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Introducdo: O ameloblastoma e o tumor odontogénico cistico calcificante (TOCC) séo
tumores odontogénicos (TO) benignos. Porém o comportamento bioldgico dessas lesdes
é distinto, pois 0 ameloblastoma é um tumor mais agressivo e com taxa de recorréncia
significativa, podendo chegar a 90% apds o tratamento conservador. Ja 0 TOCC é um
tumor menos agressivo e raramente ha recorréncia. A elucidacdo completa dos
mecanismos pelos quais esses tumores odontogénicos apresentam tais comportamentos
biolégicos continua sendo um desafio para os pesquisadores. As ADAMTS (A
Disintegrin and Metalloproteinase with ThromboSpondin) sdo metaloendopeptidases
que sdo 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 sdo proteinas presente na matriz extracelular (MEC).
As ADAMTS exibem caracteristicas estruturais que lhes conferem um grande potencial
para exibir maltiplas fungdes. Exibem funcdo crucial em vérios processos como
proliferacdo, adesdo, invasdo e sinalizacdo celular. As alteracdes nessas enzimas estao
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 regulacdo alterada desses proteoglicanos pode
contribuir para o desenvolvimento da carcinogénese. Na literatura, ndo h4 um estudo
caracterizando a expressao da ADAMTS-1 e seus substratos no amelobastoma e no
TOCC. Portanto esse estudo foi importante e inédito na literatura na busca de novas
concepcdes em relacdo ao comportamento bioldgico desses tumores. Objetivos:
Analisar a expressdo da ADAMTS-1 e de seus substratos no ameloblastoma e no
TOCC; verificar a diferenca de expressdo das proteinas estudadas entre o
ameloblastoma e no TOCC e verificar se existe correlacdo entre a expressao da
ADAMTS-1 e seus substratos. Métodos: O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Para, registrado com parecer n°® 409.790. As amostras de tecido foram coletadas nos
arquivos do Departamento de Patologia Oral, Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal do Para — UFPA. Foi composta por vinte blocos de parafina (correspondentes as
amostras de 20 individuos) contendo fragmentos de tecido obtido de bidpsia,
diagnosticados microscopicamente como ameloblastoma. Como critério de incluséo,
foram selecionados todos os casos diagnosticados e confirmados histologicamente como
ameloblastoma. Como critério de exclusdo, foram excluidas amostras que estivessem
relacionadas ao mesmo paciente, sendo utilizada apenas a amostra que apresentasse 0
padrdo histologico mais caracteristico e em melhor conservagéo. Seis casos de TOCC
foram estudados como controle. Foram realizados cortes seriados em blocos de parafina
com trés micrometros de espessura. Os cortes histoldgicos 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 tampdo TRIS foi
utilizada como controle negativo. Para deteccdo das proteinas estudas foram utilizados
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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. Ap6s lavagem em &gua destilada,
para remocdo do excesso dos anticorpos primarios, foi realizada a incubacdo dos
anticorpos secundario e terciario por 30 minutos em temperatura ambiente em camera
escura umida. A técnica imunohistoquimica realizada foi da imunoperoxidase. A
avaliagdo imunohistoquimica foi realizada pela medida da area (um) e da fragao (%) 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 cadmera CCD a cores AxioCam HRC (Carl Zeis). As
imagens foram adquiridas com a mesma objetiva (40x). Areas coradas pela
diaminobenzidina foram separadas e segmentadas usando o “deconvolution color plug-
in” do programa Image J. Depois da segmentacdo da imagem, a area e a fracdo de
coloragéo total foram medidas. As diferencas de imunoexpressdo encontradas no
ameloblastoma e no TOCC foram analisadas. Os dados obtidos a partir dos
experimentos foram analisados usando o software GraphPad Prism 5. 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
comparagcbes multiplas de Bonferroni. Para verificar se havia correlacdo entre a
expressdo das proteinas estudadas utilizou-se o teste de Pearson para amostras que
apresentaram distribuicdo normal e teste de Spearman para amostras com distribuicdo
anormal. Na analise estatistica realizada no estudo o valor de p<0,05 foi considerado
significativo. Resultados/Discussdo: Os resultados do estudo mostraram que todas as
amostras de ameloblastoma e de TOCC expressaram ADAMTS-1, agrecan, brevican e
versican. Sendo que as areas de expressdo dessas proteinas foram estatisticamente
significativa no ameloblastoma comparada ao TOCC. Sendo que o valor de p para
expressao da ADAMTS-1 e brevican foi significativo no epitélio do ameloblastoma foi
(p<0,0105). Além disso, ADAMTS-1 foi associada com expressdo significativa em
pacientes com cancer de pancreas metastatico e estes apresentaram pior prognostico
apos a cirurgia curativa, o que sugere que ADAMTS-1 tenha um papel fundamental na
progressdo do cancer de pancreas. Ja brevican pode promover a ativacdo do receptor de
fator de crescimento epidérmico (EGFR), este por sua vez esta relacionado com
crescimento e migracdo de ceélulas. E para agrecan e versican o valor de p foi
(p<0,0067) e (p<0,0148), respectivamente. Agrecan estd altamente expresso em
diversos tipos de cancer, podendo estar relacionado com a progressdo das neoplasias. E
a expressao de versican tem sido observada no epitélio do esmalte, 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 ¢é o epitélio odontogénico ainda indiferenciado Estes resultados sugerem que as
proteinas estudadas poderiam ter alguma participacdo no comportamento biologico do
ameloblastoma. Conclusdo: Conclui-se, que no presente estudo houve expressdo de
ADAMTS-1, agrecan, brevican e versican tanto no ameloblastoma quanto no TOCC,
sendo significativamente maior no ameloblatoma. N&o houve correlacdo entre as
expressoes 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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