®* Estudos in vitro tém
demonstrado que a MMP-2 ¢ secretada de forma espontanea por fibroblastos cultivados de
TOQs'™ e a atividade da MMP-2 pode ser inibida pela sobre expressio de TIMP-2 em
culturas primarias de ameloblastomas.'”

Se considerarmos a MMP-2 como constitucional, normalmente expressa em tecidos
humanos, sua baixa expressdo observada em nossos resultados e associarmos a capacidade
de TIMP-2 (com alta expressdao neste estudo) de inibir a atividade de MMP-2, podemos
deduzir que a MMP-2 possa desempenhar um papel secunddrio na invasividade local de
TOQs. Logo, uma atencdo especial deve ser considerada ao papel da MMP-9, que
apresentou alta expressao, além de correlagdes interessantes neste estudo.

Adicionalmente, nds observamos uma nova e inesperada marcacao de MMP-9 no
nucleo das células neopldsicas do TOQ. A marcacdo nuclear foi confirmada (dados ndo
mostrados) pela incubagdo de um diferente anticorpo (anti-MMP-9 em uma dilui¢do 1:200,
codigo do produto AB19016, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). A
expressao de MMP-9 no nicleo tem sido demonstrada na literatura e estd associada a

35,38 AR 39 . ) N B}
=% e divisao celular.” No entanto, este mecanismo ainda nao esta totalmente

apoptose
esclarecido.

MMP-9 é uma das mais importantes proteinases envolvidas na reabsor¢do Ossea,

. e 106
vista a expressdo significativamente alta observada em osteoclastos.~ Os resultados
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demonstraram elevada expressdo desta proteina cuja associacdo com as TIMPs,
principalmente a TIMP-2, podem ser as responsaveis pela remodelacio da MEC em
TOQs. Uma remodelacdo da MEC € fundamental para a invasao tumoral, sendo necessario
haver um certo balango entre degradacdo da MEC e sua inibicdo, para que as células
neoplésicas possam aderir a certas estruturas e interagir com substratos da MEC e invadir
os tecidos vizinhos.” Células neopldsicas do TOQ expressaram grande quantidade de
MMP-9 e TIMP-2 e suas dreas de marcagdo correlacionam positivamente entre si. Estas
proteinas provavelmente desempenham um papel critico no comportamento do TOQ.

As MMP -2 e -9 podem agir de forma independente, apesar de possuirem fungdes
semelhantes, € 0 mesmo ocorre com TIMP -1 e 2.7 Tumores diferentes, podem expressar
diferentes tipos de MMPs e TIMPs.!" Contudo, o comportamento clinico de uma
determinada lesao pode ser influenciado por proteinas especificas, como observado em
nossos resultados, que sugerem uma maior participacio de MMP-9 e TIMP-2 no
comportamento biolégico do KOT. A identificacdo destas proteinas e suas funcgdes
fornecem maior conhecimento a respeito do comportamento da lesdo e podem indicar
alvos para possiveis tratamentos.''

Baseado em estudos anteriores das MMPs em ameloblastomas, outro tumor
odontogénico localmente invasivo, nds seguimos a hipdtese de que as MMPs presentes no
TOQ promoveriam reabsorcdo dssea. Apds a reabsorcdo, fatores de crescimento seriam
liberados da matriz dssea, tornando-se disponiveis ao ameloblastoma, induzindo um
aumento da atividade proliferativa nesta neoplalsial.14 Nossos resultados sugerem um
mecanismo interdependente que envolve a sintese de MMP e aumento da atividade
proliferativa devido a acdo de fatores de crescimento e sua correlagdo com a via de
sinalizacdo celular ERK 1/2, que juntos, poderiam contribuir a invasividade local de

TOQS 14,16
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Marcadores de proliferacdo celular como PCNA, Ki67 e p53 sdo geralmente
expressos de forma mais intensa e freqiiente no TOQ quando comparados com outros

. . . ~ . 33.1
cistos dos maxilares.”’”*'" O TOQ apresenta uma maior expressao de Ki67, 198 ym

33,109

expressao similar para p53, e expressao menor de PCNA quando comparado com o

ameloblastoma.''

Foi detectada correlagdo positiva entre a expressio de MMP-9 e TIMP-2 com
fatores de crescimento e EGFr. Neste estudo, o TOQ expressou grande quantidade de
fatores de crescimento e de EGFr comparados ao CCOT. EGFr € uma importante proteina
que afeta a proliferacdo celular e regula a homeostasia celular,' e estd presente de forma

aberrante em um significante nimero de cinceres.'"'

EGFr € ativado por EGF e TGFa, e sua ativacdo resulta na fosforilagdo da via de

18,20,23,112 9 12,112

sinalizacdo ERK induzindo proliferacdo celular, e sintese de mais MMP-
Um estudo in vitro com células de adenocarcinoma pulmonar humano em camundongos
atimicos, mostrou que a ativagdo do EGFr ¢ dependente de EGF e TGFa, e na auséncia
destes fatores de crescimento, o EGFr estava expresso, mas em sua forma inativa, enquanto
o EGFr ativo estava ausente ou praticamente imperceptivel.20 Ativagdao do EGFr por EGF
leva a proliferacao celular e metédstase de células cancerosas decorrente da sobre expressao
de MMP-9.'"?

N6s encontramos uma correlacio estatisticamente significante entre EGF e MMP-9,
assim como de EGFr e seus ativadores EGF e TGFa. Estes resultados sugerem um forte
participacao dos fatores de crescimento EGF e TGFa na biologia tumoral do TOQ e na
ativacdo do EGFr. Na andlise de correlagdo, EGFr correlacionou de forma fortemente
positiva com o EGF, mas apenas de forma moderada com TGFa, o que sugere uma maior
interacdo do EGFr com o EGF do que com TGFa em TOQ. Estes achados sdo importantes,

visto que o EGF e EGFr sdo fortes indutores de secrecao de MMP-9.'#112
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O TOQ expressa ERK 1/2 e sua forma ativa pERK. ERK 1/2 foi expresso no TOQ
tanto no nicleo quanto no citoplasma das células neoplédsicas. Uma vez que o ERK é
ativado (pERK), ele € deslocado para o nicleo da célula, levando a uma ativacdo extensiva
de fatores da transcri¢ao neste local. Este mecanismo regulador conduz a mudangas globais
no perfil da expressdo genética que principalmente, mas niao inequivocamente, resulta em
promocdo do crescimento celular, migracdo e invasdo.'"”

Foi encontrada uma forte expressdao de pERK 1/2 localizado no nicleo das células
epiteliais do TOQ. Isto sugere que a cascata do ERK foi ativada e supostamente regula a
atividade celular neste tumor. A andlise de correlacdo foi positiva entre pERK 1/2, os
fatores de crescimento EGF e TGFa e seu receptor, EGFr, sugerindo uma interacdo que
influencia o crescimento, diferenciacao e sintese protéica em células neoplésicas de TOQs.

Nossos resultados indicam que MMP-2, TIMP-2, EGF e TGFo agem juntos
cooperando para regular a invasividade e proliferagao de TOQs. N6s acreditamos que estas
moléculas supostamente agiriam através de um receptor comum, que seria 0 EGFr. Noés
também analisamos uma via de sinalizacao celular relacionada aos fatores de crescimento e
o EGFr. A forma ativa, fosforilada do ERK foi observada e encontrada no niucleo de
células neoplésicas do TOQ.

Estes resultados indicam que eventos de sinalizacdo celular ocorrem dentro das
células neoplésicas do TOQ, independentemente de sua relagdo com células do estroma, de
uma forma diferente a observada em outros tumores.'* Estes resultados sugerem que ERK
1/2 é o transdutor de sinais gerados por fatores de crescimento, MMP-9 e TIMP-2,
provavelmente aumentando taxa de proliferacdo celular em TOQ:s.

A figura 6 resume nosso entendimento da invasividade local e atividade

proliferativa do TOQ.
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FIGURA 6. Diagrama que resume nosso atual entendimento da invasividade
local e atividade proliferativa no tumor odontogénico queratocistico (TOQ). O
diagrama mostra a interface osso-célula neopldsica. As metaloproteinases da
matriz (MMP) estdo presentes nas células do TOQ, enquanto a matriz dssea
serviria como um reservatorio de fatores de crescimento (A). O TOQ secreta
MMPs iniciando a remodelagdo Ossea e solubilizacdo da matriz extracelular.
Assim, haveria a liberagdo do fator de crescimento epidérmico (EGF) e do fator
de transformacgdo do crescimento alfa (TGFa) da matriz dssea (B). Estes fatores
de crescimento se ligariam ao mesmo receptor, o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFr). Uma vez que estivessem ligados, ocorreria uma
fosforilagdo no dominio intracelular do EGFr, ativando e fosforilando a via de
sinalizacdo da proteina quinase regulada por sinalizacdo extracelular o ERK (C).
A protefna quinase regulada por sinalizacido extracelular fosforilada (pERK) é
translocada para o nucleo, ativando fatores de transcri¢ao relacionado com o
crescimento celular, migracdo e invasdo. O resultado deste processo seria a
invasdo de células neoplésicas, sintese de MMP e mitoses (D).
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Em resumo, nés demonstramos a expressdio de MMPs, TIMPs e fatores de
crescimento em TOQs. Também demonstramos que este tumor pode utilizar a via de
sinalizagdo celular ERK para transducdo de sinais gerados do microambiente tumoral
através de um receptor comum, o EGFr. A expressao dessas proteinas foi comparada com
o CCOT, um tumor odontogénico epitelial ndao agressivo, no qual os resultados da area de
marcacdo foram significativamente maiores no TOQ para a maioria das proteinas estudas,
exceto para MMP-2 e TIMP-1. Estes resultados suportam a hipdtese de que existe uma
rede de comunicagdo celular combinando esforcos para aumentar a invasividade local e
atividade proliferativa em TOQs, que envolve MMP-9, TIMP-2, fatores de crescimento,
EGFr e a via de sinalizacdo ERK 1/2, suportada por interatividade entre estas moléculas e
andlise de correlacdo positiva entre as mesmas. A rede ERK 1/2 seria o transdutor chave

desta rede molecular.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados oriundos do estudo imunohistoquimico de cortes

histolégicos de tumores odontogénicos queratocisticos, conclui-se:

1- As células neoplasicas dos tumores odontogénicos queratocisticos expressam MMP-2 e

-9, TIMP-1 e -2, EGFr, EGF, TGFa, ERK e pERK.

2- A expressdo dessas moléculas é significativamente maior no TOQ do que no TOCC,

exceto para MMP-2 e TIMP-1.

3- MMP-9, TIMP-2, EGF e TGFa podem agir juntos influenciando invasividade local e

proliferacdao no tumor odontogénico queratocistico.

4- O EGF e o TGFa poderiam utilizar um receptor comum, o EGFr, que é fortemente

expresso no tumor odontogénico queratpcistico e se correlacionam.

5- A via de sinalizagdo ERK, seria um possivel transdutor dos sinais gerados pelas MMP-

9, TIMP-2 e fatores de crescimento.
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