IMUNOEXPRESSAO DE ADAM-12 NO AMELOBLASTOMA
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Introducdo: O ameloblastoma é uma neoplasia benigna que se caracteriza pela
invasividade local e pelas altas taxas de recorréncia. O microambiente tumoral é um
importante regulador do comportamento invasivo e seu estudo pode auxiliar na
elucidacdo dos mecanismos moleculares que permeiam a progresséo das neoplasias e na
determinacdo de marcadores que permitam um melhor delineamento no tratamento de
tumores. Sabe-se que a concentracdo de oxigénio no microambiente em torno das
células neoplasicas € reduzida, resultando em hipdxia intratumoral. A hipdxia foi
associada ao aumento de metéstase e invasdo neoplésica, além de potencializar a
formacdo de invadopddios, que sdo protrusdes de membrana celular ricas em actina e
dotadas de atividade proteolitica intrinseca. Em condicbes de hipOxia, a proteina
ADAM-12 (A Disintegrin And Metalloproteinase 12) tém sido relacionada com a
formagdo de invadopodios. Nessa condicdo, os niveis de HIF-1a sdo estabilizados e a
sinalizacdo de NOTCH1 é ativada pelo aumento do nivel do ligante JAG2, recrutando a
y-secretase que ira clivar NOTCHL1 e liberar o seu dominio intracelular. Este dominio
intracelular, translocado para o ndcleo, ird aumentar os niveis de ADAM-12, cuja
atividade promove a clivagem do dominio pré-HB-EGF, lancando HB-EGF na regido
extracelular. O HB-EGF ira se ligar ao EGFR, localizado na membrana plasmatica tanto
da célula que o liberou quanto das células adjacentes. Essas sinalizagdes autdcrina e
paracrina levam a formacdo de invadopddios, podendo adicionalmente estimular
invadopddios em células localizadas em regides normoxicas, o que sugere sinalizacdo
cruzada entre as areas de normoxia e hipoxia dos tumores. Em relagdo a ADAM-12, um
estudo reforca que esta proteina influencia na formacdo dos invadopddios na hipoxia.
Neste, os autores ilustraram que apds o silenciamento da ADAM-12 o aumento na
formacdo de invadopodios induzido pela hipoxia foi anulado. Objetivos: O objetivo
desta pesquisa é analisar a expressdo da proteina ADAM-12 no ameloblastoma,
utilizando imunohistoquimica, para um melhor esclarecimento da fase inicial da cascata
de invasdo, correlacionando com a hipdxia. Métodos: Foram utilizados 20 casos de
ameloblastoma (Tissue Microarray) e 7 casos de Tumor odontogénico cistico
calcificante (TOCC) como controle. Os casos de TOCC foram retirados dos arquivos do
Departamento de Patogia Oral da Faculdade de Odontologia do Centro Universitario do
Para (CESUPA). Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para. Utilizou-
se a imunohistoquimica para avaliar a expressdo da ADAM-12 nas amostras teciduais,
pela técnica da imunoperoxidase. Os cortes foram desparafinizados em xilol e
hidratados em sequéncia decrescente de etanol. As sec¢des foram entdo imersas em
solugéo de H,0O, a 3% em metanol, proporc¢do 1:1, durante 20 minutos para inibicdo da
atividade da peroxidase endogena. Apos esta etapa, recuperacao antigénica foi efetuada
em tampdo citrato (pH 6,0) em camara Pascal (Dako, Carpinteria, CA, EUA) durante 30
segundos. Sitios inespecificos foram bloqueados com albumina de soro bovino (BSA,
Sigma®) a 1% em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) durante 1 hora.
Posteriormente, as laminas foram incubadas com anticorpos primarios anti-ADAM-12
(Abcam. AB28747, Cambridge, MA, USA — diluicdo 1:150). Em seguida, os cortes
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foram incubados durante 30 minutos com o sistema de deteccdo EnVision Plus
(Dako®). Diaminobenzidina (Dako®) foi utilizada como cromdgeno e, em seguida, 0S
cortes foram contracorados com hematoxilina de Mayer (Sigma®) e montados em
Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, EUA). A avaliagdo da imunomarcagéo foi
realizada pela medida da area (um) ¢ da fracdo (%) de marcacdo de ADAM-12 no
ameloblastoma e no TOCC. Imagens de campo claro de pelo menos cinco areas de cada
amostra, aleatoriamente selecionas, foram obtidas utilizando o microscopio Axio Scope
Al equipado com uma camera CCD AxioCam HRc (Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemanha), com objetiva de 40x. Para quantificar a imunomarcacdo da proteina foi
utilizado o software de dominio publico Image). As é&reas coradas com
diaminobenzidina foram segmentadas pelo plug-in “color deconvolution”. Apds a
segmentacdo das imagens, as areas marcadas nas células do ameloblastoma e do TOCC
foram entdo avaliadas. Para realizar a estatistica, inserimos os dados no software
GraphPad Prism 5. As diferencas entre as areas marcadas de ameloblastoma e TOCC
foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney. Resultados/Discussdo: Todas as
amostras de ameloblastoma revelaram a expressdo de ADAM-12. A expressdo se
apresentou de forma densa e uniforme no parénquima tumoral (epitélio tumoral),
enguanto no estroma observou-se expressdo puntiforme, especialmente localizada no
citoplasma de fibroblastos. No epitélio tumoral foi visivel a marcagdo citoplasmatica e
na membrana celular de forma uniforme, ndo estando presente no ndcleo. As amostras
de TOCC também expressaram ADAM-12, ilustrando leve marcagdo no parénquima e
estroma tumoral, com maior predominancia no epitélio. Ao comparar as duas lesGes,
houve uma maior expressdo de ADAM-12 (p = 0,0007; p < 0,001) no epitélio tumoral
do ameloblastoma, enquanto que no tecido conjuntivo ndo foi detectada diferenca (p =
0.1068; p > 0,05). Sabe-se que o ADAM-12 é uma metaloprotease envolvida na
miogénese e adipogénese em ratos, e sua superexpressdo esta envolvida com o
crescimento tumoral nesses animais. Estudos mostram a interligacdo direta desta
proteina no processo de formacdo de invadopddios na hipoxia. Além disso, um dos
papéis mais bem estabelecidos da ADAM-12 é a liberacdo de ligantes biologicamente
importantes, como o fator de necrose tumoral-o (TNF-a), o fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento transformador-a (TGF-a) e o fator de
crescimento epidérmico ligado a heparina (HB-EGF), mostrando seu papel importante
no crescimento tumoral. Apesar do ameloblastoma tratar-se de uma neoplasia benigna, é
localmente agressivo, sendo capaz de destruir tecidos moles e 6sseos. A alta expressao
de ADAM-12 nesta lesdo sugere que essa proteina pode ter um papel importante na
formacdo de invadopddios em condicdes de hipoxia. Estes resultados sugerem que se
pode correlacionar diretamente a ADAM-12 com a patofisiologia do ameloblastoma.
Conclusdo: Embora melhorias significativas tenham sido obtidas no tratamento do
ameloblastoma, a ocorréncia de recidivas por invasividade local ainda € a principal
causa de morbidade. A invasividade tumoral envolve mdltiplas etapas e diferentes
moléculas. Apartir destes achados, conclui-se que a ADAM-12 encontra-se
superexpressa no ameloblastoma e possivelmente influenciando no comportamento
biologico desta neoplasia.
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