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RESUMO

Tumores odontogênicos constituem um grupo heterogêneo de lesões com 

comportamento biológico variado. Modificações epigenéticas têm ganhado 

atenção no estudo da carcinogênese estando entre as anormalidades mais 

comuns nas neoplasias humanas. Dentre essas estão as modificações de 

histonas, as quais têm relação íntima com a regulação do ciclo celular, mantendo 

relação direta com o processo de tumorigênese. O objetivo do presente estudo 

foi investigar a expressão de antígenos relacionados às modificações histonas 

em amostras de tumores odontogênicos com diferenciação ameloblástica, 

benignos e malignos, através da técnica de imunoistoquímica. Para tanto, foram 

avaliados 8 de Ameloblastoma, 4 de Tumor Odontogênico Adenomatóide, 6 de 

Tumor Odontogênico Cístico Calcificante e 5 de Tumor Odontogênico Epitelial 

Calcificante, 4 casos de Ameloblastoma Adenóide, 12 de Carcinoma 

Ameloblástico, 6 de Carcinoma Odontogênico de Células Claras e 3 de 

Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas. Após revisão histopatológica 

foram realizadas as reações imunoistoquímicas com os anticorpos contra 

H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac e H3S10ph. Foram avaliadas reatividade 

imunoistoquímica de cada anticorpo (IOD) além da área de marcação 

imunoistoquímica, para todos os diferentes tipos de tumor lesões e entre os 

grupos Benignos x Malignos, estes parâmetros foram avaliados com o software 

ImageJ. Houve diferença estatística da reatividade e área de marcação 

imunoistoquímica para H3K36me3, H3K9ac e H4K12ac entre os grupos 

benignos e malignos. Diferença estatística também foi encontrada em avaliação 

da reatividade imunoistoquímica entre as lesões para H4K12ac. Quanto à área 

de marcação, houve significância estatística entre as lesões para H3K36me3 e 

H4K12ac. Conclui-se que variação as modificações de histonas avaliadas estão 

relacionadas ao evento da carcinogênese.

Palavras chave: Histonas, tumores odontogênicos, epigenética
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ABSTRACT

Odontogenic tumors are a heterogeneous group of lesions with varied biological 

behavior. Epigenetic modifications have earned attention in the study of 

carcinogenesis as being among the most common abnormalities in human 

neoplasms. Histone modifications are epigenetic modifications intimately related 

to the relation with the regulation of the cell cycle and direct relationship with the 

process of tumorigenesis. The aim of the present study was to investigate the 

expression of antigens related to histone modifications in samples of benign and 

malignant odontogenic tumors with ameloblastic differentiation using 

immunohistochemical assay. To this end, the cases assessed included 8 

ameloblastomas, 4 adenomatoid odontogenic tumors, 6 calcifying cystic 

odontogenic tumors, 5 calcifying epithelial odontogenic tumors, 4 adenoid 

ameloblastomas, 12 amelobastic carcinomas, 6 clear cell odontogenic 

carcinomas and 3 ghost cell odontogenic carcinoma. After histopathological 

review of the cases, immunohistochemical reactions were performed with 

antibodies anti-histones H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac and H3S10ph. 

Immunoreactivity and staining area were assessed for each antibody in all tumors 

and between benign and malignant groups. These parameters were evaluated 

with the software ImageJ. Immunoreactivity and staining area were statistically 

different for H3K36me3, H3K9ac and H4K12ac between benign and malignant 

groups. Statistical difference was also found in the immunoreactivity assessment 

for H4K12ac among the tumors. With respect to the staining area, there was 

statistical significance for H3K36me3 and H4K12ac among the tumors. It could 

be concluded that the variation of histone modifications is related to 

carcinogenesis.

Keywords: Odontogenic tumors, histones, epigenetics
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1.0 INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO

Os tumores de cabeça e pescoço ocorrem na cavidade oral, seios 

paranasais, complexos orofaríngeos, glândulas salivares e glândula tireoide. O 

sítio mais frequentemente atingido é a cavidade oral, correspondendo a cerca de 

30% dessas (Cotran et al, 2000; Henriques et al, 2009).

Dentre esses tumores de cabeça e pescoço, destaque deve ser dado aos 

chamados, tumores odontogênicos (TO), que constituem um grupo heterogêneo 

de lesões, derivadas dos elementos epiteliais, ecto-mesenquimais e/ou 

mesenquimais do aparelho de formação embrionária dos dentes. Incluem lesões 

hamartomatosas, neoplasias benignas com comportamento biológico variado, e 

tumores malignos com alto potencial metastático. Estas lesões são incomuns, 

algumas são extremamente raras, e representam desafios significativos quanto 

ao entendimento de sua patogenia, formulação do diagnóstico e tratamento 

(Slootweg et al, 2009; Servato et al, 2013).

Esses tumores são encontrados no interior do esqueleto maxilo-facial 

(intraósseo ou centralmente localizados), ou nos tecidos moles do periodonto 

(extraósseos ou perifericamente localizados), podendo ser diagnosticados em 

qualquer estágio na vida de um indivíduo. Estes tumores têm sido agrupados 

em várias classificações, sendo a mais recente chancelada pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS) em 2005. Embora relativamente nova, tal classificação 

já se encontra desatualizada em relação ao conhecimento atual, em especial 

aqueles obtidos pelas técnicas de biologia molecular (Slootweg et al, 2009; 

Servato et al, 2013).

Dentre todos os 28 subtipos de TO conhecidos, o ameloblastoma é o 

segundo mais incidente, e é considerado clinicamente uma das neoplasias 

odontogênicas benignas mais importantes por apresentar alto potencial de 

crescimento, destruição, invasão e recidiva. Apesar de sua relativa raridade, o 

ameloblastoma continua a ser um tumor que desperta grande interesse para a 

área, muito em função de seu comportamento biológico imprevisível, 

etiopatogenia indefinida, e a possibilidade de progressão para o fenótipo maligno 

(Gardner et al, 2005; Slootweg et al, 2009; Servato et al, 2013).

Mesmo após mais de cem anos desde sua caracterização, subtipos 

histológicos raros de AME continuam a ser mapeados e discutidos pela literatura

18



internacional. Como exemplo, ressalta-se o AME de células claras, hoje 

amplamente reconhecido como Carcinoma Odontogênico de Células Claras 

(CCOC), o ameloblastoma adenoide (AAD), o Carcinoma Odontogênico de 

Células Fantasmas (COCF), além da contraparte maligna do AME, a qual é 

conhecida como carcinoma ameloblástico (CAME) (Loyola et al, 2014; Kar et al, 

2014).

O COCC e o CAME são caracterizadas pelo seu potencial maligno, 

apresentando altas taxas de metastatização. Há ainda aquelas lesões 

caracterizadas por combinar padrões histológicos mistos que variam entre um 

AME benigno e um Tumor Odontogênico Adenomatoide (TOA), a qual se trata 

do Ameloblastoma Adenóide (Waldron et al, 1985; Hansen et al, 1985; Bang et 

al, 1989; Brannon, 1994; Evans et al, 2004; Bang & Koppang, 2005; Sciubba et 

al, 2005; Ghasemi-Moridani & Yazdi, 2008; Saxena et al, 2012; Yancoskie et al, 

2014; Loyola et al, 2014; Kar et al, 2014).

Vale destacar ainda outros tumores odontogênicos benignos, que 

apresentam diferenciação ameloblástica. Podemos citar o Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante (TOEC) também conhecido como tumor de Pindborg, 

Tumor Odontogênico Cistico Calcificante (TOCC) além do Tumor Odontogênico 

Adenomatóide (TOA).

Esses tumores (TOA, TOEC e TOCC) são lesões raras, que representam 

cerca de 1-3% de todos dos tumores odontogênicos (Dayi et al, 1997). São 

tumores que podem se apresentar intra ou extra- ósseos, sendo que geralmente 

surgem como massa assintomática de crescimento lento que irão levar à uma 

expansão da região apresentando caráter invasivo local. Todos esses tumores 

(TOA e TOCC) são tratadas pela simples enucleação, apresentando baixas 

taxas de recorrência. O TOEC, por vezes pode necessitar de uma abordagem 

um tanto mais agressiva (maxilectomia/mandibulectomia), tendo em vista suas 

maiores taxas de recorência (Philipsen & Reichart, 2000; Motamedi et al, 2005; 

Slootweg, 2006; Li et al, 2013; Sahni et al, 2012; Kamal et al, 2014).

Nesse sentido, a literatura é permeada de trabalhos que discutem a 

necessidade de encontrar marcadores que auxiliem na definição tanto do 

diagnóstico, quanto na delimitação precisa dos fenótipos benignos e malignos 

(Gomes et al, 2010).
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A epigenética é definida como o estudo de das alterações hereditárias na 

expressão do gene e na organização da cromatina que são independentes da 

sequência de DNA e que podem ser propagadas através de divisões celulares 

(Bird, 2007; Dawson et al, 2012; Taby & Issa, 2010).

Têm como função regular a expressão de genes e suas propriedades, 

além de também controlar o comportamento celular. Dessa forma, está 

diretamente relacionada com o processo de desenvolvimento embrionário, 

crescimento, diferenciação celular, envelhecimento e demais processos 

fisiológicos (Chakravarthi et al, 2016).

Essas alterações representam um dos campos de maior amplitude, 

quando nos referimos aos estudos relacionados à doença câncer, tendo em vista 

que estão diretamente relacionadas com mecanismos fundamentais do 

desenvolvimento da doença. A desregulação epigenética pode afetar vários 

aspectos da biologia das células tumorais, incluindo o crescimento, diferenciação 

e morte celular, sendo dessa forma possível ligar esta desregulação ao 

prognóstico de várias lesões (Chakravarthi et al, 2016; Jones & Baylin, 2002).

Existem três classes distintas de alterações epigenéticas: a metilação do 

DNA, modificações de histonas e o silenciamento de genes mediados por RNA 

não codificantes, de diferentes tipos (Chakravarthi et al, 2016).

Nesse trabalho foram avaliadas as modificações ligadas as chamadas 

proteínas histonas, que constituem a principal porção proteica da cromatina 

(Youngson, 2006), sendo importantes no processo de compactação do DNA 

(Wolfe, 1998). Essas proteínas possuem caudas N e C-terminais, as quais 

podem sofrer modificações ditas pós-traducionais (acetilação, metilação, 

fosforilação, sumoilação, ribosilação e ubiquitinação), regulando de forma direta 

a estrutura da cromatina (Guo et al, 2014).

Dentre essas modificações, os processos de metilação, acetilação e 

fosforilação, têm sido mais amplamente estudados, devido a íntima relação que 

alterações nesses processos mantêm com o processo de carcigênese 

(Kumamoto et al, 2001).
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A acetilação nos resíduos de lisina 9 e 12 das histonas H3 e H4 

respectivamente (H3K9ac e H4K12ac), altera a estrutura da cromatina, 

facilitando o processo de transcrição, além de atuar no processo de reparo do 

DNA, silenciamento gênico e progressão do ciclo celular (Choi et al, 2009). A tri- 

metilação da lisina 36 que ocorre na histona H3 (H3K36me3) tem sido associada 

a ativação da cromatina, repressão da transcrição, splicing alternativo, 

replicação e reparo do DNA, metilação do DNA além da transmissão de memória 

genética de pais para filhos durante o desenvolvimento (Wagner & Carpenter, 

2012) A fosforilação da serina 10 da histona H3 (H3S10ph) está implicada na 

condensação e segregação cromossômica, coesão de cromatídeos, assim como 

também na regulação da expressão genica durante a interfase, supressão de 

interações entre proteínas de ligação e as caudas de histonas (Kim et al, 2015). 

Alteração ou mal funcionamento de qualquer uma dessas funções implica em 

favorecimento ao processo de carcinogênese (Kumamoto et al, 2001).

Há relatos de que essas alterações estejam relacionadas a diversos tipos 

de cânceres, tais como, a metilação e acetilação com carcinomas de ovário, 

Adenocarcinoma esofágico, Adenocarcinoma da Bexiga e Carcinoma gástrico, 

Câncer de pulmão, linfoma de Burkitt, meduloblastoma, Adenocarcinoma 

pancreático, Melanoma, ou até mesmo a metilação e a fosforilação com 

carcinoma de células escamosas de boca, dentre outros (Chakravarthi et al, 

2016 Chen et al, 2013). O reconhecimento dessas alterações está facilitando a 

melhor compreensão do processo de carcinogênese, diagnóstico e terapêutica 

dessas lesões (Chakravarthi et al, 2016)

Entretanto, ao abordar neoplasias odontogênicas, observa-se que o 

desconhecimento dessas alterações ainda impera. Dessa forma, o 

reconhecimento das alterações nesses tumores se faz necessária para melhor 

compreensão do processo de carcinogênese, na identificação de características 

para o diagnóstico precoce e definição de casos agressivos e de melhores 

terapêuticas aos pacientes. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a 

expressão de antígenos relacionados a acetilação (H3K9ac; H4K12ac), 

metilação (H3K36me3) e fosforilação (H3S10ph) de histonas, em amostras de 

tumores odontogênicos benignos (AAD, AME, TOA, TOCC e TOEC) e malignos
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(CAME, COCC e COCF), comparando a reatividade imunoistoquímica entre as 

lesões.

1.1 Tumores Odontogênicos

Os tumores odontogênicos são lesões neoplásicas raras de difícil 

diagnóstico e terapêutica desafiadora, que compreendem 2,5% de todas as 

lesões biopsiadas nos consultórios odontológicos (Mosqueda-Taylor et al, 1997). 

São neoplasmas derivados dos tecidos epiteliais ou ectomesenquimais, que dão 

origem aos elementos dentais (Henriques et al, 2009) e constituem um grupo 

heterogêneo de lesões com características histopatológicas e manifestações 

clínicas diversas. O comportamento biológico destas lesões inclui proliferações 

hamartomatosas, tumores benignos não-agressivos, agressivos e tumores 

malignos (Henriques et al, 2009).

Com base na combinação de elementos histológicos que compõem essas 

lesões, os tumores odontogênicos benignos são classificados em 3 categorias: 

(1) tumores epiteliais odontogênicos sem ectomesenquima odontogênico; (2) 

tumores epiteliais odontogênicos com ectomesenquima odontogênico; e (3) 

tumores ectomesenquimais odontogênicos com ou sem epitélio (Barnes et al, 

2005).

Os tumores odontogênicos benignos primários dos maxilares podem 

surgir a partir de remanescentes epiteliais odontogênicos dentro do segmento 

alveolar, assim como os tumores odontogênicos malignos, os quais também 

podemsurgir a partir da transformação ou degeneração de lesões benignas 

(Goldenberg et al, 2004).

1.1.1 Ameloblastoma (AME)

Dentre os tumores de origem odontogênica, o segundo mais incidente, 

ficando atrás somente do odontoma é o ameloblastoma, o qual representa 30% 

de todos os tumores odontogênicos diagnosticados (Jones & Franklin 2006; 

Jordan et al, 2009).

Ameloblastoma é um tumor odontogênico raro que fora descrito em 1827 

por Cusack, sendo batizado apenas em 1885 pelo médico francês Louis-Charles 

Malassez, pelo nome de Adamantioma (Malassez, 1885). Apenas em 1930, Ivey
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e Churchill cunharam o termo Ameloblastoma para se referir a lesão 

(Bhandarwar et al, 2012).

A Organização Mundial de Saúde (OMS) o define como uma neoplasia 

polimórfica localmente invasiva, que muitas vezes tem um padrão folicular ou 

plexiforme em um estroma fibroso (Takata, 2005).

É caracterizado um comportamento benigno, mas localmente invasivo 

com uma alta taxa de recorrência. A lesão parece surgir a partir de 

remanescentes da lâmina dental que podem ser encontrados na gengiva, osso 

alveolar, ápices dos dentes, e paredes foliculares de dentes inclusos (Gardner, 

2005; Figueiredo, 2015).

Observa-se que o ameloblastoma, acomete principalmente a região 

posterior do osso mandibular (quatro vezes mais que a maxila). Esta neoplasia 

geralmente não causa dor e cresce lentamente, fazendo com que ocorra a 

expansão do osso. Tumores em estágios iniciais são assintomáticos. Mais 

comumente, os tumores em estágios mais avançados irão levar a expansão 

volumétrica, dor e por vezes parestesia (Milman et al, 2016).

Macroscopicamente a lesão pode se apresentar como um tumor 

cavernoso, aveludado com um fino revestimento. Por vezes observa-se inclusive 

ausência de cápsula tumoral. O tumor é preenchido por uma massa banca- 

acinzentada ou substância gelatinosa. Reabsorção e deslocamento dentário 

também é um fato comumente encontrado. Reabsorção óssea em níveis 

variados também pode ocorrer, podendo inclusive levar a perfuração da cortical. 

Quando presente em maxila, sua expansão pode ocasionar obliteração do seio 

maxilar (Gardner, 2005; Masthan et al, 2015; Milman et al, 2016).

Gardner et al, 2005 categorizou os ameloblastomas em quatro tipos, 

baseando-se no padrão de comportamento, localização anatômica, 

características histológicas e aparência radiográfica da lesão. Dessa forma, 

foram criadas 4 categorias: sólido (multicística) (86% das lesões), unicístico 

(13% das lesões), desmoplásico e variedades periféricas (1% das lesões). As 

três primeiras são intraósseas / centrais, enquanto a variante periférica é 

extraóssea (Waldron et al, 2002; Sapp et al, 2004; Gardner et al, 2005).
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Há ainda a existência de uma classificação que se baseia exclusivamente 

nas características histológicas da lesão. Quanto a essa classificação, observa- 

se a existência de seis diferentes variantes, as quais são: celular granular, de 

células basais, plexiforme, folicular e acantomatosa (Gardner et al, 2005; Loyola 

et al, 2015). É importante ressaltar que um terço dos tipos histológicos da lesão 

são de variedade plexiforme; e que diferentes tipos histológicos podem coexistir 

na mesma lesão (Gardner et al, 2005).

O ameloblastoma periférico ou extraósseo é uma lesão rara, que ocorre 

na gengiva (Masthan et al, 2015; Milman et al, 2016). Estas lesões parecem 

surgir a partir de qualquer remanescente da lâmina dental dentro da gengiva ou 

do epitélio de superfície (Gardner, 1977; Shetty, 2005). É considerado um tumor 

benigno e não apresenta imagem radiográfica, uma vez que não leva a 

comprometimento ósseo. A falta de penetração óssea do tumor pode ser devido 

a uma barreira criada pelo tecido fibroso da gengiva e periósteo (Gardner, 1996). 

Poucos casos têm mostrado algum envolvimento ósseo, quando isso ocorre, é 

referido como um processo de escavação ou saucerização.

Quando visto ao microscópio (Quadro 1), observa-se crescimento 

ameloblástico sob uma camada de epitélio escamoso sobrejacente. As 

transições de crescimento ameloblástico para ilhas tumorais, consistem de uma 

massa central de células semelhantes ao retículo-estrelado, ligadas de forma 

bastante frouxa (Pekiner et al, 2007).

AME periférico é menos invasivo que suas contrapartes intraósseas. A 

excisão cirúrgica com margem de segurança é o tratamento de escolha para a 

lesão. Ao contrário dos ameloblastomas intraósseos, a recorrência após excisão 

cirúrgica não é comum (Ficara 1987).

O ameloblastoma desmoplásico (AD) foi inicialmente relatado por 

Eversole e colaboradores, no ano de 1984, como um "Ameloblastoma com 

Desmoplasia pronunciada” (Eversole, et al, 1984).

É um tumor benigno, localmente invasivo (Waldron et al, 1987; Philipsen 

et al, 2001), que surge em regiões anteriores, principalmente de maxila, por volta 

da 3-5 décadas de vida, e que não apresenta predileção por sexo (Philipsen et 

al, 2001; Desai et al, 2006). Exames de imagem retratam áreas de radiopacidade
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refletindo o aspecto osteolítico da lesão (Masthan et al, 2015). Isso ocorre em 

contraste as demais formas de imagem dos outros tipos de ameloblastoma 

(Philipsen et al, 2001). Abordagen cirúrgica com margens de segurança é a 

forma de escolha para tratamento da lesão (Lamichhane et al, 2016).

O ameloblastoma multicístico é o subtipo mais comum do tumor, sendo 

responsável por 10% de todos os tumores odontogênicos mandibulares (Milman 

et al, 2016). A maioria dos casos de AME multicístico/sólido são diagnosticados 

em indivíduos com idade variando entre 30 e 60 anos, sendo de baixa 

prevalência abaixo dos 20 anos de idade (Fregnani et al, 2010).

80% dos casos ocorrem na mandíbula, com uma grande predileção pela 

região posterior do osso. Em países Africanos, observa-se uma maior incidência 

na região anterior da mandíbula, em região de sínfise (Chidzonga, 1996). Lesões 

pequenas são assintomáticas. Já grandes lesões podem levar a tumefação 

facial, alteração da oclusão, dor, parestesia, mobilidade dentária, perda de 

dentes, obstrução nasal e doença periodontal (Milman et al, 2016). Sangramento 

por vezes também pode ser observado (Abayom et al, 1993). A expansão óssea 

tanto vestibular, quanto lingual é mais comum no AME sólido/múlticístico que em 

outros tumores odontogênicos (Hertog et al, 2010). Ao exame de imagem 

observa-se uma radiolucência uni ou multilocular, sendo descrita como aspecto 

de "bolhas de sabão”, por vezes relacionado a um dente incluso (Wood et al, 

2007).

Histologicamente (Quadro 1), ameloblastoma multicística/sólido se 

apresenta com padrão folicular ou plexiforme. De forma geral a lesão é 

caracterizada pela ocorrência de ilhas, cordões e configurações irregulares de 

epitélio tumoral, que consiste de uma massa central de células que se 

assemelham ao retículo estrelado rodeado por uma camada de células cubóides 

ou colunares, semelhante à pré-ameloblastos (Gardner et al, 2005).

Essa variante tende a infiltrar-se nas trabéculas do osso esponjoso, dessa 

forma, apesar de curetagem precisas, a incidência de taxas de recorrência é de 

até 90%, sendo assim, a ressecção em bloco com posterior reconstrução 

utilizando enxertos de ilíaco e fíbula estabilizadas por meio de placas de titâneo

25



é a forma de escolha para tratamento dessa variante (Chapelle et al, 2004; 

Masthan et al, 2015; Milman et al, 2016).

AME unicístico foi pela primeira vez descrito por Robinson e Martinez 

(Robinson et al, 1977). É caracterizado pela proliferação de epitélio 

ameloblastomatoso que pode ser confinado ao revestimento da cavidade cística, 

ou pode apresentar um crescimento ou proliferação intraluminal mural (Reichart 

et al, 2004).

Ameloblastomas unicísticos podem ser originários de epitélio reduzido do 

esmalte; ou como resultado da transformação de cisto dentígero em 

ameloblastoma unicístico (15-25 % dos casos); ou até mesmo como resultado 

de degeneração cística do ameloblastoma sólido / multicística (Marx et al, 2003; 

Bajpai et al, 2013).

A literatura sugere que o ameloblastoma unicístico deva ser tratado de 

forma conservadora em comparação ao ameloblastomas sólidos/multicístico 

uma vez que eles exibem um comportamento biológico menos agressivo. No 

entanto, contrariamente a esta crença, de acordo com Gupta et al, 2011, Gardner 

em seu capítulo que trata sobre ameloblastomas no "Blue Book”, da OMS, 

sugeriu que as três variantes histológicas de exibição do ameloblastoma 

unicístico possuem um comportamento biológico diferente. O tipo mural 

apresenta comportamento mais agressivo, em comparação com as variantes 

luminais e intraluminais (Gupta et al, 2011). Assim, a possibilidade de prever a 

recorrência de um ameloblastoma antes da cirurgia iria permitir o ajustamento 

do plano de tratamento para cada caso (Bueno et al, 2007).

Quanto as características clínicas da lesão, observa-se que o AME 

unicistico é em cerca de 80% dos casos associado a um dente não erupcionado, 

em especial o terceiro molar. Acomete predominantemente indivíduos em idade 

pediátrica ou adolescência. Pode por vezes levar a expansão óssea. 

Radiograficamente, se assemelha bastante a imagem de um cisto, havendo a 

necessidade de diagnóstico diferencial para a lesão, em especial o cisto 

dentígero (Ackermann et al, 1988; Philipsen et al, 1998; Milman et al, 2016).
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O diagnóstico diferencial, dínicoradiográfico para o AME, deve ser 

considerado para algumas lesões, dentre as quais podemos citar o tumor 

odontogênico epitelial odontogênico (TOEC), Tumor Odontogênico 

Queratocístico (TOQ), Cisto Dentígero, granuloma central de células gigantes 

(GCCG) e mixoma odontogênico. Para tal, devem ser consideradas algumas 

características como idade, local, multilocularidade da lesão, e dentes 

impactados (White et al, 2004).

É importante ressaltar que estudos têm tentado definir marcadores de 

diagnóstico para o tumor, tais como marcadores de adesão e migração celular, 

por exemplo CD 118, caderinas (Brieher et al, 2013; Nagi et al, 2016), 

marcadores moleculares envolvidos no processo de proliferação celular, tais 

como p16, Ciclina D1, marcador de proliferação celular nuclear (PCNA) e Ki-67, 

marcadores de apoptose Fator de necrose tumoral (TNF) e supressores de tumor 

(p53, por exemplo) (Kumamoto et al, 2004; Naigi et al, 2016), além do estudo 

das vias de sinalização WNT e Sonic Hedgehog (SHH) (Kumamoto et al, 2004; 

Kumamoto et al, 2005; Naigi et al, 2016).

Em 2014, trabalhos identificaram mutações recorrentes de Proteína- 

quinases ativadas por mitógenos (MAPK) e (Smoothened) SMO no tumor (Brown 

et al, 2014; Sweeney et al, 2014). Essas mutações estão presentes em 

numerosas neoplasias, inclusive em tumores odontogênicos, tais como o CAME, 

odontoameloblastoma, COCC, TOA, TOQ, TOCC, TOEC, fibroma dontogênico 

e mixoma odontogênico, fato que nos faz acreditar que tumores ameloblásticos 

são um grupo distinto de tumores odontogênicos com anormalidades genéticas 

características (Brown et al, 2014; Brown et al, 2015).
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Quadro 1. Aspectos histológicos das variantes do Ameloblastoma, OMS, 2005

A m elob lastom a
Sólido /M últic ís tico E xtraósseo /P eriférico D esm oplás ico U nicístico
Padrão fo lic u la r : Ilhas de epité lio  
odontogên ico  dentro de um estrom a 
fibroso.
A s cé lu las basais destas ilhas são 
co lunares, h ipercrom áticas, e 
o rgan izadas em paliçada. 
Norm alm ente  seus núcleos são 
deslocados para longe a partir da 
m em brana, e seu c itop lasm a é 
gera lm ente  vacuolizado. As célu las 
centra is podem ser livrem ente 
d ispostas, assem elhando-se  ao 
re tículo  estrelado. Célu las fantasm as 
podem  ser observadas. 
Padrão p lex ifo rm e : Célu las basais 
d ispostas em cordões anastom osados 
com um retículo estre lado discreto. O 
estrom a é gera lm ente  delicado, 
frequentem ente  com áreas 
apresentando degeneração cística. 
Para am bos os padrões h istológicos, 
a tiv idade m itó tica e p leom orfism o 
ce lu la r raram ente  são notados.

Epité lio  odontogên ico  
com os m esm os tipos e 
padrões de cé lu las que 
podem  ser 
encontrados em um 
AM E
sólido/m últicíscito . 
C élu las escam osas 
nas áreas 
acantom atosas da 
lesão podem  m ostra r a 
fo rm ação de cé lu las 
fantasm as. Presença 
de cé lu las claras 
podem  ocorrer, 
em bora se ja  um 
achado raro.

Estrom a 
dom inante, 
com prim indo os 
com ponentes 
epite lia is 
odontogênicos. 
Ilhas epite lia is do 
tum or são m uito 
irregu lares e 
b izarras em form a 
de pontas, e 
aparência  
estrelada. 
M icrocistos podem 
ocorre r de form a 
centra lizada. 
A lte rações 
m ixoides do 
estrom a são 
encontradas.

Padrão lum inal:
Lesão cística 
revestida por epité lio  
am elob lastom atoso. 
Extensões
in tra lum inais podem 
ocorrer. Não há 
qua lquer in filtração 
do tum or na parede 
fibrosa.
Padrão Mural:
Parede do cisto  é 
in filtrada pelo epité lio  
am elob lastom atoso, 
podendo apresentar 
padrão fo licu la r ou 
p lexiform e. Por 
vezes, am bas as 
variantes podem 
ocorre r na m esm a 
lesão.

1.1.2 Tumor Odontogênico Adenomatóide (TOA)

O tumor odontogênico adenomatóide (TOA) é uma lesão benigna 

hamartomatosa não-invasiva, a qual foi primeiramente descrita por Steensland 

em 1905 (Jing et al, 2007), sendo descrito como pseudoadenoameloblastoma 

por Dreibladt em 1907 (Koma et al, 2011).

A distinção entre o TOA e outros tumores odontogênicos, em particular do 

ameloblastoma, foi problemática por décadas, como pode ser verificado pelo 

número de termos utilizados previamente ao atual (Unal et al, 1995; Gomez et 

al, 2013).
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Unal et al, 1995, produziu um pequeno histórico sobre a nomenclatura da 

lesão, onde afirma que Stafne em 1948 considerava o TOA como uma entidade 

distinta, enquanto outros acreditavam ser uma variante do ameloblastoma (Rick 

2004; Rashmi et al, 2009). Em 1969, Philipsen e Birn recusaram este 

pensamento e sugeriram o nome de "tumor odontogênico adenomatóide”. Em 

1971, a Organização Mundial de Saúde (OMS) adotou o termo criado pelos 

pesquisadores. Max e Stern, em 2003, cunharam o termo "cisto odontogênico 

adenomatóide" (Rick, 2004). Vários termos como adenoameloblastoma, tumor 

adenomatoide ameloblastico, adamantinoma, e odontoma teratomatosos foram 

usadas antes de TOA (Rick, 2004).

Atualmente, o TOA é definido pela OMS como sendo uma lesão benigna 

composta por um epitélio odontogênico em uma variedade de padrões 

arquiteturais, incorporado em um estroma de tecido conjuntivo maduro e 

caracterizado por um crescimento lento, mas progressivo (Philipsen, 2005).

Observa-se que a lesão possui uma etiopatogenia ainda incerta e 

controversa, sendo considerada como uma conseqüência do desenvolvimento 

ou um hamartoma enquanto outros consideram-na como um grande crescimento 

neoplásico do epitélio odontogênico (Pindborg, 1971; Kramer, 1992; Dayi et al, 

1997; Philipsen et al, 1998; Philipsen, 2005).

O TOA é responsável por 2-7% de todos os tumores odontogênicos 

(Philipsen, 2005), possuindo três variantes, conhecidas como folicular, extra- 

folicular e periférica. Todas essas variantes mostram comportamento biológico 

benigno e quase todas são encapsuladas. A variante folicular é a mais comum, 

a mesma envolve um dente incluso em particular os caninos, que juntos 

respondem por 60% dos casos; os caninos superiores sozinhos são 

responsáveis por 40%, sendo muitas vezes confundida com um cisto dentígero 

(Philipsen et al, 1991; Rick 2004; Angiero et al, 2013). A variante periférica surge 

como um fibroma gengival, quase exclusivamente na gengiva maxilar anterior 

(Dayi et al, 1997; Handschel et al, 2005).

Estas 3 variantes da lesão são distinguíveis. O subtipo do TOA é baseado 

em achados clínicos e radiográficos. O padrão folicular (intraóssea) é de longe o 

tipo de crescimento mais frequente do tumor (Singh et al, 2012).
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TOA tem sido relatado em pacientes com idades variando entre 3-82 

anos, com mais de dois terços dos casos diagnosticados entre os 10-19 anos 

(Rick, 2004; Handschel et al, 2005). A localização anatômica e a predileção por 

sexo parecem depender da idade de ocorrência, uma vez que observamos uma 

incidência duas vezes maior em maxila antes da idade dos 30 anos e o mesmo 

é observado para a mandíbula após os 30 (Rick, 2004; Handschel et al, 2005).

No geral, TOA acomete cerca de duas vezes mais indivíduos do sexo 

feminino. No entanto, após a 4a década de vida, observa-se uma inversão dessa 

proporção (Philipsen et al, 1998; Handschel et al, 2005; Philipsen, 2005). Embora 

95% dos casos sejam intraósseos, quando estes ocorrem de forma extraóssea, 

na gengiva, a razão mulher/homem salta para 14:1 (Kramer, 1992; Philipsen et 

al, 1998; Motamedi et al, 2005; Garg et al, 2009; Deepti et al, 2009).

Devido ao crescimento lento e natureza geralmente assintomático da 

lesão a maioria dos pacientes tolera o crescimento por anos, até que este 

produza uma deformidade e desconforto significativo. Tipicamente, o tumor 

possui de 3-4 cm de diâmetro máximo em sua apresentação clínica (Bulut et al, 

2001).

Radiograficamente, o tumor apresenta-se de forma radiolúcida unilocular 

com limites bem definidos, contornando a coroa de um dente incluso (variante 

folicular intraóssea), formando dessa forma, uma imagem indistinguível de um 

cisto folicular (Li et al, 2013). Radiopacidades em torno do dente incluso podem 

ser encontradas em TOA e são consideradas como um achado característico, 

embora não patognomônico da lesão (Reichart et al, 2004; Rick, 2004). Cerca 

de 70% das imagens radiográficas dos tumores Odontogênicos Adenomatóides 

possuem essa característica (Handschel et al, 2005; Reichart et al, 2008).

De fato, os achados radiográficos da lesão freqüentemente compartilham 

características de outras lesões odontogênicas, como o cisto dentígero, cisto 

odontogênico calcificante ou até mesmo de lesões tumorais, como o 

ameloblastoma, tumor odontogênico queratocístico, ou de uma doença 

periapical (Angiero et al, 2013).
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O Tumor odontogênico adenomatóide tem características citológicas 

semelhantes a vários componentes do órgão do esmalte, lâmina dentária, 

epitélio reduzido do esmalte e seus restos (Garg et al, 2009). 

Histopatologicamente, TOA é um tumor epitelial odontogênica puro sem indução, 

apresenta uma histomorfologia distinta que apresenta uma consistência notável 

tornando o seu diagnóstico fácil e não ambíguo (Tahsinoglu 1980; Philipsen et 

al., 1998).

A histologia distinta do TOA é constituída por uma proliferação epitelial 

nodular contendo espaços pequenos, semelhantes a ductos revestidos por 

células epiteliais cubóides que mostram polaridade nuclear inversa (Philipsen et 

al, 1991; Philipsen et al, 1998, Philipsen, 2005).

Embora o tumor tenha sido tradicionalmente classificado como uma lesão 

de células epiteliais, ao invés de uma origem embrionária mesenquimal, a 

presença de elementos de tecidos duros tem sido bem documentada. Anéis 

concêntricos de material calcificado, dentina displásica, material dentinóide, e 

osteodentina, foram relatados em quantidades variáveis (Kramer, 1992; 

Philipsen et al, 1998; De Matos et al, 2012).

O diagnóstico diferencial da lesão é crucial em termos de tratamento 

cirúrgico. A simples excisão cirúrgica com enucleação e curetagem é suficiente 

para uma abordagem terapêutica adequada. Recorrências são raras (Philipsen, 

2005; Segundo et al, 2008; Kamal et al, 2014).

1.1.3 Tumor Odontogênico Cístico Calcificante (TOCC)

O TOCC foi inicialmente descrito como uma entidade patológica cística 

distinta por Gorlin em 1962, como um possível análogo bucal do epitelioma 

calcificante de Malherbe (pilomatricoma ou pilomatrixoma), devido à presença 

da queratinização celular que se expressa como células fantasmas, presentes 

em ambas as lesões. Naquela ocasião, recebeu o nome de cisto odontogênico 

calcificante (COC) (Gorlin et al, 1962).

Desde então, houve na literatura uma grande controvérsia sobre a 

terminologia e classificação da lesão. Em 1992, a OMS classificou o COC, como
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um neoplasma, entretanto, confirmou que a maioria dos casos da lesão se 

manifestam como lesões císticas (Kramer, 1992). Tendo em vista essa 

dualidade, muitas terminologias diferentes foram aplicadas a lesão (Toida, 

1998).

Após vários estudos sobre a apresentação e comportamento do Cisto 

Odontogênico Calcificante, em 2005, em sua nova publicação acerca dos 

tumores de cabeça e pescoço, a OMS propôs uma classificação histológica dos 

tumores odontogênicos em que o COC passou então definido como um "Tumor 

Odontogênico Cístico Calcificante" (TOCC) (Ledesma-Montes et al, 2007).

Esta lesão é rara e representa cerca de 0,03% das lesões de biopsiadas 

e menos de 2% de todos os cistos e tumores odontogênicos (Swan, et al, 1985; 

Praetorius, 2005; Shear et al, 2007). Clinicamente apresenta-se como um 

crescimento lento e indolor, afetando igualmente o osso maxilar e mandibular, 

com uma ligeira predileção pela região anterior dos ossos gnáticos (Li et al, 2003; 

Fregnani et al, 2003; Chindasombatjaroen et al, 2012). As lesões extra-ósseas 

são bem definidas com coloração semelhante a mucosa, com um diâmetro 

aproximado de 4 cm (Praetorius, 2005).

Existem relatos de acometimento de indivíduos cuja faixa etária varia de 

5 a 92 anos de idade (Praetorius, 2005), com uma maior incidência variando 

entre a segunda e sexta décadas de vida (Rushton et al, 1997; Orsini et al, 2002; 

Reyes et al, 2007). Não há predileção por raça ou sexo (Praetorius, 2005).

Radiograficamente, observa-se uma imagem radiolúcida unilocular (Sapp 

et al, 1998; Praetorius, 2005; lida et al, 2006) sendo que, por vezes imagens 

multiloculares são observadas (Erasmus et al, 2002). Essas imagens mostram 

limites bem circunscritos, apresentando áreas radiopacas difusas. (Sapp et al, 

1998). Em pacientes mais jovens as lesões podem ser confundidas com um 

odontoma em desenvolvimento ou com um fibroodontoma ameloblástico (Sapp 

et al, 1998). Em cerca de um terço dos casos, a lesão está associada a um dente 

impactado, na maioria das vezes um canino (Chindasombatjaroen et al, 2012).

Ao microscópio, pode-se observar uma parede da lesão revestida por uma 

fina camada de epitélio ameloblastomatoso com a formação de células 

fantasmas. Estas células fantasmas podem sofrer calcificação. Uma proliferação
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de epitélio odontogênico no tecido conjuntivo adjacente e a presença de dentina 

displásica pode também ser observada (Praetorius, 2005; Chindasombatjaroen 

et al, 2012).

A abordagem terapêutica indicada para o Tumor Odontogênico Cístico 

Calcificante é a simples enucleação da lesão. Recorrências têm sido relatados, 

o que leva alguns estudiosos a advogarem uma abordagem mais agressiva da 

lesão (Moleri et al, 2002; Rodrigues et al, 2003). Existem casos relatados de 

transformação maligna, após múltiplas recorrências (Li et al, 2009). Dessa forma, 

um acompanhamento de longo prazo é importante.

1.1.4 Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante (TOEC)

O tumor odontogênico epitelial calcificante (TOEC) é um tumor 

odontogênico benigno raro que ocorre nos ossos gnáticos. Em 1946, Thoma e 

Goldman o identificaram como uma neoplasia resultante do epitélio 

odontogênico (Thoma et al, 1946).

Mais tarde, em 1955, o patologista holandês Jens Jorgen Pindborg 

reconheceu-o como uma entidade distinta, quando afirma que estava diante de 

uma lesão oriunda do epitélio odontogênico que apresentava algumas 

calcificações. Em homenagem a esse estudioso, esta lesão foi então batizada 

como tumor de Pindborg (Reichart et al, 2004; Shekarkhan et al, 2005).

Embora se verifique que TOEC surja a partir dos componentes epiteliais 

do órgão do esmalte, ainda não se sabe se o estrato intermediário, os restos da 

lâmina dentária ou o epitélio reduzido do esmalte estão envolvidos na etiologia 

do tumor, dessa forma, pode-se afirmar que se trata de uma lesão com etiologia 

ainda incerta (Praetorius, 2005; Bridle et al, 2006)

O Tumor epitelial odontogênico calcificante (TOEC) é uma lesão rara, com 

uma frequência de ocorrência que varia de 0,1 a 1,8% entre todos os tumores 

odontogênicos. (Kaplan et al, 2001; Praetorius, 2005)
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É definida como uma neoplasia oriunda do epitélio odontogênico, 

localmente invasiva, caracterizada pela presença de material amiloide que pode 

tornar-se calcificado (Praetorius, 2005). O modo mais comum de apresentação 

é como uma massa intraóssea de crescimento lento na mandíbula entre a quarta 

e quinta década de vida. Não há predileção por sexo. A etiologia é desconhecida, 

e não há fatores predisponentes identificados.

TOEC possui uma apresentação intraóssea (central) ou extra-ósseo 

(periférica). (Philipsen et al, 2000). O subtipo intra-ósseo afeta mais comumente 

a região de pré-molares do osso mandibular, sendo maiores e mais agressivos 

que as lesões periféricas, podendo chegar até quatro centímetros de diâmetro 

(Philipsen et al, 2000; Palatino et al, 2005). Já o subtipo periférico do tumor, na 

maior parte dos casos, atinge menos que dois centímetros de diâmetro, e 

acomete principalmente a gengiva anterior da mandíbula, o que pode confundir 

o diagnóstico, levando o clínico a acreditar estar diante de algum tipo de epúlide 

(Philipsen et al, 2000; Gopalakrishnan et al, 2006).

De forma geral, trata-se de uma lesão assintomática e de crescimento 

lento, sem predileção por sexo que acomete principalmente o osso mandibular, 

numa proporção de 2:1 com a maxila, acometendo principalmente indivíduos 

com idade entre 30-50 anos (Praetorius, 2005; Gopalakrishnan et al, 2006; Singh 

et al, 2011; Whitt et al, 2012; Lin et al, 2013).

Radiograficamente o TOEC é descrito como uma lesão unilocular, que 

apresenta manchas radiopacas em torno da coroa de um dente incluso, podendo 

lembrar um cisto dentígero (Kaplan et al, 2001). No entanto, as características 

de imagem da lesão podem apresentar grande oscilação, variando desde uma 

imagem radiolúcida uniforme até uma lesão radiopaca mista, com limites mal- 

definidos ou margens distintas. (Philipsen et al, 2000; Venkateswarlu et al, 2012). 

À medida que a lesão aumenta, a mesma pode perder seu aspecto uniloculado 

tornando-se multilocular, devido a destruição óssea e calcificação tumoral, 

passando a possuir características de favo de mel (Sahni et al, 2012).

O diagnóstico diferencial de TOEC deve incluir tumor odontogênico 

adenomatoide (TOA), cistos odontogênicos calcificantes (COC), fibro odontoma 

ameloblastico (AFO) além do odontoma (Kramer, 1992).
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Ao microscópio, observa-se a presença de lençóis, cordões ou ninhos de 

células tumorais epiteliais poliédricas exibindo pleomorfismo nuclear e 

citoplasma eosinofílico, sem mitoses anormais, no tecido conjuntivo fibroso 

maduro, além de um material acelular eosinofílico hialino homogêneo contendo 

amiloide, o que pode ser confirmado por coloração positiva para Vermelho 

Congo e calcificações distróficas dentro do material hialino, muitas vezes 

dispostas em anéis concêntricos (anéis Liesegang), os quais são características 

patognomônicas do tumor (Kramer, 1992; Philipsen et al, 2000; Mujib et al, 2012; 

Kaushal et al, 2012; Whitt et al, 2012).

Inúmeras modalidades de tratamento cirúrgico são sugeridas, para a 

abordagem terapêutica da lesão. Pequenas lesões mandibulares intraósseas 

com bordas bem definidas são tratadas por enucleação ou simples curetagem, 

seguido por remoção cuidadosa de uma fina camada de osso adjacente ao tumor 

(Whitt et al, 2012). Tumores grandes requerem abordagem agressiva por 

ressecção segmentar (Bouckaert et al, 2000; Philipsen et al, 2000; Singh et al, 

2012; Pereira et al, 2013). A taxa de recorrência varia de 10-20% após o 

tratamento, assim um maior período de acompanhamento é importante 

(Goldenberg et al, 2004; Sahni et al, 2012).

1.1.5 Ameloblastoma Adenóide (AAD)

No ano de 1994, Brannon descreveu uma neoplasia caracterizada pela 

presença de um parênquima cujos aspectos histopatológicos sobrepunham 

aqueles do Tumor Odontogêncio Adenomatóide e do AME (Brannon, 1994). 

Além disso, observou-se deposição de dentinóide, levando o autor a cunhar o 

termo Ameloblastoma Adenóide (AAD), e a considerá-la como uma variante 

agressiva de AME, sendo considerado uma neoplasia (Brannon, 1994; Loyola et 

al, 2015).

Essa lesão, está presente em uma vasta faixa etária, havendo relatos de 

casos, que variam desde a segunda até a oitava décadas de vida. O AAD afeta 

predominantemente a maxila de indivíduos do sexo masculino (Loyola et al, 

2015).
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Clinicamente o tumor se apresenta como um volume persistente, 

geralmente sem dor e / ou dormência, sendo a abordagem cirúrgica a principal 

forma de tratamento descrita, para os casos até então descritos (Ghasemi- 

Moridani et al, 2008; Loyola et al, 2015). Há relatos em que se lançou mão da 

radioterapia como terapêutica adjuvante, devido ao envolvimento das margens 

da lesão (Loyola et al, 2015).

Altas taxas de recorrência são descritas, para o tumor, cerca de 70% dos 

casos, possivelmente devido a prevalência da lesão em maxila, onde é mais 

difícil de se fazer uma ressecção com margens de segurança (Loyola et al, 

2015).

Histologicamente, a lesão apresenta arranjos foliculares e / ou plexiformes 

de epitélio odontogênico apresentarem áreas que lembram TOA, ou seja, a 

presença de pseudoductos rodeados por células cilíndricas em paliçada (Saxena 

et al, 2012; Ghasemi-Moridani et al, 2008; Sanone et al, 2011; Kumar et al, 2013).

De modo importante, as células dos pseudoductos que limitam os arranjos 

foliculares e plexiformes devem satisfazer principalmente os critérios 

morfológicos de Vickers e de Gorlin (1970), os quais caracterizam o processo de 

diferenciação ameloblastomatosa (Vickers & Gorlin, 1970).

Outros achados histológicos do AAD, podem incluir calcificações 

parenquimatosas, aglomerados de células fantasmas, presença de células 

claras, perda focal de diferenciação ameloblastos-like, degeneração mucóide 

dentro dos pseudoductos, e material dentinoide (Ghasemi-Moridani et al, 2008; 

Sanone et al, 2011; Saxena et al, 2012; Kumar et al, 2013).

Quanto aos aspectos imuno-histoquimicas da lesão, os principais 

marcadores são: citoqueratinas, p53 e p16, MDM2, entretanto, esses 

marcadores, apresentam pouco valor quando utilizados para distinguir um AAD 

de outras lesões com diferenciação ameloblástica (Kumamoto et al, 2001; 

Sharifi-Sistani et al, 2011; Pal et al, 2013; Loyola et al, 2015), fazendo-se 

necessária a investigação de novos marcadores que caminhem nesse sentido.

1.2 Carcinomas Odontogênicos

36



1.2.1 Carcinoma Ameloblástico (CAME)

Em sua última atualização da classificação dos tumores de cabeça e 

pescoço (2005), a Organização Mundial da Saúde (OMS), classifica como 

carcinomas de origem odontogênica os chamados Ameloblastoma 

Metastatizante, o Carcinoma Ameloblastico (CAME), carcinoma intraóssea 

primário, Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas (COCF), além do 

Carcinoma Odontogênico de Células Claras (COCC) (Sciubba, 2005).

É definida como uma malignidade odontogênica rara que combina 

características histológicas de ameloblastoma com características citológicas de 

malignidade. As metástases dessa lesão podem ocorrer, em especial para os 

pulmões ou para os linfonodos regionais, embora metástases ósseas, para o 

fígado e cérebro, também possam ocorrer (Slootweg et al, 1984; Datta et al, 

2003; Sciubba et al, 2005; Li et al, 2014; Loyola et al, 2016). O termo Carcinoma 

Ameloblástico foi introduzido por Shaffer (Shaffer, 1974). Essa lesão pode surgir 

como resultado de alterações malignas em um ameloblastoma benigno 

preexistente (carcinoma ex-ameloblastoma, tipo secundário) ou pode se 

desenvolver de novo como um Carcinoma Ameloblastico primário não precedido 

por um ameloblastoma simples (Sciubba, 2005).

O CAME é subdividido de duas formas: Primário, o qual se origina de novo 

e um tipo Secundário, resultante da transformação maligna do ameloblastoma. 

A maioria dos carcinomas ameloblásticas secundários resultam da 

transformação maligna de uma lesão primária após múltiplas recorrências 

(Benlyazid et al, 2007; Karakida et al, 2010).

Esta subclassificação distingue o CAME do chamado ameloblastoma 

maligno, o qual está associada com metástases, a pesar de manter 

características histológicas benignas, tanto no foco primário, quanto no foco 

metastático (Fonseca et al, 2016).

O Carcinoma Ameloblástico, acomete predominantemente a região 

posterior da mandíbula. Não há predileção por sexo aparente, embora alguns 

autores tenham descrito predominância no sexo masculino (Kruse et al, 2009; 

Loyola et al, 2016). A lesão parece não mostrar qualquer predileção por faixa 

etária, havendo relatos de acometimento em indivíduos cuja idade varia dos 15
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até os 84 anos (Simko et al, 1998; Fitzpatrick et al, 2015; Carreón-Burciaga et al, 

2015). A lesão manifesta-se clinicamente como aumento de volume localizado 

(sinal clínico mais comum), mas a dor, o crescimento rápido, e trismo e disfonia, 

os principais sintomas relatados (Suomalainen et al, 2006; Hall et al, 2007; Nai 

et al, 2011; Jensen et al, 2011; Pundir et al 2011; Loyola et al, 2016; Fonseca et 

al, 2016). Recorrência após ressecção é um acontecimento frequente (Sciubba, 

2005)

Os achados radiográficos do Carcinoma Ameloblástico incluem a 

presença de uma radiolucencia uni ou multilocular, mal definida, com reabsorção 

radicular do dente. Há esclerose marginal sem a formação de novo osso 

periosteal, além de perda da lâmina dura. As vezes observa-se a presença de 

radiopacidades focais (Loyola et al, 2016). Estas radiopacidades não são 

comuns no ameloblastoma, podendo resultar de necrose com sobreposição de 

calcificação distrófica, característica que tem sido relatada nos CAME (Gandy et 

al, 1992).

Como dito anteriormente, o Carcinoma Ameloblástico é determinado por 

características citológicas malignas em combinação com o padrão histológico 

global de um ameloblastoma. Observa-se que um grande pleomorfismo, com 

alta atividade mitótica, e necrose focal, além de invasão perineural e hipercromia 

nuclear podem estar presentes. A organização em paliçada da camada periférica 

e a polaridade nuclear invertida, também podem estar presentes. Uma estrutura 

semelhante ao retículo estrelado geralmente é encontrada. Espaços císticos 

revestidos por epitélio podem estar presentes (Sciuba, 2005; Nai et al, 2011; 

Jensen et al, 2011; Pundir et al, 2011; Fitzpatrick et al, 2015; Carreón-Burciaga 

et al, 2015; Fonseca et al, 2016; Loyola et al, 2016).

O diagnóstico do CAME é um tanto quanto desafiador, ainda mais quando 

consideramos a diferenciação ameloblástica e transições entre células claras e 

não-claras. Essa dificuldade pode ser exemplificada pelo achado de células 

claras serem observados tanto em casos de CAME, quanto de COCC (Loyola et 

al, 2016). Diante desses achados, Hall e seu grupo consideram o COCC como 

sendo um subtipo de células claras do CAME (Hall et al, 2007; Loyola et al, 

2016). Há ainda relatos de CAME com presença de células claras, deposição de
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dentinóide, calcificações e células fantasmas,o que têm dificultado e aumentado 

a complexidade do diagnóstico dessa lesão, em especial, o diagnóstico 

diferencial entre CAME, AAD, COCF e COCC (Loyola, et al, 2016).

Trabalhos já foram realizados no intuito de descobrirem possíveis 

marcadores de diagnóstico entre o CAME e o AME, entretanto ainda há a 

necessidade de se fazer essa mesma avaliação entre as diferentes lesões 

supracitadas (Bologna-Molina et al, 2009; Nobusawa et al, 2014; Loyola et al, 

2016.

Sendo uma doença rara, não há diretrizes de tratamento, no entanto, a 

terapêutica padrão preconizada é a ressecção cirúrgica completa da lesão, com 

esvaziamento cervical. A remoção precoce, agressiva e completa do tumor 

parece oferecer a melhor chance de sobrevivência, além, de apresentar menores 

taxas de recorrência (Hall et al, 2007; Kishore et al, 2015). Radioterapia parece 

não apresentar grande efeito sobre o tumor, uma vez que o mesmo parece ser 

radio resistente, assim como também a quimioterapia parece apresentar 

limitados benefícios quanto ao tratamento da lesão (Benlyazid et al, 2007; Abiko 

et al, 2007; Yazici et al, 2008; Yoon et al, 2009; Jensen et al, 2011). O 

acompanhamento após o término do tratamento deve ser prolongado, tendo em 

vista inclusive a impossibilidade de se definir um prognóstico, uma vez que ainda 

são limitadas as informações acerca do carcinoma (Casaroto et al, 2012).

1.2.2 Carcinoma Odontogênico de Células Claras (COCC)

Células claras podem estar presentes em diversos tumores e, 

normalmente, são o resultado de armazenamento intracelular de várias 

substâncias, por exemplo, glicogênio, mucina, lipídios, ou até mesmo pela 

escassez de organelas. Tumores de células claras, na região de cabeça e 

pescoço, são geralmente oriundos de glândulas salivares. (Macdonald et al, 

1997).

Estas células claras também podem estar presentes em algumas lesões 

odontogênicas, tais como o tumor epitelial odontogênico calcificante (TOEC) 

(Schmidt-Westhausen et al, 1992; Hicks et al, 1994), ameloblastoma além dos 

carcinomas odontogênicos (Hansen et al, 1985; Waldron et al, 1985). Esse fato
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não é surpresa, tendo em vista à sua origem a partir da lâmina dentária, que 

apresenta células claras como um de seus componentes (De Aguiar, et al, 1960).

Abordando de forma especial o grupo de lesões carcinomatosas de 

origem odontogênica, com componente de células claras, seus relatos ainda são 

recentes. Tudo começou em 1981, durante uma reunião internacional de 

Patologia Bucal, realizada em Gotemburgo, Suécia, onde o Dr. Gordon Rick 

apresentou um caso de um tumor mandibular que exibia comportamento clínico 

bastante agressivo. Histologicamente, o mesmo parecia ser de origem 

odontogênica, apresentando um componente de células claras. Ele batizou este 

tumor incomum como um Carcinoma Odontogênico de células claras (COCC). 

Esta foi a primeira descrição da entidade como um carcinoma (Bang et al, 1989).

Quatro anos depois, Hansen (Hansen et al, 1985) relataram 3 casos de 

um tumor localmente agressivo com um componente de células claras em 

destaque. Para esta lesão, os autores cunharam o nome tumor odontogênico de 

células claras. No mesmo ano Waldron descreveu duas lesões com as mesmas 

características, utilizando o termo ameloblastoma de células claras (Waldron, 

1985). Em 1989, Bang (Bang et al, 1989) relataram mais 3 casos de neoplasia 

com características idênticas às descritas por Hansen. No entanto, um dos 3 

casos havia sofrido metástase para um nódulo linfático regional, e os outros dois 

casos metastizado para os pulmões. Estas descobertas levaram os autores a 

propor uma alteração na nomenclatura da lesão de tumor odontogênico de 

células claras para Carcinoma Odontogênico de Células Claras (Bang et al, 

1989).

Em 1992, baseada em estudos que afirmavam que a lesão em questão 

apresentava um padrão histológico bifásico variando de plexiforme a folicular, 

com um extenso componente de células claras, a OMS classificou a lesão como 

um tumor benigno, denominado Tumor Odontogênico de Células Claras ou 

Ameloblastoma de Células Claras, sendo considerado uma variante agressiva 

do ameloblastoma (Waldron et al, 1985; Kramer, 1992).

Já em 2005, em sua nova classificação, a OMS reclassificou o COCC, 

agora como um tumor maligno de origem odontogênica, devido sua capacidade
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de crescimento agressivo e destrutivo, além de suas metástases pulmonares e 

linfonodais (Brinck et al, 2001; Kumar et al, 2003; Loyola et al, 2015).

Clinicamente observa-se um aumento progressivo de volume na região 

posterior da mandíbula principalmente de homens cuja idade varia por volta de 

20-64 anos de idade (Loyola et al, 2015). Pode haver também dor, sangramento, 

mobilidade dentária e perda ou alteração na sensibilidade do nervo alveolar 

inferior (Adamo et al, 2002; Bang, 2005; Werle et al, 2009; Kim et al, 2014). Aos 

exames radiográficos observa-se área radiolúcida osteolítica, por vezes bem, por 

vezes mal definida, podendo haver reabsorção radicular. Múltiplas perfurações 

corticais com aparente invasão de tecido mole também podem ser notadas 

(Brinck et al, 2001; Bang, 2005; Loyola et al, 2015).

Microscopicamente a lesão é composta por lóbulos e trabéculas de 

células neoplásicas situadas num estroma fibroso. Ostensiva diferenciação dos 

ameloblastos-like em torno das áreas centrais da lesão podem ser identificados. 

Há casos em que um padrão bifásico clássico, no qual a maioria das células 

tumorais se apresentam de forma cúbica com vacuolação clara a citoplasmas 

fracamente eosinofílicos. Remanescentes do retículo estrelado podem, também, 

ser observados. Moderado pleomorfismo celular, anisocitose, anisocariose, 

aumento do número de mitoses e hipercromatismo nuclear são encontrados no 

tumor (Bang, 2005; Bilodeau et al, 2013; Yancoskie et al, 2014; Loyola et al, 

2015).

Devido a semelhança microscópica com outras lesões com características 

de células claras, é importante se fazer um diagnóstico histológico diferencial. 

Dentre essas lesões podemos citar o ameloblastoma, TOEC, carcinoma de 

células escamosas (CEC), e tumores de glândulas salivares bem como certos 

tumores metastáticos, tal como carcinomas renais, uroteliais (Avninder et al, 

2006). Quanto a imuno-histoquimica, esses carcinomas são negativos para os 

marcadores mioepiteliais (S100, GFAP, SMA, calponina) (Bilodeau et al, 2011; 

Ginat et al, 2015). Outro cenário desafiador é encontrado quando se aborda o 

diagnóstico diferencial entre o COCC, AME e CAME. Células claras são 

encontradas em variantes do AME assim como no COCC. É necessário ainda 

elucidar em que grau a presença de células claras são indicativas de um fenótipo
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maligno. Outro ponto importante é a transição entre fenótipos de células claras 

e células não claras e a perda de diferenciação de ameloblastos, fato que pode 

ser visto no COCC, assim como também no CAME, sugerindo que CAME e 

COCC são variações fenotípicos da mesma lesão (Loyola et al, 2015).

Com base nos achados acima mencionados, a hipótese de que AME, 

CAME e COCC são tumores patogênicamente relacionados é plausível, onde o 

Ameloblastoma poderia sofrer transformação em AMECA ou CCOC (Hall et al, 

2007; Loyola et al, 2015).

Marcadores biológicos (p16, PCNA, Ki-67, p53, etc) (Bologna-Molina et al, 

2009; Nobusawa et al, 2014; Loyola et al, 2015) têm sido pesquisados para tentar 

elucidar essa dúvida, entretanto, a mesma ainda continua vigente, se fazendo 

necessário novos estudos mais aprofundados nesse sentido, o que poderá 

facilitar a segregação de tais tumores.

O tratamento de escolha para a lesão é a ressecção tumoral com margens 

de segurança. Um longo período de acompanhamento é sugerido, tendo em 

vista as taxas de recorrência e metástases do carcinoma. Radioterapia adjuvante 

em doses de até 61Gy tem sido utilizada, assim como, a utilização de dicloro 

platina diamina, como quimioterápicos. Estas abordagens terapêuticas têm sido 

relatadas especialmente em casos em que não foi possível identificar margens 

livres de lesão. (Fan et al, 1992; Brandwein et al, 2002; Adamo et al, 2002; Bang, 

2005; Kumar et al, 2003; Chera et al, 2008; Loyola et al, 2015).

1.2.3 Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas (COCF)

O carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas (COCF), é uma rara 

manifestação dos tumores odontogicos. É uma lesão que foi descrita pela 

primeira vez, por IKemura e cols em 1985, como um foco maligno dentro de um 

cisto odontogênico calcificante (COC) (IKemura et al, 1985).

Uma vasta gama de termos fora utilizada para nomear a lesão, dentre os 

quais, pode-se citar: cisto odontogênico calcificante (COC), termo que foi pela 

primeira vez utilizado por Gorlin et al, em 1962; ameloblastoma queratinizante 

(Bhaskar, 1965), tumor odontogênico de células fantasmas (Fejerskov & Krogh, 

1972); tumor odontogênico periférico com queratinização e células fantasmas
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(Vuletin et al, 1978); Tumor Odontogênico Calcificante de Células Fantasmas 

(Hong et al, 1992), dentre outros.

Buscando reduzir e homogeneizar toda essa diversidade de termos, na 3a 

edição de seu "Blue book”, a OMS, os uniu substituindo-os pelo termo 

"carcinoma odontogênico de células fantasmas” (Takata, 2005).

Dessa forma, desde 2005 o COCF é definido como um tumor 

odontogênico epitelial maligno com características de Cisto Odontogênico 

Calcificante e/ou Tumor dentinogênico de células fantasmas (Takata, 2005). É 

um tumor que acomete mais comumente a maxila de indivíduos do sexo 

masculino, estando presente em uma ampla faixa etária, dos 13-72 anos, com 

um pico de incidência na quarta década de vida (Ellis & Shmookler, 1986; 

Grodjesk et al, 1987; Takata, 2005).

Clinicamente, a lesão se apresenta como um inchaço sintomática na 

maxila ou mandíbula, levando a destruição óssea por vezes associada a 

parestesia (Ellis et al, 1986). Quanto ao comportamento biológico, percebe-se 

uma certa imprevisibilidade nesse aspecto. Alguns casos são caracterizados por 

um crescimento indolente enquanto que em outros, observa-se um curso 

agressivo e potencialmente fatal (Takata, 2005). Metástases à distância são 

incomuns. Até à data, apenas um caso de metástases pulmonares foi descrito 

(Grodjesk et al 1987). A taxa de sobrevida é de aproximadamente 73% em 5 

anos (Lu et al, 1999).

Nos exames radiográficos, os COCF têm sido descritos como uma lesão 

puramente radiolúcida ou mista. As imagens radiográficas costumam mostrar 

uma grande lesão osteolítica com limites mal definidos com vários focos 

radiopacos em seu interior (Castle et al, 1999; Kim et al, 2000; Goldenberg, 2004; 

Nazaretian et al, 2007).

Quanto aos aspectos histológicos, estes tumores apresentam-se de forma 

levemente eosinofílica. Há casos em que são vistos apenas o esboço dos 

núcleos originais de células epiteliais queratinizadas, que perderam seu núcleo, 

daí o termo ''células fantasmas”. COCF são lesões infiltrativas, sólidas 

compostas por epitélio odontogênico proliferado associado a essas células
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fantasmas. Por vezes, encontra-se formação e produção de uma substância 

fundamental dentinoide (Mori et al, 2000; Goldenberg, 2004; Tanaka, 2005).

A principal forma terapêutica recomendada para o tratamento do COCF é 

a abordagem cirúrgica, com ampla excisão. O uso da terapia de radiação pós- 

operatório, com ou sem quimioterapia adjuvante é controversa (Limongelli et al, 

1997; Kamijo et al, 1999; Kim et al, 2000; Zhu et al, 2012)

O diagnóstico da lesão baseia-se na identificação de um componente 

epitelial maligno associado a um componente de COC benigno clássico. 

(Grodjesk et al, 1987; Kramer et al, 1992; Takata, 2005). Entretanto, faz-se 

necessário ressaltar o complexo diagnóstico diferencial a que esse tumor deve 

ser submetido, em especial quando o comparamos com o CAME e o COCC 

(Loyola et al, 2016). São necessários estudos a nível de marcadores biológicos 

que facilitem esse processo, tendo em vista a íntima relação que o COCF matém 

com os tumoes anteriormente citados, conforme já foi relatado nos itens 1.2.2 e

1.2.1

1.3 Epigenética

O termo “epigenética” vem do grego, onde o prefixo epi possui significado 

de “acima de”, ou “em adição a” e o sufixo “genesis”, (criação), o qual é oriundo 

de “geno” (formação) (Wolffe & Matzke, 1999).

Foi definido, na década de 1950, pelo biólogo britânico Conrad 

Waadington, como sendo uma ''forma fenotípica estável e hereditária resultante 

de alterações no cromossomo, sem, no entanto, haver alterações na sequência 

do DNA”, ou seja, “epigenética” é o estudo de todas as alterações hereditárias 

na expressão do gene e na organização da cromatina que são independentes 

da sequência de DNA e que podem ser propagadas através de divisões celulares 

(Bird, 2007; Dawson et al, 2012).

Quando falamos em pesquisas relacionadas ao câncer, a epigenética 

representa um dos campos que estão em grande expansão, tendo em vista a 

íntima relação que alterações epigenéticas mantém com mecanismos 

fundamentais do desenvolvimento da doença (Chakravarthi et al, 2016). Tendo
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em vista que a função de regular a expressão de genes e suas propriedades 

estará alterada assim como o comportamento da célula (Chakravarthi et al 2016).

Existem três classes distintas de alterações epigenéticas que podem ser 

herdadas ao longo de gerações de células: a metilação do DNA, modificações 

de histonas, silenciamento de genes, mediados por RNA (Chakravarthi et al, 

2016).

As modificações de histonas incluem uma variedade de alterações pós- 

traducionais dessas proteínas. São representadas principalmente pelos 

processos de acetilação, fosforilação, ubiquitinação e metilação, que ocorrem 

em resíduos de aminoácido específicos das histonas (Jenuwein & Allis, 2001).

Essas modificações desempenham papéis essenciais na transmissão da 

memória transcricional epigenética. A memória epigenética dentro de uma célula 

é armazenada sob a forma de um código de histona que define a estrutura e a 

atividade de diferentes regiões da cromatina (Jenuwein & Allis, 2001).

Sendo um regulador global da expressão do gene, a maioria dessas 

modificações afetam profundamente a progressão do câncer (Jenuwein & Allis, 

2001; Jones & Bayli, 2007).

O processo de metilação do DNA envolve a transferência enzimática de 

um grupo metil da S-adenosilmetionina para o carbono do anel de pirimidina de 

uma citosina, sendo esse processo mediado pela família de DNA 

metiltransferases (Bird, 2002; Denis et al, 2011). Exemplos de regiões altamente 

metiladas, são regiões centroméricas, DNA satélite e transposons. Estes locais 

são essenciais para a estabilidade do genoma (Konkel & Batzer, 2010; Ross et 

al, 2010).

Faz-se dessa forma necessário destacar que a metilação do DNA é um 

processo fisiológico que participa na manutenção do estado de atividade do gene 

e identidade da célula, bem como dos mecanismos de defesa do genoma, agindo 

contra potenciais elementos deletérios (Esteller, 2005; Jeschke et al, 2015).
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Já os MicroRNAs (miRNAs), outro tipo de mecanismo epigenético, são 

pequenos RNAs não-codificantes que inibem a tradução e/ou promovem a 

degradação de seus RNAs mensageiros-alvo. Estes representam o mais recente 

relatado mecanismo epigenético, desempenhando um papel importante na 

regulação da transcrição de genes (Calin & Croce, 2006). Desempenham um 

papel crucial no controle epigenético, com diversos modos de ação, o que leva 

a diferentes consequências funcionais. Portanto, é provável que a expressão 

aberrante de miRNAs contribua para o desenvolvimento de vários tipos de 

cânceres (Krutovskikh & Herceg, 2004; Hauptman & Glavac, 2013).

Trabalhos indicam que todas as três classes de modificações 

epigenéticas se inter-relacionam nos casos de malignidades humanas (Herceg, 

2016). Exemplo disso é que miRNAs agem como reguladores transcricionais 

através do recrutamento de complexos modificadores de histonas de forma a 

segmentar o locus em cis ou trans (Brockdorff, 2013). Como consequência disso, 

os locus alvo pode ser ativado ou silenciado de acordo com as modificações 

sofridas pelas proteínas histonas. É sabido que esse processo é diretamente 

relacionado a diversos tipos de cânceres (Brockdorff, 2013).

Outro exemplo são as chamadas alterações globais de histona que têm o 

potencial de afetar a estrutura e integridade do genoma e perturbar os padrões 

normais da expressão do gene, interferindo de forma direta no processo de 

metilação do DNA. Levando assim a alterações nesse processo, o que pode ser 

fator causal do câncer, tendo em vista que levam a perturbações na expressão 

de genes, particularmente os chamados genes supressores de tumor (Fraga et 

al, 2004; Wilson et al, 2007; Berger et al, 2009).

1.3.1 Histonas

A estrutura da cromatina é organizada em nucleossomos, cada um dos 

quais consistindo de um segmento de DNA (~ 200 pb) enrolado em torno de um 

octâmero proteico composto de quatro pares de proteínas histonas (H2A, H2B, 

H3 e H4); o DNA especificamente enrolado em torno do octâmero (147 pb) é 

"estabilizado” por uma outra histona, a H1, constituindo o núcleo do 

nucleossomos, designado como cromatossomo (van Holde, 1988)
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Dados cristalográficos revelam que esse octâmero apresenta uma 

estrutura tripartida por um tetrâmero centralmente localizado, o qual é formado 

a partir de dois dímeros H3-H4 além de dois dímeros de H2AH2B (Arents et al, 

1991). Este dímero H2AH2B e os dois dímeros H3-H4 se acomodam em lados 

opostos, sendo esta interação denominada "aperto de mãos” (Alberts et al., 

2010).

As histonas centrais (H2A, H2B, H3 e H4) mostram dois domínios: um 

domínio "de dobra” (histone-fold domain) que interage com outras histonas e com 

o enrolamento do DNA em torno das histonas do nucleossomos, e o domínio 

amino-terminal que se estende para fora do nucleossomos. Essas caudas 

podem sofrer modificações ditas pós-traducionais, as quais podem regular de 

forma direta a estrutura e função da cromatina; frequentemente agem de forma 

a recrutar outras proteínas não-histonas à cromatina, a fim de manter o estado 

modificado (Arnaudo & Garcia, 2013; Zhang et al, 2015).

Essas modificações desempenham um papel importante na regulação da 

expressão de diversos genes. Além de alterar a estrutura da cromatina, fazendo 

com que esta fique aberta ou fechada, mais ou menos susceptível a transcrição 

(acesso de fatores de transcrição e RNA polimerases), são capazes ainda de 

neutralizar a ação de agentes deletérios que possam atuar sobre o nucleossomo, 

alterando assim sua estrutura (Strahl & Allis, 2000; Jenuwein & Allis, 2001; 

Felsenfeld & Groudine, 2003; Liang & Shoudan 2010).

Estas modificações são elementos importantes da regulação epigenéticas 

do DNA, sendo reconhecidas como acetilação, metilação, fosforilação, 

sumoilação, ribosilação e ubiquitinação, envolvendo principalmente resíduos de 

lisina, arginina e serina (Cannon, 1955; Zhang et al, 2007; Guo et al, 2014; Zhang 

et al, 2015). Tem sido proposto que essas modificações pós-traducionais das 

histonas agem de forma isolada ou combinada no estabelecimento de estados 

específicos da cromatina específicos associados a expressão gênica. Embora 

sua ação seja relacionada a função do DNA, tem sido relatada modificações de 

atividades funcionais de certas histonas a partir de modificações em outras 

histonas (Strahl e Allis, 2000; Jenuwein e Allis, 2001).
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As caudas N-terminais das histonas são complementadas por novas 

caudas das chamadas histona-variantes (Choo, 2001). Dado o número de 

cromossomos por célula, o número de nucleossomos por cromossomo, o 

número de diferentes caudas de histona, e o número de diferentes modificações, 

a complexidade potencial de diferentes formas de ação que modificações ditas 

pós traducionais nas caudas N-terminais das histonas é imenso. Essa dedução 

levou Strahl e Allis a proporem o chamado "código de histona”, o qual é 

responsável por modular a expressão gênica, afetando o acesso da maquinaria 

transcricional da célula ao DNA (Roach et al, 2011).

Quando ocorrem de forma isolada, essas modificações que ocorrem nas 

caudas N-terminais das histonas irão frequentemente desempenhar um papel 

não-independente, ou seja, dependem um dos outros para que possam executar 

sua função, enquanto que combinações de diferentes modificações atuam de 

forma mutua, afetando de forma conjunta a expressão e transcrição genética 

através de formas regulatórias diferentes como sinergismo e antagonismo de 

funções, (Kalebic, 2003; Schones & Zhao, 2008; Shahbazian & Grunstein, 2007).

Esse modo de agir (sinergismo e antagonismo), pode ser exemplificado 

pelo fato de que algumas modificações geram condensação da cromatina 

(heterocromatina), na qual o DNA e as proteínas histonas são firmemente 

embalados, bloqueando o acesso dos fatores de transcrição e outras levam a 

abertura da cromatina, instigando dessa forma a expressão gênica, é dessa 

forma que o "código de histona” executa sua função (Roach et al, 2011).

Modificações pós-traducionais das proteínas histonas são responsáveis 

por modular as propriedades da cromatina, havendo assim um impacto no 

estado celular, afetando de forma direta o processo de diferenciação e a 

determinação do resultado de praticamente todos processos relacionados ao 

DNA em eucariotos (Wagner & Carpenter, 2012). A seguir, revisaremos alguns 

tipos de modificações envolvendo processos de acetilação, metilação e 

fosforilação que importarão aos objetivos do presente trabalho.

1.3.1.1 H3K36me3

48



O processo de mono-, di- e tri metilação em H3K36 já é observado em 

leveduras. Nos eucariotos, esses processos se apresentam bastante 

abundantes e altamente conservados (Kizer et al, 2005; Lee et al, 2007).

As funções biológicas da mono- / dimetilação de H3K36 ainda são 

desconhecidas, enquanto que a trimetilação de H3K36 parece estar relacionada 

com a regulação do processo de reparo do DNA, splicing alternativo e 

remodelação da cromatina, nos eucariotos (Zhang et al, 2015).

De forma geral, a metilação de H3K36 é uma marca das histonas e tem 

sido amplamente associada a ativação da cromatina (execução das funções de 

transcrição, por exemplo), mas também com a repressão da transcrição, splicing 

alternativo, replicação e reparo do DNA, metilação do DNA além da transmissão 

de memória genética de pais para filhos durante o desenvolvimento (Wagner & 

Carpenter, 2012).

A enzima histona metiltransferase (HMTase) usa S-adenosilmetionina 

(SET) para adicionar grupos metil à resíduos específicos (Lisina (Lys) ou 

Arginina (Arg)) da proteína histona H3. Aproximadamente, oito enzimas distintas 

(NSD1 família / 2/3, ASH1L, SMYD2, SETMAR e SETD2) executam esse 

processo in vitro/in vivo na Lys36 (H3K36) de mamíferos. Dessas, apenas 

SETD2 é responsável por realizar o processo de trimetilação do resíduo 36 de 

lisina da histona H3 in vivo (Hu et al, 2010; Wagner & Carpenter, 2012).

A distribuição de H3K36me3 depende do splicing, e este é regulado pela 

expressão de H3K36me3 (Luco et al, 2010; Almeida et al, 2011; Kim et al, 2011; 

Pradeepa et al, 2012). H3K36me3 pode ser transmitida para a maquinaria do 

splicing através de uma interação entre um gene-MORF e uma proteína 

contendo cromodomínio (Blair et al, 2011). Essa proteína se liga diretamente à 

H3K36me3, e ao trato de polipirimidina, o qual, inibe o exon incluso (Luco et al, 

2010). Após esse processo, um fator de interação splicing-proteína (Psip1; PC4 

e SF2-interagindo proteína 1) é igualmente expresso para se ligar à H3K36me3 

(Pradeepa et al, 2012).

É sabido que em leveduras, H3K36me3 tem um papel bem definido na 

coordenação de eventos associados à fase de alongamento da transcrição (Lee 

& Shilatifard, 2007). Já nos eucariotos superiores, H3K36me3 é responsável, em
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especial, por regular a reparação do DNA, splicing alternativo, e remodelação da 

cromatina (Botuyan et al, 2006; Luco et al, 2010; Vermeulen et al, 2010; Li et al, 

2013; Fontebasso et al, 2013).

Essas funções estão ligadas aos chamados "leitores" de cromatina com 

domínios prolina-triptofano-triptofano-prolina, os quais interagem com resíduos 

de lisina metilados (Luco et al, 2010; Vermeulen et al, 2010; Li et al, 2013). A má 

execução dessas funções faz com que haja uma má-regulação na expressão de 

alguns genes, o que pode facilitar dessa forma o desenvolvimento de cânceres 

(Zhao et al, 2009; Nimura et al, 2009; Kolasinska-Zwierz et al, 2009).

As afirmações anteriores são suportadas por algumas evidências, tais 

como: fenótipos de câncer foram alterados em modelos em que ocorreram a 

perda da função de H3K36me3 ou SETD2 através da desregulação dos 

chamados "leitores" de cromatina (Ho et al, 2016).

A perda de H3K36me3 está diretamente relacionada com o surgimento de 

gliomas e condroblastomas (Behjati et al, 2013). Há ainda, relatos de surgimento 

e progressão de carcinomas de células claras renais; cânceres de mama; 

leucemia, dentre outros (Marango et al, 2008; Newbold et al, 2010; Kudithipudi 

& Jeltsch, 2014). Diante dessas evidências, os autores supõem que 

desregulação de H3K36me3 desempenha um papel de destaque na origem e 

progressão de outros tumores (Behjati et al, 2013; Kudithipudi & Jeltsch, 2014; 

Ho et al, 2016).

Diante desses achados, torna-se importante ressaltar que a trimetilação 

da lisina 36 na Histona 3 deve ser estudado, para que haja uma melhor 

elucidação da origem e progressão de neoplasias, tendo em vista as funções 

dessa modificação global de histona (Bannister et al, 2005; Barski et al, 2007; 

Kimura, 2013).

1.3.1.2 H3K9ac, H4K12ac

Entre as modificações ditas pós traducionais das proteínas histonas, a 

acetilação apresenta um papel de destaque no controle da expressão gênica, 

sendo o processo de acetilação responsável por ativar o processo de transcrição 

gênica, tendo em vista que, a cromatina torna-se mais acessível a uma série de
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fatores e complexos coativadores, enquanto a desacetilação é responsável por 

regular o silenciamento gênico, inclusive daqueles genes supressores de tumor, 

resultando no desenvolvimento e progressão tumoral. (Mizzen et al, 1998; 

Juliano et al, 2016).

Essas modificações das proteínas histonas, ocorrem em sua calda N- 

terminal e são importantes reguladoras da atividade transcricional (Kouzarides, 

2007). O processo de acetilação / desacetilação de diferentes resíduos de lisinas 

nas caudas N-terminais das histonas H3 e H4 foram uma das primeiras 

modificações descritas (Roth et al, 2001; Calestagne-Morelli A & Ausio, 2006; 

Nightingale et al, 2006).

As mesmas são reguladas por dois diferentes grupos de enzimas, as 

denominadas acetil transferases de histonas (HAT), as quais podem se localizar 

tanto no citoplasma, quanto no núcleo celular. Elas são responsáveis por 

adicionar um grupo acetil, derivado do composto acetil-Co-A a resíduos de lisina 

(Yang, 2004).

Há ainda, as chamadas desacetilases de histona (HDAC), as quais são 

responsáveis por remover o grupo acetil daqueles resíduos de lisina (Taby & 

Issa, 2010). Essas desacetilases de histona são divididas em quatro classes (I- 

IV) (Yang & Seto, 2008). Classes I, II e IV apresentam grande correlação em 

termos de estrutura e mecanismo, já as HDAC’s de classe III compreendem os 

membros da família das sirtuinas, proteínas que apresentam relação direta com 

a estabilidade do genoma (Rine et al, 1979; Takata et al, 2003; Serrano et al, 

2013).

O equilíbrio entre as atividades de HAT e HDAC é fundamental no 

processo de regulação da cromatina como resposta às diversas alterações que 

ocorrerem de forma ininterrupta nas células do organismo (Vaquero et al, 2003; 

Kurdistani & Grunstein, 2003).

A acetilação de resíduos de lisina em proteínas histona ocorre 

principalmente por dois motivos: (I) alterar a estrutra da cromatina de forma 

direta, tornando-a mais acessível, facilitando o processo de transcrição; e (II) 

atuar como um recruta de complexos modificadores de cromatina. Complexos
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estes que, mantêm relação direta com o processo de reparo do DNA, 

silenciamento gênico e progressão do ciclo celular (Carrozza et al; 2003; Choi & 

Howe, 2009).

Trabalhos têm demonstrado correlação entre a expressão de H3K9ac e 

agressividade/sobrevida de pacientes com os mais diversos tipos de câncer. 

Barlési, et al, 2007 afirmam que a acetilação de H3K9 possui grande influência 

na sobrevivência de pacientes com adenocarcinomas de pulmão. Os pacientes 

que apresentavam níveis menores de expressão de H3K9ac apresentavam 

maior sobrevida.

Zhen et al, 2010, ratificam os resultados de Barlési, et al, 2007, ao 

afirmarem que a expressão de H3K9ac em carcinomas de ovário diminuem à 

medida que há um aumento na diferenciação. Dessa forma, aqueles pacientes 

que apresentavam menores taxas de expressão da proteína, apresentavam uma 

maior sobrevida.

Liu et al, 2015, ao estudar gliomas, encontram os mesmos resultados de 

seus antecessores, pois, observaram uma maior expressão da proteína em 

tecidos tumorais, quando comparados a tecidos não tumorais. Lutz et al, 2016, 

afirmam que a proteína em questão é significativamente associada com estágios 

mais avançados de carcinoma coloretal. Os autores afirmam que a sobrevida é 

maior nos pacientes com menor expressão de H3K9ac.

De forma oposta a esses resultados, Elsheikh et al, 2009, afirmam que 

baixos níveis de H3K9ac foram significativamente associados com menor 

sobrevida em pacientes portadores de tumores de mama.

Os resultados encontrados por Elsheikh et al, 2009, são ratificados por 

Arita et al, 2012, ao afirmar que indivíduos com carcinoma de pulmão com baixo 

grau de diferenciação tem menores níveis de expressão de H3K9ac que as 

lesões com maior grau de diferenciação, ou seja, os baixos níveis de expressão 

de H3K9ac está associado a uma pior sobrevida.

Essa relação de expressão/agressividade/sobrevida parece seguir pelo 

mesmo caminho, quando tratamos da proteína H4K12ac. Seus níveis de

52



expressão são altamente correlacionados com o grau de diferenciação das mais 

diversas neoplasias, embora não haja um consenso entre elas.

Manuyakorn et al, 2010, ao estudarem cânceres de pâncreas, afirmaram 

que a baixa expressão de H4K12ac está relacionada com lesões em estágio 

inicial. Resultado que é reiterado por Tzao et al, 2009, ao estudar carcinoma de 

células escamosas de esôfago. O mesmo resultado também foi encontrado em 

estudo realizado por Juliano et al, 2016, que afirma que alta expressão de 

H4K12ac é significativamente maior em casos mais avançados da doença, 

quando comparados aquelas lesões em estágios iniciais (Juliano et al, 2016).

Há ainda de se ressaltar, os resultados apresentados por Puppin et al, 

2011, em os autores afirmam que H4K12ac é altamente expresso em adenomas 

foliculares de tireóde, e apresenta baixa expressão em carcinomas papilares de 

tireóide. Os autores acreditam que isso ocorra pelo fato de que a presença de 

oncogenes (BRAF; HRAS, RET-PTC), faz com que haja uma diminuição dos 

níveis de H4K12ac, devido a disparidade de ação etre HAT e HDAC.

O conhecimento das reais funções das modificações de histonas pode 

favorecer a criação de drogas contra neoplasias. Por exemplo, já há o 

desenvolvimento de drogas que interagem com modificações de histonas, 

inibindo por exemplo as HDAC’s (Gilbert et al, 2004). Entretanto, a limitação de 

conhecimento acerca do real papel, das HDAC’s, por exemplo, tem sido um 

limitante para esse processo (Gilbert et al, 2004).

Alguns trabalhos têm afirmado que H3K9ac e H4K12ac poderiam ser um 

biomarcador de prognóstico (Zhen et al, 2010), entretanto o seu real efeito sobre 

o câncer ainda não é claro (Johnson et al, 2002; Snowden et al, 2002; Ko et al, 

2010).

Outro fato interessante que nos mostra o desconhecimento real das 

funções dessas proteínas sobre o câncer, assim como sobre tecidos normais é 

que diferenças na acetilação H3 e H4 ao longo de um mesmo gene tem sido 

relatadas. Hiperacetilação de H3 parece ser mais limitada à região promotora do 

gene, enquanto a hiperacetilação de H4 se estende por um domínio mais amplo. 

Como exemplo observa-se que vários genes se apresentam hipoacetilados para
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H3 em regiões promotoras e hiperacetilados para H4 nas demais regiões (Vignali 

et al, 2000).

1.3.1.3 H3S10ph

Fosforilação de histona foi pela primeira vez descrita na década de 1960 

por Gutierrez. Pouco tempo depois, descobriu-se que uma kinase dependente 

de AMPc era a responsável por esse processo (Gutierrez & Hnilica, 1967; 

Langan, 1968). Shoemaker e Chalkley, em 1978, afirmaram que a proteína 

histona H3 é fosforilada in vivo durante a metáfase, sendo que para isso, era 

necessária uma única proteína kinase independente de AMPc (Shoemaker & 

Chalkley, 1978).

Quatro anos após essa descoberta, Taylor identificou uma proteína 

kinase, dependente de AMPc, capaz de fosforilar H3 em serina 10 in vitro (Taylor, 

1982). Assim, desde a década de 1970, um número crescente de proteínas 

kinases têm sido relacionadas com o processo de fosforilação das histonas, 

sendo que as mais comentadas são: a Aurora Kinase B (ARK2), pMSK1, MSK2, 

Pim1 (DeManno et al, 1999; Schmitt et al, 2002; Prigent & Dimitrov, 2003; 

Schluter et al, 2010; Kim et al, 2016).

Nos vertebrados, H3S10ph ocorre no início da fase G2 dentro da 

heterocromatina pericentromérica e depois se espalha ao longo dos braços 

cromossômicos (Crosio et al., 2002), aqui ela é correlacionada principalmente 

com processos de condensação do cromossomo durante a mitose e a 

transcrição. Em plantas, a fosforilação de H3S10 começa mais tarde, na fase de 

prófase e não se estende para além da região pericêntrica (Houben et al, 1999; 

Manzanero et al, 2000).

Especificamente em mamíferos, durante o ciclo de célula, três tipos de 

histonas (H1, H2A e H3) são extensivamente fosforiladas (Klimgberg et al, 2015). 

Em contraste daquilo que ocorre em H1, onde a fosforilação ocorre em todo o 

ciclo celular, em histona H3, esse processo ocorre de forma reduzida em células 

no período de interfase, ocorrendo quase que exclusivamente durante a mitose. 

Isso se deve, principalmente à fosforilação que ocorre na posição 10 do resíduo 

de serina (H3S10ph) (Kurita et al, 2014).
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Estudos bioquímicos revelaram que, embora cinco tipos de resíduos N- 

terminais de histona H3 possam sofrer fosforilação (Ser10, Ser28, Thr3, Thr6 e 

Thr11), a mais estudada é aquela que ocorre na posição 10 do resíduo de serina 

(H3S10ph), uma vez que ela é dependente do ciclo celular (Prigent e Dimitrov, 

2003; Cerutti & Casas-Mollano de 2009; Banerjee et al, 2011).

Como dito anteriormente, H3S10ph é detectada pela primeira vez na fase 

tardia de G2, atingindo a sua expressão máxima naqueles cromossomos que 

estão na fase de metáfase (Gurley et al, 1978; Paulson et al, 1982; Hendzel et 

al, 1997). Ela é essencial para a iniciação do processo de condensação do 

cromossomo, mas não é necessária para sua manutenção (Van Hooser et al, 

1998; Wei et al, 1999).

H3S10ph é expressa de forma bastante acentuada ao longo dos 

cromossomas, durante a mitose, mas também está associada com as regiões 

da cromatina que estão restritas à transcrição ativa durante a interfase (Prigent 

& Dimitrov, 2003; Cerutti & Casas-Mollano, 2009).

A fosforilação de H3S10 em mitose, começa naqueles cromossomos em 

fase de prófase e vai se expandindo por toda a extensão destes até alcançar a 

anáfase em que é rapidamente desfosforilada (Hendzel et al., 1997; Van Hooser 

et al; 1998; Sauvé et al., 1999; Cobb et al, 1999a, b; Manzanero et al, 2000; 

Teperek-Tkacz et al, 2010), esse processo sugere que essa modificação seja 

essencial para a transição metáfase-anáfase (Sotero-Caio et al, 2011).

Dentre as modificações de histonas, a fosforilação reversível da histona 

H3 tem sido amplamente investigada e parece ser um fenômeno altamente 

conservado, ocorrendo em todos os eucariotos estudados até então (Prigent & 

Dimitrov, 2003). De maneira ampla, esta modificação tem sido implicada na 

condensação e segregação cromossômica, coesão de cromatídeos, assim 

como, também na regulação da expressão de diversos genes durante a 

interfase, supressão de interações entre proteínas de ligação e as caudas de 

histonas (Peters et al, 2003; Fischle et al, 2005; Fischle et al, 2008; Cerutti & 

Casas-Mollano, 2009; Hayashi-Takanaka et al, 2009; Wilkins et al, 2014; 

Yoshida et al, 2014; Kim et al, 2016).
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Por desempenhar tais funções, H3S10ph é normalmente utilizada como 

um marcador de mitose (Cerutti & Casas- Mollano, 2009; Tang et al, 2012) e de 

condensação cromossômica (Van Hooser et al., 1998; Wilkins et al, 2014; 

Yoshida et al, 2014).

Esse processo tem sido também relacionado com algumas outras 

alterações de histonas, em especial a acetilação de H3K14 e a metilação de 

H3K4 e H3K9, alterações que parecem ser essenciais para que H3S10ph seja 

capaz de condensar cromossomos durante a mitose (Fischle et al, 2005; Hirota 

et al, 2005; Teperek-Tkacz et al, 2010).

Estudos recentes têm demonstrado que a fosforilação de histona H3 em 

Ser10 (H3S10ph) é crítica durante o processo de transformação neoplásica, uma 

vez que a expressão da proteína é elevada em células transformadas por 

oncogenes, e de maneira oposta é diminuta naquelas células em que está 

ocorrendo um processo de resposta ao dano do DNA (Graber et al, 1996; 

Chadee et al, 1999; Choi et al, 2005; Kim et al, 2008; Lee et al, 2011; Chen et al, 

2016). Além disso, níveis aumentados de fosforilação de H3S10 resultantes da 

ação de uma sobre expressão de ARK2 é um fator precipitante da instabilidade 

cromossômica, podendo desempenhar um papel de destaque na carcinogênese 

(Adams et al, 2001; Espino et al, 2009). Trabalhos têm afirmado ainda que essa 

alteração pode ser um potencial alvo terapêutico no tratamento contra o câncer 

(Lee et al, 2011).

Mesmo diante de tais informações, o verdadeiro papel da fosforilação no 

resíduo de serina 10 que ocorre na histona H3 ainda permanece controverso 

(Teperek-Tkacz et al, 2010), principalmente quando tratamos de neoplasias de 

origem odontogênica, havendo assim, a necessidade, de estudos contínuos e 

aprofundados, na busca de desvendar tal papel.
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PROPOSIÇÃO
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Baseado na revisão acima, considermos oportuno investigar a presença das 

modificações de histonas em tumores odontogênicos epiteliais com 

diferenciação ameloblástica, por meio de ensaio imuno-histoquímico, avaliando 

a presença de antígenos identificados com modificações gerais de histonas 

referentes as proteínas H3K9ac, H4K12ac, H3K36me3 e H3S10ph, verificando 

sua possível associação com sua patogenia e investigando a possibilidade de 

sua utilização como marcador de comportamento das lesões.

2.0 JUSTIFICATIVA

As alterações epigenéticas tem sido alvo de intensa pesquisa em 

cancerologia, em especial a metilação do DNA, envolvimento de miRNA e 

modificações globais de histonas na patogenia do câncer, seu significado para o 

diagnóstico e prognóstico dos tumores, e mesmo como possibilidade de 

inovação terapêutica. Tem sido evidenciado que estas alterações parecem estar 

entre as anormalidades mais comuns nas neoplasias humanas. Sua expressão 

tem sido observada na tumorigênese de pulmão, próstata, mama, rim, estômago, 

esôfago, fígado, pâncreas, vulva. Entretanto quando falamos em lesões do 

complexo bucomaxilofacial, observamos escassez de estudos, particularmente 

voltados ao papel das modificações de histonas no processo. Esses poucos 

estudos associam as modificações globais de histonas e/ou metilação do DNA 

com esse grupo de lesões, em amostra limitada de tumores. Todavia, estes 

estudos veem demonstrando possíveis associações entre anormalidades 

epigenéticas, em especial alterações nas histonas, e o aparecimento de 

neoplasias, além de relacionarem seus achados com preditivos de diagnóstico. 

Consequentemente, a avaliação do status e das alterações ligados às lesões do 

complexo bucomaxilofacial constitui-se em campo promissor de investigação. A 

revisão da literatura mostra ainda uma lacuna importante neste campo relativo a 

tumorigênese odontogênica. Neste sentido, o presente estudo trata a questão de 

forma exploratória, investigando a partir de técnica imuno-histoquímica, a 

expressão antigênica de um grupo limitado de alterações de histonas 

(H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac e H3S10ph) em amostra de tumores 

odontogênicos benignos e malignos com evidência de diferenciação 

ameloblástica.
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2.1 Hipóteses

Considerando a metodologia de análise, levantamos as seguintes questões:

1. As modificações de histonas referentes aos antígenos H3K36me3, H3K9ac, 

H4K12ac e H3S10ph estão presentes nos tumores odontogênicos com 

diferenciação ameloblástica;

2. Consideramos que a patogenia das lesões malignas está vinculada a 

expressão diferenciada das modificações de histonas, comparativamente as 

benignas;

3. Consideramos a possibilidade de utilizar estes níveis de expressão 

diferenciada como um marcador diagnóstico diferencial entre o ameloblastoma 

e os carcinomas odontogênicos, em especial o carcinoma ameloblástico e o 

carcinoma odontogênico de células claras.

4. Acreditamos que as alterações de histonas em carcinomas odontogênicos 

estariam associadas com prognóstico desfavorável dos pacientes.

2.2 OBJETIVOS

2.3 OBJETIVO GERAL

Identificar, por método imuno-histoquímico, a presença de antígenos 

identificados com modificações gerais de histonas referentes as proteínas, 

H3K36me3, H3K9ac, H4K12ac e H3S10ph, em amostras de tumores 

odontogênicos benignos e malignos, analisando sua relação com a 

tumorigênese odontogênica.

2.4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Descrever e quantificar os padrões de reatividade imunoistoquímica de 

antígenos representativos das proteínas H3K9ac, H4K12ac, H3K36me3, 

H3S10ph na amostra de tumores odontogênicos composta por tumores 

benignos (Ameloblastoma, Tumor Odontogênico Adenomatóide, Tumor 

Odontogênico Cístico Calcificante, Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante e 

Ameloblastoma Adenóide) e malignos (Carcinoma Ameloblástico, Carcinoma
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Odontogênico de Células Claras e Carcinoma Odontogênico de Células 

Fantasmas);

Analisar a existência de padrões diferenciados de reatividade imuno- 

histoquímica dos antígenos pesquisados entre os grupos de tumores 

odontogênicos benignos e malignos;

Analisar a existência de padrões diferenciados de reatividade 

imunohistoquímica dos antígenos pesquisados entre o ameloblastoma e o grupo 

de tumores malignos com diferenciação ameloblástica;

Analisar a existência de relação entre a reatividade para os antígenos 

pesquisados e os dados clínico-patológicos dos diferentes tumores investigados 

em busca de associações entre os padrões de comportamento biológico das 

lesões e o prognóstico da doença
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) (CAAE: 

52906815.7.0000.5152, parecer CEP-UFU #1.516.159, Anexo A).

3.1 Casuística

Para a execução do presente estudo, foi selecionada uma amostra de 

conveniência envolvendo grupos de tumores benignos e malignos, conformando 

um total de 48 tumores, assim caterogizados: AME multicístico (n = 8 casos); 

AAD (n = 4 casos); TOA (n = 4 casos); TOCC (n = 6); TOEC (n = 5 casos); CAME 

(n = 12 casos); COCC (n = 6 casos); COCF (n = 3 casos). Todos esses tumores 

apresentam nas suas expressões histológicas células com diferenciação 

ameloblástica ou morfologia que apresente semelhança com pré-ameloblastos, 

caracterizada pela presença de células semelhantes aos pré-ameloblastos ou 

que se confundam morfologicamente com ela. Como critério de inclusão, 

consideramos: dados clinicopatológicos completos; presença de tecido tumoral 

em quantidade adequada que permitisse o experimento e ainda preservasse um 

resíduo que permitisse revisão de diagnóstico quando necessário. Os critérios 

de exclusão foram os casos em que não havia dados clinicopatológicos 

completos, e quando não havia presença de tecido tumoral suficiente para o 

experimento e nem permitisse revisão de diagnóstico quando necessário.

Todos os casos tiveram seus diagnósticos histopatológicos revisados a 

partir das lâminas histológicas originais, coradas pelo método de rotina 

(hematoxilina e eosina) empregado no Laboratório de Patologia da Faculdade 

de Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia. Esta revisão foi 

realizada considerando os parâmetros histológicos descritos na última 

classificação dos tumores odontogênicos idealizada pela OMS (Barnes et al, 

2005).

A caracterização clinicodemográfica da amostra da amostra foram 

considerados os seguintes parâmetros: idade, sexo e cor da pele dos pacientes; 

sitio primário e localização das lesões; presença de metástases e sua localização
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para os tumores malignos; e o estado atual do paciente (vivo versus óbito), 

baseado nos dados de sua última consulta.

3.2 Ensaios Imunoistoquímicos

Os ensaios imuno-histoquímicos foram realizados sobre cortes 

histológicos de 3um, a partir dos blocos de parafina selecionados das lesões, 

depositados em lâminas de vidro polarizadas StarFrost® (Knittel, Alemanha). 

Nossos ensaios imunoistoquímicos foram realizados de acordo com o protocolo 

estabelecido no Laboratório Integrado de Biologia e Patologia Oral (LIBIPO), 

abaixo descrito.

Inicialmente, os cortes foram desparafinados em dois banhos de xilol 

(Synth, São Paulo, SP, Brasil), de 60 minutos, respectivamente, ambos a 

temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram hidratados em soluções 

decrescentes de etanol: dois banhos a 100%, um a 95% e um a 80%, por cinco 

minutos cada um. Para a remoção do pigmento formólico, usou-se solução de 

hidróxido de amônio a 10% (Synth) em etanol a 95%, em banho de 10 minutos, 

seguidos de sete lavagens em água destilada.

O processo de recuperação antigênica foi realizado com os cortes imersos 

em solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, Amresco, Solon, OH, 

EUA), a 1,0mM, tamponado com hidróxido de sódio (pH 8,0), em um ciclo de 15 

minutos à temperatura de 110° C, em câmara termopressurizada (Steamer -  

Biocare Medical, Concord, CA, EUA). Após resfriamento por 40 minutos, os 

cortes foram submetidos a cinco banhos de água destilada.

O bloqueio da atividade endógena de biotina foi realizado imergindo os 

cortes por 15 minutos à temperatura ambiente em solução feita com duas claras 

de ovo dissolvidas em 200mL de água deionizada e filtrada por três vezes em 

gaze, seguido de 10 banhos em água destilada. Para o bloqueio da atividade 

endógena de avidina, os cortes foram imersos por 15 minutos à temperatura 

ambiente em solução de 30g de leite em pó desnatado Molico® (Nestlé Brasil, 

São Paulo, SP, Brasil) dissolvido em 180mL de água deionizada, seguido de dez 

banhos em água destilada (Miller, et al, 1999).
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Para bloqueio da peroxidase endógena, os cortes foram submetidos a três 

banhos de 10 minutos cada em solução de peróxido de hidrogênio (Dinâmica 

Química Contemporânea, São Paulo, SP, Brasil) a 10 volumes, seguidos por 

cinco banhos em água destilada e três lavagens de cinco minutos cada uma em 

solução tampão tris hidroximetil-aminometano hidroclorídrico, 20nM pH 7,4 

(Amresco). Cada banho foi feito a temperatura ambiente.

Os cortes foram então incubados, à temperatura ambiente, em solução 

bloqueadora de reações inespecíficas a base de caseína (Background Snipper, 

Biocare Medical, Concord, CA, EUA) por 15 minutos. Em seguida, os anticorpos 

primários, diluídos em solução PBS-BSA na titulação previamente estabelecida 

em testes de padronização (Quadro 2), foram incubados e armazenados em 

câmara úmida por duas horas a temperatura ambiente. Todos os anticorpos 

utilizados foram fornecidos pela Abcam (Canbridge, Reino Unido). Para controle 

negativo omitiu-se os anticorpos primários na solução de PBS-BSA.

Quadro 2. Anticorpos utilizados para os ensaios imuno-histoquímicos

Anticorpo Código Fabricante Diluição

H3K36me3 ab9050 ABCAM 1:5.000

H3K9ac ab10812 ABCAM 1:2.000

H4K12ac ab61238 ABCAM 1:10.000

H3S10ph ab5176 ABCAM 1:500

Em seguida, os cortes foram desincubados e então, lavados em dois 

banhos de solução de Tris-HCl por dois minutos cada. Na sequência, os cortes 

foram incubados, por 20 minutos em câmara úmida à temperatura ambiente, com 

sistema de amplificação estreptavidina-biotina-peroxidase (Trekkie Universal 

Link, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) que consiste em solução de anticorpo 

secundário biotinilado. Depois, os cortes foram lavados por dois banhos de dois 

minutos cada um em solução de Tris-HCl.

Posteriormente, os cortes foram incubados em complexo terciário a base 

de estreptavidina conjugada a peroxidase (Trekkie Avidin-HRP Label, Biocare 

Medical) por dez minutos em câmara úmida à temperatura ambiente; após esse
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processo, os mesmos foram submetidos a duas lavagens de dois minutos em 

tampão Tris-Hcl.

O processo de revelação da reação foi feito utilizando-se substrato 

cromogênico 3.3’tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e peróxido de hidrogênio 

(Betazoid DAB Chromogen Solution, Biocare Medical) por cinco minutos, 

seguido por lavagem em água corrente durante cinco minutos.

As lâminas foram então contracoradas com hematoxilina de Harris, 

lavadas em água corrente, desidratadas em solução de etanol 100% por 10 

minutos, secas em estufa a 60C e montadas com lamínulas de vidro em resina 

histológica (Permount, Fisher Scientific International, Pittsburgh PA, EUA).

3.3 Análise da reatividade imunoistoquímica

Para proceder a análise das reações imuno-histoquímica de cada um dos 

anticorpos empregados, foi utilizado o software ImageJ (Image Processing and 

Analysis in Java, versão 1.38e/Java 1.5.0_09) através da ferramenta que avalia o 

índice de absorbância (IOD) da imagem.

Inicialmente, as lâminas de cada caso/anticorpo foram escaneadas, 

usando o Slide Scanner Aperio AT2 (Leica Biosystem Imaging, Inc., Nussloch, 

Germany) no aumento de 400x, acoplado a um computador com tela de 15 

polegadas. Para cada caso, o “hotspof da marcação obtida foi capturado. A partir 

deste, foi então submetida a avaliação através do ImageJ (Jensen et al, 2013). 

3.4. Calibração do ImageJ

Para calibração do ImageJ, utilizou-se o protocolo disponível no site 

www.imagei.inh.gov. e auxílio do Prof. Dr. Alberto da Silva Moraes (ICBIM/UFU). 

Assim, realizou-se a calibração de distância (Analyze -  Set Scale -  316 pixels -  

50 - unidade 1 gm -  global), da escala de cinza (Image -  Type -  8bit) e, por fim, 

do IOD (Analyze -  Calibrate -  inserção dos valores pré-definidos -  Rodbard -  

IOD) (Figura 1,2  e 3).
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Figura 1. Tela Inicial do Image J (Fonte: rsb.info.inh.gov)

Figura 2. Régua usada para calibrar a distância. Fonte: 

http://rsbweb.nih.gov/ii/docs/examples/calibration/

O primeiro passo na calibração é estabelecer a media dos valores de cinza 

usando uma barra contendo 21 steps com densidade variando de 0,05 a 3,05 

(Figura 3). Para isso, mediu-se os primeiros 18 steps porque os três últimos são 

indistinguiveis e o ImageJ se limita a 20 medições. Para medir os 18 steps, 

desenhou-se um retângulo amarelo tal que a sua área não sobrepusesse a área 

imediatamente ao lado e o mesmo era movimentado da esquerda para a direita e 

a densidade de cinza registrada (Figura 3). Para distinguir os últimos steps da 

barra de cinza, o contraste era aumentado usado o menu LUT  do ImageJ.

Figura 3 . Barra de calibração da Kodak n°3 usado para calibração do ImageJ. O 

retângulo em amarelo indica a área de cada passo com sua respectiva densidade 

óptica. Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ii/docs/examples/calibration/

Após a determinação dos valores correspondentes a cada densidade de 

cinza, estes eram automaticamente colocados na janela de Calibração, e a função 

Rodbard a unidade IOD selecionadas (Figura 4) para estabelecer a curva de 

calibração em que relaciona valor de pixel e IOD através de uma curva 

exponencial (Figura 5).
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Calibrate

Function: Rodbard

Unit: o.D.

252.37 0.00
224.74 0.06
191.54 0.20
154.19 0.34
125.56 0.49
100.88 0.64
79.41 0.79
61.97 0.94
48.19 1.10
37.10 1.26
29.26 1.41
23.11 1.56
17.90 1.70
14.04 1.85
10.98 2.01
8.69 2.16
7.20 2.32
6.03 2.46
5.15 2.60

Global Calibration

Cancel OK

Figura 4 . Valores determinados a partir da escala de cinza. 

Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ij/docs/examples/calibration/

Figura 5. Curva de calibração.

Fonte: http://rsbweb.nih.gov/ii/docs/examples/calibration/

3.5 Índice de Absorbância (IOD)

Para a determinação dos IOD, foi necessário analisar a área total do 

hotspot (Figura 6) fotografado, local em que esse índice deveria ser medido pelo 

ImageJ. Estabeleceu-se como critério um mínimo de 30% de intensidade de IOD 

para ser analisado, tendo em vista protocolo do programa disponível no site 

www.imagei.inh.gov. Imagens que obtiveram valores superiores à média de IOD 

do controle para o anticorpo analisado foram considerados de alta marcação,
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enquanto que aquelas que apresentavam valores inferiores à média de IOD foram 

considerados de baixa marcação (Anexo 2). Juntamente com a análise do IOD o 

software fornece ainda o valor da área total de marcação.

Figura 6. Hotspot fotografado evidenciando área total de marcação (linha amarela 

contornando a imagem).

3.6 Análise estatística

Para definição de qual teste estatístico a ser empregado em cada análise, 

utilizou-se previamente o teste de normalidade D’Agostino-Pearson. Para dados 

com distribuição normal, foram empregados os testes ANOVA seguido do teste 

de Tukey para múltiplas comparações, e Test t de Student para comparações de 

dois grupos. Para os dados não normais empregou-se o teste de Kruskal-Wallis 

seguido do teste de Dunn, para múltiplas comparações e teste de U Mann­

Whitney, para comparações entre dois grupos. Análise de associação foram 

realizadas pelos testes do Qui-quadrado e teste exato de Fisher. Para estes 

testes as tabelas de contigencia consideraram níveis alto e baixo de IOD e as 

seguintes categorias para os dados clinico patológicos dos tumores estudados: 

tumores benignos e malignos; localização (mandíbula e maxila); metástases 

(presentes e ausentes); recorrências (presente e ausente) e estado atual do 

paciente (óbito e vivo). A significância estatística foi identificada para as analises 

em que os valores de p<0,05. A análise estatística foi realizada com o software 

GraphPad Prism, versão 5.00 (GraphPad Software, Inc. San Diego, EUA).
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4.0 RESULTADOS

As características demográficas e clínicas dos pacientes são 

sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Características demográficas e clínicas dos pacientes estudados por esse projeto.

Variável AME1 TOA2 TOEC3 TOCC4 AAD5 CAME6 COCC7 COCF8
Gênero

Masculino 5 (62,5%) 4 (100%) 2 (40%) 3 (50%)
Feminino 3 (37,5%) 0 (0%) 3 (60%) 3 (50%)

Idade
Média ± DP9 37,9±19,1 12,5±1,3 38,5±12,2 35,7±20,6

Variação 11-63 9-14 21-70 13-66
Cor/raça

Branca
Não Branca (Preto, pardo) 

Desconhecido (não informado)
Localização

Mandíbula
Maxila

Desconhecido (não informado)
Tamanho (cm)

Média ± DP
Variação

Metastases
Presente
Ausente

Tratamento
Cirúrgico

Radioterapia
Quimioterpia

Radio e Quimioterapia
Sintomatologia

Sintomáticos
Assintomáticos

Desconhecido (não informado)
Tempo de doença

Média ± DP
Variação

Vivos
Óbitos

2 (25%) 2 (50%) 4 (80%) 2 (33,3%)
3 (37,5%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%)
3 (37,5%) 2 (50%) 1 (20%) 2 (33,3%)

6 (75%) 1 (25%) 4 (80%) 2 (33,3%)
2 (25%) 3 (75%) 1 (20%) 2 (33,3%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%)

2,5±1,8 1,5±0,7 5±0,8 5,6±4,8
0,5-5 1-2 4-6 0,8-13

8 (100%) 4 (100%) 5 (100%) 6 (100%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

2 (25%) 4 (100%) 5 (100%) 3 (50%)
6 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (33%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (17%)

38,6±49,6 24 22,5±12,3 8,7±2,2
8-96 - 6-36 7-12

2 (50%) 8 (66,7%) 4 (66,7%) 3 (100%)
2 (50%) 4 (33,3%) 2 (33,3%) 0 (0%)

43,3±11,4 45,4±17,6 44,8±17,6 47±17,3
33-55 21-71 20-55 27-57

2 (50%) 6 (50%) 3 (50%) 2 (75%)
2 (50%) 6 (50%) 3 (50%) 1 (25%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

1 (25%) 11 (91,6%) 4 (66,7%) 2 (66,7%)
3 (75%) 1 (8,4%) 2 (33,3%) 1 (33,3%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

4,5±2,1 9,7±5,6 6,4±2,3 2,3±1,2
3-6 2-20 4,5-10 1-3

- 3 (25%) 2 (33,3%) 0 (0%)
- 9 (75%) 4 (66,7%) 3 (100%)

4 (100%) 12 (100%) 6 (100%) 3 (100%)
1 (30%) 2 (16%) 1 (16%) 1 (33,3 %)
0 (70%) 0 (0%) 1 (16%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 2 (33,3%) 0 (0%)

4 (100%) 8 (77%) 2 (83%) 2 (77%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (33%)
0 (0%) 4 (33%) 1 (17%) 0 (0%)

57,5±20,5 53,2±64,1 7±4,5 25±30,6
43-72 2-180 3-12dez 3-60

4 (100%) 4 (33,3%) 3 (50%) 1 (33,4%)
0 (0%) 4 (33,3%) 2 (33,3) 2 (66,6%)
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Tabela 1. 1.AME: ameloblastoma; 2.TOA: Tumor Odontogênico Adenomatóide; 

3.TOEC: Tumor Odontogoênico Epitelial Calcificante; 4.TOCC: Tumor 

Odontogênico Cístico Calcificante; 5. AAD: Ameloblastoma Adenóide; 6.CAME: 

Carcinoma Ameloblástico; 7.COCC: Carcinoma Odontogênico de Células 

Claras; 8.COCF: Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas; 9. DP- desvio 

padrão.

Em relação a avaliação realizada para H3K36me3, observou-se que o 

antígeno foi identificado na maioria das amostras malignas e benignas 

estudadas.

H3K36me3, em todos os grupos de tumores malignos, observou-se 

prevalência de IOD alto, ou seja, com uma forte marcação, cujos valores de 

medianas para cada lesão foram: CAME (102706,9), COCC (71637,2) e COCF 

(126538,5). Fato que se repete para o AME (61969,3), TOEC (89444,1) e AAD 

(69293,6) no grupo de lesões benignas (Figura 7). Não foi identificada diferença 

estatística significativa nos índices de IOD entre os diferentes tipos de tumores, 

para H3K36me3 (Figura 8).
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Figura 7. Reatividade imuno-histoquimica para H3K36me3 em diferentes tumores 

odontogênicos estudados. Observa-se maior reatividade nos tumores malignos 

comparativamente aos tumores benignos. (A): Ameloblastoma; (B): Tumor Odontogênico 

adenomatóide; (C): Tumor Odontogênico Cístico Calcificante; (D): Tumor Odontogênico Epitelial 

Calcificante; (E): Ameloblastoma Adenóide; (F): Carcinoma Ameloblástico; (G): Carcinoma 

Odontogênico de Células Claras; (H): Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas. Em todas 

as figuras a ampliação original foi de 200x, técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase.

Figura 8. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) observadas, segundo a 

reatividade imuno-histoquimica para H3K36me3 nos tumores odontogênicos 

estudados. AME: Ameloblastoma; TOA: Tumor Odontogênico Adenomatóide; 

TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante; TOEC: Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante; AAD: Ameloblastoma Adenóide; CAME: Carcinoma 

Amelobástico; COCC: Carcinoma Odontogênico de Células Claras; COCF: 

Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas. Barras centrais correspondem 

à mediana (Teste de ANOVA, p = 0,2139).

Os valores das áreas de reatividade para H3K36me3 foram semelhantes 

para todos os tumores malignos, sendo maiores que os benignos. Chama a 

atenção que, entre os tumores benignos, o AME (mediana=96113,6) e o AAD 

(mediana= 109692.4) tiveram os maiores valores de áreas marcadas. Não
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obstante, nenhuma diferença estatística foi observada entre os tumores 

estudados (Figura 9).

Figura 9. Distribuição dos da área total de reatividade imuno-histoquimica para 

H3K36me3 nos tumores odontogênicos estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: 

Tumor Odontogênico Adenomatóide, TOCC: Tumor Odontogênico Cístico 

Calcificante, TOEC: Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante, AAD: 

Ameloblastoma Adenóide, CAME: Carcinoma Amelobástico, COCC: Carcinoma 

Odontogênico de Células Claras e COCF: Carcinoma Odontogênico de Células 

Fantasmas. Barras centrais correspondem à mediana. (Teste de ANOVA, p = 

0,047).

Observaram-se diferenças estatisticamente significativas entre os valores 

de IOD (p=0,016) e de área total de reatividade (p=0,0185) entre os tumores 

benignos e malignos analisados como grupos distintos (Figura 10). Tanto os 

valores de IOD como aqueles relativos a área de reatividade mostraram-se 

maiores para os tumores malignos em relação aos tumores benignos.
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Figura 10. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) (A) e de área total de 

reatividade (B) para os tumores benignos e malignos relativos à histona 

H3K36me3. Barras centrais correspondem à mediana (A: p = 0,0185; B: p = 

0,016, Teste t de Student).

Reatividade imunoistoquímica para H3K9ac foi identificada na maioria 

das amostras de tumores malignos, e benignos. Em todos os tipos de tumores 

malignos que foram submetidos a avaliação para H3K9ac, houve prevalência de 

alta marcação. Esta reatividade foi mais alta nos malignos comparativamente 

aos benignos. Para estes, houve uma prevalência de baixa marcação, exceto 

para AAD (mediana= 63429,5) e AME (mediana= 37099,1). Neste caso, o IOD 

para AAD foi maior que a do AME e superior as do CAME (mediana= 36967,1) e 

do COCC (mediana= 51482,6) (Figura 11). Não obstante, não foi identificada 

diferença estatística significativa nos índices de IOD entre os diferentes tipos de 

tumores (Figura 12).
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Figura 11. Reatividade imuno-histoquimica para H3K9ac em diferentes tumores odontogênicos 

estudados. Observa-se maior reatividade nos tumores malignos comparativamente aos tumores 

benignos. (A): Ameloblastoma; (B): Tumor Odontogênico adenomatóide; (C): Tumor Odontogênico 

Cístico Calcificante; (D): Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante; (E): Ameloblastoma Adenóide; 

(F): Carcinoma Ameloblástico; (G): Carcinoma Odontogênico de Células Claras; (H): Carcinoma 

Odontogênico de Células Fantasmas. Em todas as figuras a ampliação original foi de 200x, técnica 

da estreptavidina-biotina-peroxidase.

Figura 12. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) observadas, segundo 

a reatividade imuno-histoquimica para H3K9ac nos tumores odontogênicos 

estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: Tumor Odontogênico Adenomatóide, 

TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, TOEC: Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante, AAD: Ameloblastoma Adenóide, CAME: Carcinoma 

Amelobástico, COCC: Carcinoma Odontogênico de Células Claras e COCF: 

Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas, segundo IOD para H3K9ac. 

Barras centrais correspondem à mediana (p = 0,0549, Teste de Kruskal-Wallis).

Analisando a área total de marcação observou-se que, em geral, os 

tumores malignos apresentavam maior área de reatividade, com o COCF 

(mediana = 123397,5), apresentando a maior área no grupo. Já para os tumores 

benignos, o AAD (mediana= 97377,14) e o TOCC (mediana= 63746,95) 

mostraram maiores áreas de reatividade, assemelhando-se aos tumores
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malignos e superior as do AME convencional (mediana=61617,6). A menor 

reatividade foi observada para o TOA (mediana= 43342,3). Não obstante, não se 

identificou diferença estatística significativa entre os valores obtidos para os 

tumores estudados (Figura 13).

Figura 13. Distribuição dos da área total imuno-histoquimica para H3K9ac nos 

tumores odontogênicos estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: Tumor 

Odontogênico Adenomatóide, TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, 

TOEC: Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante, AAD: Ameloblastoma 

Adenóide, CAME: Carcinoma Amelobástico, COCC: Carcinoma Odontogênico 

de Células Claras e COCF: Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas. 

Barras centrais correspondem à mediana. (p = 0,2187, Teste de Kruskal-Wallis,).

Ao fazermos a análise dessas mesmas variáveis (IOD e área total de 

marcação) contrapondo os benignos e malignos, observamos que houve 

diferença estatística significante entre os grupos quanto ao IOD (p=0,0050), 

assim como também quanto a área total de marcação imunohistoquímica 

(p=0,0152), conforme figura 14. Quando as análises foram realizadas 

comparando os tumores malignos como grupo ou isoladamente (CAME e COCC) 

com os AME, não foi possível identificar diferenças estatísticas significantes.
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Figura 14. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) (A) e de área total de 

reatividade (B) para os tumores benignos e malignos relativos à histona H3K9ac. 

Barras centrais correspondem à mediana (A: p = 0,0152 e B: p = 0,0050, Teste 

de U Mann-Whitney).

Neste trabalho, a maioria dos tumores benignos e malignos mostraram 

reatividade imuno-histoquímica para H4K12ac. Para este antígeno, a reatividade 

foi maior para os tumores malignos, comparativamente aos benignos (Figura 15).

Observou-se, também, que em todos os tipos de tumores malignos, houve 

prevalência de alto IOD: COCF (medina=202674,3) mostrou maior índice, 

seguido de COCC (mediana=107280,3) e CAME (medina=87295,4). Em relação 

aos tumores benignos, interessante, AAD (mediana=150771) e o AME 

(mediana=142138,8), mostraram IOD dentro do intervalo das medianas de IOD 

dos tumores malignos. Em relação as lesões benignas apenas TOA e TOEC 

apresentaram prevalência de baixo IOD, cujas medianas foram de 26731,88 e 

66111,58, respectivamente. Os niveis de IOD para H4K12ac foram 

estatisticamente diferentes entre os diferentes tipos de tumores como ilustrado 

na Figura 16.
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Figura 15. Reatividade imuno-histoquimica para H4K12ac em diferentes tumores 

odontogênicos estudados. Observa-se maior reatividade nos tumores malignos 

comparativamente aos tumores benignos. (A): Ameloblastoma; (B): Tumor Odontogênico 

adenomatóide; (C): Tumor Odontogênico Cístico Calcificante; (D): Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante; (E): Ameloblastoma Adenóide; (F): Carcinoma Ameloblástico; (G): 

Carcinoma Odontogênico de Células Claras; (H): Carcinoma Odontogênico de Células 

Fantasmas. Em todas as figuras a ampliação original foi de 200x, técnica da estreptavidina- 

biotina-peroxidase.

*
i I

*

Figura 16. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) observadas, segundo 

a reatividade imuno-histoquimica para H3K36me3 nos tumores odontogênicos 

estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: Tumor Odontogênico Adenomatóide, 

TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, TOEC: Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante, AAD: Ameloblastoma Adenóide, CAME: Carcinoma 

Amelobástico, COCC: Carcinoma Odontogênico de Células Claras e COCF: 

Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas, segundo índice de reatividade 

imunoistoquímica para H4K12ac. Barras centrais correspondem à mediana (Em 

todos os casos houve *p < 0,0001, para todas a análises estatisticamente 

significantes. Teste de ANOVA, com pós-teste de Tukey).

Os valores relativos a área total de marcação para H4K12ac seguiu 

hierarquicamente a mesma disposição encontrada para valores de IOD, com o
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COCF mostrando a maior mediana de área marcada (207707,6). Chama a 

atenção, o fato de que entre os tumores benignos, AAD (mediana= 189738,3) e 

AME (mediana = 110681,5) terem mostrado valores de mediana dentro do 

intervalo daquelas obtidas para as neoplasias malignas. Nessa análise foram 

também identificadas diferenças estatísticas entre os tumores, em especial entre 

os malignos e os benignos de diferentes tipos (Figura 17).
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Figura 17. Distribuição dos da área total imuno-histoquimica para H4K12ac nos 

tumores odontogênicos estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: Tumor 

Odontogênico Adenomatóide, TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, 

TOEC: Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante, AAD: Ameloblastoma 

Adenóide, CAME: Carcinoma Amelobástico, COCC: Carcinoma Odontogênico 

de Células Claras e COCF: Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas. 

Barras centrais correspondem à mediana. (Em todos os casos houve *p < 0,0001 

para todas a análises estatisticamente significantes, Teste de ANOVA, com pós- 

teste de Tukey).

Ao fazermos a análise dessas mesmas variáveis (IOD e área total de 

marcação) contrapondo os benignos e malignos, observou-se que houve 

diferença estatística significante entre os grupos quanto ao índice IOD
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(p=0,0038), assim como também quanto a área total de marcação imuno- 

histoquímica (p=0,0010), conforme figura 18.

Figura 18. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) (A) e de área total de 

reatividade (B) para os tumores benignos e malignos relativos à histona 

H4K12ac. Barras centrais correspondem à mediana (A: p = 0,0038 e B: p = 

0,0010, Teste U de Mann-Whitney).

Em relação a H3S10ph (Figura 19), pôde-se também observar que a 

reatividade imuno-histoquímica ocorreu na maioria dos tumores estudados, tanto 

malignos como benignos. Para ambos os grupos se identificou baixa IOD. Não 

obstante o baixo nível de expressão encontrado, as neoplasias malignas 

apresentaram IOD mais alto que aqueles obtidos para os tumores benignos. 

(COCF: mediana= 23410,4; CAME: mediana= 17490; COCC: mediana= 9083,7; 

AAD: mediana= 2240,4; TOA: mediana= 10274,5; TOEC: mediana= 7024,9; 

TOCC: mediana= 9201). Não foi identificada diferença estatística significativa 

entre os IOD dos diferentes tipos de tumor estudados (Figura 20).
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Figura 19. Reatividade imuno-histoquimica para H3S10ph em diferentes tumores 

odontogênicos estudados. Observa-se maior reatividade nos tumores malignos 

comparativamente aos tumores benignos. (A): Ameloblastoma; (B): Tumor Odontogênico
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adenomatóide; (C): Tumor Odontogênico Cístico Calcificante; (D): Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante; (E): Ameloblastoma Adenóide; (F): Carcinoma Ameloblástico; (G): 

Carcinoma Odontogênico de Células Claras; (H): Carcinoma Odontogênico de Células 

Fantasmas. Em todas as figuras a ampliação original foi de 200x, técnica da estreptavidina- 

biotina-peroxidase.

Figura 20. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) resultantes da análise 

de reatividade imno-histoquimica para H3S10ph, nos tumores odontogênicos 

estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: Tumor Odontogênico Adenomatóide, 

TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, TOEC: Tumor Odontogênico 

Epitelial Calcificante, AAD: Ameloblastoma Adenóide, CAME: Carcinoma 

Amelobástico, COCC: Carcinoma Odontogênico de Células Claras e COCF: 

Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas, segundo IOD para H3S10ph. 

Barras centrais correspondem à mediana (p = 0,4706 Teste de Kruskal-Wallis,).

Quanto a área total de marcação para H3S10ph, entre os diferentes tipos 

de tumor estudados, foi observado que CAME (mediana= 36967,1) apresentou 

a maior área de marcação dentre o grupo de tumores malignos e que AME 

(mediana= 8538,1) se destacou frente ao grupo de tumores benignos, seguindo 

uma tendência já encontrada para a análise de IOD. Não foi identificada
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diferença estatística significativa na avaliação das áreas totais de marcação 

entre os diferentes tipos de tumores. (Figura 21).

Figura 21. Distribuição dos da área total imuno-histoquimica para H3S10ph nos 

tumores odontogênicos estudados. AME: Ameloblastoma, TOA: Tumor 

Odontogênico Adenomatóide, TOCC: Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, 

TOEC: Tumor Odontogênico Epitelial Calcificante, AAD: Ameloblastoma 

Adenóide, CAME: Carcinoma Amelobástico, COCC: Carcinoma Odontogênico 

de Células Claras e COCF: Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas. 

Barras centrais correspondem à mediana (p = 0,4884, Teste de Kruskal-Wallis).

Ao se fazer a análise das variáveis IOD e área total de reatividade para 

H3S10ph, contrapondo os tumores benignos e malignos, observou-se que não 

houve diferença estatística significante entre os grupos quanto aos índices 

testados (IOD: p = 0,2228; área total de reatividade: p = 0,1663), conforme figura 

22.
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Figura 22. Distribuição dos valores de absorbância (IOD) (A) e de área total de 

reatividade (B) para os tumores benignos e malignos relativos à histona 

H3S10ph. Barras centrais correspondem à mediana (A: p  = 0,1663; B: p  = 

0,2228, respectivamente, Teste U de Mann-Whitney).

Os dados da associação da reatividade imunoistoquímica (baixa e alta) 

para pacientes portadores dos tumores estudados podem ser vistos na tabela 2. 

Foi observada correlação estatisticamente significante entre os grupos benignos 

e malignos para H4K12ac e H3K9ac. Acreditamos que não foi encontrada 

diferença estatística etre benignos e malignos para H3K36me3, pelo fato de que 

nos grupos de AME e AAD ter ocorrido uma alta marcação em praticamente 

todas as lesões.
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Tabela 2. Associação entre variáveis relativas aos tumores e a reatividade imuno- 

histoquímica para as diferentes alterações de histonas estudadas.

H3K36m e3 H3K9ac H4K12ac H3S10ph

Variávies ~3
p p P

A lta 1 Baixa2
p3

A lta Baixa A lta Baixa A lta baixa

Tum ores

Benignos 14 13
0,084

8 19
0,001

17 10
0,046

2 25
0,6413

Malignos 16 5 16 4 18 2 3 18

Localização

Mandíbula 11 4
0,859

10 3
1,0

13 1
0,5211

2 13
0,5439

Maxila 5 1 5 1 5 1 2 4

R ecorrências4

Sim 11 3
0,785

10 4
0,5412

14 1
0,3137

2 14
1,0

Não 5 0 3 0 2 1 0 13

M etástases5

Sim 4 1
1,0

3 1
1,0

5 0
1,0

1 4
1,0

Não 12 4 12 3 13 2 2 14

E stado  atual 
do  pacien te

Vivo 9 2
1,0

9 1
0,25

11 0
0,1373

3 8
0,2281

Óbito 6 2 4 3 5 2 0 8

1. Número de casos com IOD alta; 2. Número de casos com IOD baixa; 3. valor de p para a

análise estatística de associação (Qui-quadrado e teste exato de Fisher); 4. Presença de

recorrência, independentemente do número de episódios registrados; 5. Presença de

metástases, independentemente de sua localização.
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5.0 DISCUSSÃO

Esse estudo teve como objetivo estudar o perfil de expressão de histonas 

em amostras de tumores odontogênicos com diferenciação ameloblástica, 

benignos e malignos, coletados retrospectivamente a partir dos arquivos do 

Laboratório de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade 

Federal de Uberlândia.

No grupo de lesões benignas estudadas, observamos que nos casos de 

AAD, não houve predileção por sexo e os pacientes acometidos apresentavam 

idade méda de 43,3 anos. AME se fez mais presente em homens com idade 

média de 37,9 anos. O TOA seguiu a mesma prevalência em indivíduos do sexo 

masculino, apresentando uma idade média de 12,5 anos. Em nossa amostra o 

TOEC acometeu principalmente as mulheres com idade média de 38,5 anos de 

idade. Já o TOCC não apresentou predileção por sexo, atingindo idade méda de 

acometimento de 35,7 anos. De forma geral, esses achados, exceto aqueles 

relacionados a sexo do TOA, são similares ao observado por outros estudos 

utilizando esses tumores (Handschel et al, 2005; Reyes et al, 2007; Fregnani et 

al, 2010; Angiero et al, 2013; Lin et al, 2013; Rani et al, 2016).

Como observado, a maioria de pacientes acometidos por CAME era do 

sexo masculino, com a média de idade de 45,4 anos vida. No grupo de lesões 

diagnosticadas com COCF, observamos que todos os indivíduos acometidos 

eram do sexo masculino e com idade média de 47 anos. Todos esses achados 

vão de encontro aquilo que é trazido pela literatura acerca desses tumores 

(Takata, 2005; Fitzpatrick et al, 2015; Carreón-Burciaga et al, 2015; Loyola et al, 

2015).

Com relação à cor da pele, a maioria dos casos foram diagnosticados 

indivíduos brancos, sendo que nos grupos de TOCC, AAD, CAME e COCC não 

houve predileção. Os sítios de maior acometimento desses tumores foram a 

região posterior da mandíbula principalmente para os casos de AME e CAME, e 

anterior de maxila, principalmente para os casos de AAD, dois sítios anatômicos 

que são classicamente acometidos (Handschel et al, 2005; Chindasombatjaroen 

et al, 2012; Kim et al, 2014; Martos-Fernández et al, 2014; Rani et al, 2016).
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Esses tumores em alguns casos se expandiram para cavidade nasal, região 

parotídea e cordas vocais.

Tumoração foi a principal forma de apresentação das lesões malignas, 

sendo os principais sitomas relatados a dor, disfagia, sangramento e ulceração, 

indo de encontro aquilo que é relatado pela literatura (Ellis et al, 1986; Kim et al, 

2014; Loyola et al, 2015; Fonseca et al, 2016). Já no grupo de lesões benignas, 

observou-se que a ausência de sintomatologia, o que está diretamente 

relacionado com aquilo que relata a literatura (Singh et al, 2011; 

Chindasombatjaroen et al, 2012; Rani et al, 2016).

O tempo de doença das lesões malignas variou de 2 a 156 meses, 

enquanto que nas lesões benignas observamos uma variação de 6-96 meses. A 

dificuldade dos pacientes em terem acesso a tratamento especializado também 

é um fator que concorre para o atraso no diagnóstico dos casos de lesões 

malignas. Toda essa falha no processo reduz muito as chances de cura dos 

pacientes e, no caso do Brasil, reflete o problema da Saúde Pública em todos os 

seus níveis: administrativo e profissional (Bonfante et al, 2014).

Em nossas amostras de tumores benignos, todos os pacientes foram 

tratados conforme a literatura, com enucleação e curetagem das lesões para 

TOCC e TOA, remoção da lesão com alguma margem de segurança para o 

TOEC, assim como também para o AME multicístico. Apenas um paciente 

portador de Ameloblastoma Adenóide foi submetido à radioterapia, cuja dose 

chegou a 1200cG (Rodrigues et al, 2003; Pereira et al, 2013; Sano et al, 2013; 

Kamal et al, 2014).

Já nas amostras de tumores malignos, a maioria dos pacientes foram 

tratados apenas de forma cirúrgica. Apenas um paciente acometido por 

Cacinoma Odontogênico de Células Fantasmas e um paciente acometido por 

Carcinoma Odontogênico de Células Claras foram submetidos à radioterapia 

após a cirurgia cujas doses máximas foram de 5000cG e 1600cG 

respectivamente. Quanto ao Carcinoma Ameloblástico, dois indivíduos foram 

submetidos à radioterapia, cuja dose máxima recebida foi de 6000cG. Apenas 

um paciente portador de COCC foi submetido a quimioterapia, o qual recebeu 

Taxol (294 mg) e Carboplatina (789 mg).
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As abordagens realizadas para cada tipo de tumor vão de encontro aquilo 

preconizado pela literatura especializada, onde observa-se que a abordagem 

cirúrgica é o tratamento preconizado para os casos até então relatados (Zhu et 

al, 2012; Kishore et al, 2015; Loyola et al, 2015). O uso da terapia de radiação 

pós-operatório, com ou sem quimioterapia adjuvante é controversa, estando 

indicados apenas especialmente nos casos de tratamento paliativo, tendo em 

vista que radioterapia parece não apresentar grande efeito sobre essas lesões, 

em especial o CAME que parece ser radio resistente, assim como também a 

quimioterapia parece apresentar limitados benefícios quanto ao tratamento 

desse grupo de lesões (Chera et al, 2008; Jensen et al, 2011; Zhu et al, 2012; 

Loyola et al, 2015).

Vale destacar que o acompanhamento após do término do tratamento 

deve ser prolongado, tendo em vista a falta de definição de um prognóstico, 

devido as ainda limitadas informações acerca desse grupo de tumores malignos 

(Casaroto et al, 2012).

As modificações epigenéticas têm ganhado atenção no estudo da 

carcinogênese juntamente com as alterações genéticas (Issa, 2008; Taby & Issa; 

2010). Várias modificações epigenéticas têm sido relatadas: metilação do DNA, 

modificações globais de histonas (principalmente, acetilação, fosforilação e 

metilação), sumoilação, presença de RNAs não codificantes, alterações físicas 

de posicionamento de nucleossomos e outros (Jones & Baylin, 2007; Taby & 

Issa, 2010).

Essas alterações parecem estar entre as anormalidades mais comuns nas 

neoplasias humanas. No que tange as modificações globais de histonas, 

observamos que sua expressão tem sido observada em várias lesões, tais como 

tumores de pulmão, próstata, mama, rim, estômago, fígado, pâncreas (Park et 

al, 2008; Manuyakorn et al, 2010; Ellinger et al, 2010; Ellinger et al, 2012; He et 

al, 2012; Behbahani et al, 2012; Song et al, 2012). Entretanto quando falamos 

em lesões do complexo bucomaxilofacial, observamos escassez de estudos. 

Consequentemente, a avaliação do status e das alterações ligados às lesões do 

complexo bucomaxilofacial é necessário e urgente.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo, como dito no início do 

capítulo, demonstrar a existência de algumas modificações de histonas em 

amostras de tumores odontogênicos benignos (Ameloblastoma, Tumor
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Odontogênico Adenomatóide, Tumor Odontogênico Cístico Calcificante, Tumor 

Odontogênico Epitelial Calcificante, e Ameloblastoma Adenóide) e malignos 

(Carcinoma Ameloblástico, Carcinoma Odontogênico de Células Claras e 

Carcinoma Odontogênico de Células Fantasmas), ambos com diferenciação 

ameloblástica. Em busca de informações potencialmente úteis ao conhecimento 

do mecanismo de desenvolvimento e evolução das doenças de interesse, bem 

como ao seu diagnóstico.

Estudos com a avaliação das modificações de histonas em amostras de 

lesões odontogênicas são bastante limitados e os trabalhos publicados na 

literatura apresentam-se similares a este estudo em relação ao uso da técnica 

de imunoistoquímica e proposta de análise comparativa a diversos parâmetros 

clínico-patológicos (Kumamoto et al, 2001).

Não foram encontrados estudos referentes à avaliação das modificações 

globais de histonas nas lesões estudadas nesse projeto, ou seja, ainda não está 

elucidado o papel desses fenômenos na carcinogênese e progressão tumoral 

das lesões aqui trabalhadas, ou seja, esse estudo é inédito no que diz respeito 

ao estudo epigenético nessas lesões, especialmente quando fazemos referência 

à expressão de histonas.

Modificações globais das proteínas histonas, tem como objetivo modular 

as propriedades da cromatina, impactando de forma direta no estado celular, o 

que afeta o processo de diferenciação e o resultado de praticamente todos 

processos relacionados ao DNA nos eucariotos (Wagner & Carpenter, 2012).

É sabido que, a metilação de H3K36 tem sido amplamente associada a 

ativação da cromatina, assim como também com a repressão da transcrição, 

splicing alternativo, replicação e reparo do DNA, metilação do DNA além da 

transmissão de memória genética de pais para filhos durante o desenvolvimento 

(Wagner & Carpenter, 2012).

Diante dessas informações, os processos de repressão da transcrição e 

reparo do DNA, foram aqueles que em especial, motivaram o estudo da 

trimetilação da lisina 36 da histona H3 (H3K36me3) por esse projeto (Wagner & 

Carpenter, 2012; Li et al, 2013; Fontebasso et al, 2013).

Essas duas supracitadas funções estão relacionadas aos chamados 

"leitores" de cromatina, que interagem com resíduos de lisina metilados (Luco et
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al, 2010; Vermeulen et al, 2010; Li et al, 2013). Assim, de forma resumida, 

podemos afirmar que a trimetilação de H3K36, é necessária para recrutamento 

da chamada proteína mismatch (hMutSa), através de interação com um domínio 

específico. Células com ausência ou má função de SETD2, que por 

consequência apresentam alteração de H3K36me3, exibem instabilidade de 

microssatélite e elevada freqüência de mutação espontânea (Li et al, 2013).

Tudo isso faz com que haja uma desregulação na expressão de alguns 

genes, facilitando dessa forma o desenvolvimento de cânceres (Zhao et al, 2009; 

Nimura et al, 2009; Kolasinska-Zwierz et al, 2009). Fatos esses que podem ser 

confirmados por evidências de alteração fenotípica de alguns tipos de cânceres, 

em que foram detectadas perda da função de H3K36me3 ou SETD2 (Ho et al, 

2016).

Nas amostras analisadas, foi detectada maior reatividade de H3K36me3 

em muitos casos de lesões malignas. Quando comparados de forma agrupada 

benignos versus malignos, observamos que aqui também houve maior IOD no 

grupo de lesões malignas. Apenas na comparação benignos versus malignos foi 

encontrada diferença estatística significante.

Ao avaliarmos a área total de marcação, observamos que novamente 

apenas a comparação benignos versus malignos apresentou diferença 

estatística significante. Avaliando de forma isolada cada tumor, observamos um 

maior destaque dos tumores malignos.

Diante desses dados, talvez a frequência aumentada dessa metilação 

possa de alguma forma estar relacionada com uma inativação da expressão de 

alguns genes relacionados ao processo de supressão tumoral.

Essa hipótese pode ser suportada pelo fato de que a má execução das 

funções de reparação do DNA, splicing alternativo, e remodelação da cromatina 

faz com que haja uma má-regulação na expressão de alguns genes, tais como 

Brpf1, dentre outros muitos relacionados ao processo de carcinogênese, 

facilitando dessa forma o desenvolvimento de tumores (Laue et al, 2008; Zhao 

et al, 2009; Nimura et al, 2009; Fontebasso et al, 2013).

Levando em consideração a função de reparo de DNA exercida por 

H3K36me3, os resultados encontrados aqui estão dentro daquilo que era 

esperado, tendo em vista que em lesões malignas, o processo de reparo deve
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estar sendo realizado de forma mais intensa quando comparados às lesões de 

caráter benignas.

A alta expressão da proteína em TOEC, AME e AAD quando 

comparados aos outros tumores benignos é explicada pela forma mais agressiva 

de apresentação dessas lesões, comparadas as outras lesões benignas 

estudadas (Gupta et al, 2011; Singh et al, 2012; Pereira et al, 2013; Oliveira et 

al, 2013). Por representar a contraparte maligna do ameloblastoma, era de se 

esperar uma maior expressão de H3K36me3 no CAME, fato que foi encontrado 

(Li et al, 2014).

Há ainda que se ressaltar que vários trabalhos trazem como resultados 

uma alta expressão de H3K36me3 em diversos tipos de câncer, tais como 

carcinomas de células claras renais; cânceres de mama e leucemia (Marango et 

al, 2008; Newbold et al, 2010; Kudithipudi & Jeltsch, 2014; Mar et al, 2014). Isso 

sustenta a hipótese de que H3K36me3 desempenha um papel de destaque na 

origem e progressão de neoplasias (Behjati et al, 2013; Kudithipudi & Jeltsch, 

2014; Ho et al, 2016).

O processo de acetilação / desacetilação de resíduos de lisinas em 

proteínas histonas H3 e H4, foram uma das primeiras modificações descritas 

dessas proteínas (Roth et al, 2001; Calestagne-Morelli A & Ausio, 2006; 

Nightingale et al, 2006). Esse processo é responsável por tornar a cromatina 

mais acessível ao processo de transcrição, além de manter relação direta com o 

processo de reparo do DNA, silenciamento gênico e progressão do ciclo celular 

(Carrozza et al., 2003; Choi & Howe, 2009).

Essas informações motivaram a escolha dos pesquisadores por estudar 

proteínas histonas acetiladas, em especial aquelas que sofreram acetilação da 

lisina 9 da histona H3 (H3K9ac) e da lisina 12 da histona H4 (H4K12ac), tendo 

em vista o amplo histórico de investigação que ambas apesentam em diversos 

tipos de cânceres (Elsheikh et al, 2009; Zhen et al, 2010; Puppin et al, 2011; Arita 

et al, 2012; Juliano et al, 2016).

Os dados encontrados acerca da reatividade imuno-histoquimica para 

H3K9ac foram de aumento significativo em nossas amostras de tumores 

malignos em relação às neoplasias benignos.
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Ao avaliarmos a área total de marcação, observamos que novamente 

apenas a comparação benignos versus malignos apresentou diferença 

estatística significante. Avaliando de forma isolada cada tumor, observamos que 

os casos malignos obtiveram um maior destaque. Não foi encontrada diferença 

estatística nessas comparações.

Nossos achados, sugerem um aumento da aparente da atividade de 

reparo do DNA. Sugerem ainda que pode estar ocorrendo um desequilíbrio entre 

as atividades de HAT e HDAC, o que leva a uma desregulação da cromatina, 

impossibilitando respostas efetivas às diversas alterações (Vaquero et al, 2003; 

Kurdistani & Grunstein, 2003). O silenciamento de genes supressores de tumor, 

conforme sugerido por Lehrmann et al, 2002 é também uma outra possibilidade. 

Vale ressaltar que é válida verificação por métodos experimentais mais amplos 

(método enzimático, PCR, por exemplo) dessas afirmações.

Nossos resultados vão ainda de encontro com aquilo que é trazido pela 

literatura, ao observarmos uma maior expressão de H3K9ac em nosso grupo de 

tumores malignos. Nossos resultados vão de encontro aquilo que Barlési et al, 

2007, Zhen et al, 2010, Liu et al, 2015 e Lutz et al, 2016, afirmam em seus 

trabalhos, onde percebem a maior expressão da proteína em adenocarcinomas 

de pulmão, carcinomas de ovário, gliomas e carcinoma coloretal, 

respectivamente, quando comparados a tecidos não tumorais.

É importante ressaltar a existência de trabalhos que caminham no sentido 

oposto aos resultados aqui encontrados, Elsheikh et al, 2009 e Arita et al, 2012, 

afirmam ter encontrado menor expressão de H3K9ac em lesões tumorais e não 

em tecidos normais.

Resultados da reatividade imuno-histoquimica para H4K12ac foram 

semelhantes aos observados para H3K9ac. Ocorreu diminuição importante da 

reatividade em nossas amostras de tumores benignos em relação às neoplasias 

malignas. Diante de nosso resultado estatístico, percebemos que o mesmo 

corrobora a afirmação anterior. Encontramos significância estatística ao 

compararmos os diferentes tipos de tumores de forma independente um com o 

outro, havendo diferença entre os seguintes grupos: CAME x COCF; TOEC x 

COCF; TOCC x COCF; TOCC x AAD; TOA x COCF e TOA x AAD.
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Ao avaliarmos a área total de marcação, observamos que novamente na 

comparação benignos x malignos e de tipo entre si, houve diferença estatística 

significante. Aqui, em nossa comparação entre os diferentes tipos de tumores de 

forma independente um com o outro, encontramos diferença entre os seguintes 

grupos: TOCC x COCF; TOCC x COCC; TOA x COCF; TOA x COCC e TOA x 

AAD.

Levando em consideração que a acetilação torna a cromatina mais 

acessível a um certo número de fatores de transcrição, potencializando dessa 

forma a atividade transcricional (Wade 2001; Lehrmann et al, 2002; Taby & Issa, 

2010), acreditamos nossos resultados nos levam a acreditar que a maior 

expressão de H4K12ac em nosso grupo de tumores malignos esteja diretamente 

relacionada com aumento da transcrição e da atividade mitótica nessas lesões 

(Carroza et al, 2003).

Os resultados aqui descritos confirmam alguns dos dados já descritos 

na literatura para H4K12ac. H4K12ac está expressa em maior intensidade em 

lesões com maior grau de malignidade, quando comparadas a tecidos em menor 

grau de malignidade, como acontece em casos de cânceres de pâncreas, de 

tireóide e até mesmo de esôfago (Tzao et al, 2009; Manuyakorn et al, 2010; 

Puppin et al, 2011; Juliano et al, 2016). É importante ressaltar que outros 

trabalhos encontraram resultados contrários aqueles que aqui observados, Van 

Den Breck et al, 2008, por exemplo, afirmam que a expressão da proteína ocorre 

de forma mais importante em casos de doenças em estado inicial, ou seja, ainda 

muito próximos do aspecto de normalidade.

Como dito anteriormente, a expressão imunoistoquímica de H4K12ac 

pode ser preditiva de prognóstico para alguns tipos de cânceres, conforme 

trabalhado por Chervona & Costa, 2012. De acordo com os autores a elevada 

expressão da proteína está associada a um pior prognóstico, fato também 

encontrado no presente trabalho.

Mesmo diante da evidência e da afirmação de alguns trabalhos que tanto 

H3K9ac quanto H4K12ac poderiam ser utilizadas como possíveis biomarcadores 

de prognóstico (Zhen et al, 2010), somos favoráveis as afirmações feitas por 

Snowden et al, 2002 e Ko et al, 2010, que ressaltam o ainda desconhecimento 

do real efeito dessas proteínas sobre o câncer. É importante destacar que no 

caso específico desse trabalho, podemos afirmar que esse desconhecimento é
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ainda maior, tendo em vista a ausência de estudos com neoplasias de origem 

odontogênica.

Sabe-se que a proteína histona H3 é fosforilada in vivo durante a 

metáfase, e que embora cinco tipos de resíduos N-terminais de histona H3 

possam sofrer fosforilação, a mais estudada é aquela que ocorre na posição 10 

do resíduo de serina (H3S10ph), uma vez que ela é dependente do ciclo celular 

(Shoemaker e Chalkley, 1978; Prigent e Dimitrov, 2003; Cerutti & Casas-Mollano 

de 2009; Banerjee et al, 2011).

Tem sido relatado que essa forma da proteína (H3S10ph) mantém 

associação com o processo de condensação e segregação cromossômica, 

coesão de cromatídeos, assim como também na regulação da expressão de 

diversos genes durante a interfase, supressão de interações entre proteínas de 

ligação e as caudas de histonas (Peters et al, 2003; Fischle et al, 2005; Fischle 

et al, 2008; Cerutti & Casas-Mollano, 2009; Hayashi-Takanaka et al, 2009; 

Wilkins et al, 2014; Yoshida et al, 2014; Kim et al, 2016), sendo utilizada também 

como um marcador de mitose (Cerutti & Casas- Mollano, 2009; Tang et al, 2012) 

e de condensação cromossômica (Van Hooser et al., 1998; Wilkins et al, 2014; 

Yoshida et al, 2014). Diante desses dados, os autores desse trabalho foram 

motivados a estudar essa proteína.

Dessa forma após a análise dos dados relativos à reatividade imuno- 

histoquimica para H3S10ph, em todos os casos de tumores malignos, houve 

maior expressão da proteína quando comparados ao grupo de tumores 

benignos. Ao se avaliar de forma agrupada benignos versus malignos, foi 

observada maior reatividade da proteína no grupo de tumores malignos, embora 

assim como na avaliação anterior, não tenha sido encontrada diferença 

estatística significante.

Ao avaliar-se a área total de marcação, observamos que novamente que 

em nenhuma das variáveis estudadas houve diferença estatística digna de nota.

Os resultados encontrados para H3S10ph por esse estudo ratificam 

conclusões de outros trabalhos, onde foi observado que a fosforilação de histona 

H3 em Ser10 é crítica durante o processo de transformação maligna, tendo em
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vista a elevada expressão da proteína em células transformadas por oncogenes 

(lesões malignas) (Kim et al, 2008; Lee et al, 2011; Chen et al, 2016).

Além do que altos níveis de H3S10ph resultantes da ação de ARK2 tem 

sido relatado como um fator precipitante da instabilidade cromossômica, 

desempenhando um papel de destaque na carcinogênese (Adams et al, 2001; 

Espino et al, 2009).

A fosforilação de H3S10 em mitose, começa naqueles cromossomos em 

fase de prófase e nesta fase é impossível de se identificar mitoses pela coloração 

Hematoxilina-Eosina (Veras et al, 2009). A marcação imunohistoquímica para a 

proteína estudada colabora na identificação de células em proliferação, fato 

confirmado por Tsuta, et al, 2011 que afirmam que a contagem de mitoses por 

avaliação imunoistoquímica de H3S10ph apresentou-se de forma confiável em 

carcinomas neuroendócrinos de pulmão (Tang et al, 2012)

Os dados obtidos por esse trabalho quanto à reatividade imuno­

histoquímica do Ameloblastoma Adenóide para H3S10ph e para H3K36me3, 

pode ser explicado pela similaridade que a lesão apresenta com o Tumor 

Odontogênico Adenomatóide, a qual é claramente uma lesão benigna (Sonone 

et al, 2011; Saxena et al, 2012; Loyola et al, 2015).

Observou-se que AME e AAD na avaliação de H3K36me3, H3K9ac e 

H4K12ac apresentaram similaridade com CAME, COCC e COCF, o que deixa 

evidente a similaridade existente entre tais tumores, justificado por exemplo, pela 

presença de células claras, deposição de dentinóide, calcificações e células 

fantasmas em CAME (Loyola et al, 2016) ou pela afirmação de que COCC seja 

um subtipo do CAME (Hall et al, 2007).

O resultado encontrado para AME, AAD, CAME, COCC e COCF mostra 

a dificuldade em se fazer um diagnóstico diferencial entre tais tumores, além da 

necessidade em se descobrir marcadores que permitam tal processo (Loyola et 

al, 2015).

Vale ressaltar ainda que o TOEC em nossas análises para H3K36me3 e 

H3S10ph apresentou similaridade com os tumores malignos. O que é justificado 

pelo comportamento agressivo do TOEC (Pereira et al, 2013).
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É importante ainda ressaltar a necessidade de novos estudos, tais como 

avaliação enzimática, estudos de biologia celular, avaliação da expressão de Ki 

67, sobre o assunto aqui abordado, para que seja possível, de fato, desvendar 

qual as reais funções das proteínas aqui trabalhadas com a tumorigênese, em 

especial aquelas de natureza odontogênica.
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CONCLUSÃO
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6.0 CONCLUSÃO

Nossos achados permitem concluir que:

1. As modificações de histonas ocorrem em ambos os grupos de tumores 

odontogênicos benignos e malignos, com associação significativa para 

H3K9ac e H4K12ac em tumores malignos.

2. As modificações de histonas estudadas são mais intensas em relação a 

IOD e área de reatividade para os tumores malignos.

3. Os tumores benignos mais frequentemente relacionados a aumento na 

presença de moficiações de histonas são os ameloblastomas 

convencionais, os adenoides e o Tumor Odontogênico Epitelial 

Calcificante.

4. Não foi possível encontrar uma relação entre a intensidade de reatividade 

para as modificações de histonas e localização tumoral, recorrência, 

metástases e a sobrevida dos pacientes.

5. Estes achados sugerem que estas alterações estão associadas a 

tumorigênese odontogênica.
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Apresentação do Projeto:
Segundo os pesquisadores: "O câncer bucal é o sexto câncer com maior prevalência em todo o mundo, e o 
quinto no Brasil (JACOBS, 1987). Dos cânceres de cavidade oral, o carcinoma epidermóide (CEC), é o mais 
comumente encontrado, representando aproximadamente 90% das neoplasias malignas da cavidade bucal 
e cerca de 38% dos tumores de cabeça e pescoço (GOUVEA, et ai, 2010).Até o estabelecimento do 
carcinoma epidermóide oral (CEC), observa-se uma série de alterações morfológicas nas células da mucosa 
oral, até que essas alterações resultem em lesões clinicamente detectáveis (WRIGHT e WRIGHT, 1988). 
Dessa forma, antes do estabelecimento do CEC, haverá a formação de lesões denominadas “pré-malignas', 
cuja característica histo/citológica principal é apresentar algum grau de displasia epitelial (DOREY, et al. 
1984),’
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"Quanto a etiologia, assim como as lesões pré-malignas, acredita-se que esteja associado ao consumo 
crônico de tabaco e álcool, exposição prolongada à radiação ultravioleta (CEC de lábio), infecções virais 
(principalmente pelo papilomavirus humano - HPV), deficiências nutricionais e hereditariedade (DANIEL, et 
al, 2006). É uma lesão que apesar do progresso em seu diagnóstico e tratamento, apresenta um baixo 
indice de sobrevivência (MEHROTRA et al.2006.
Atualmente, sabe-se que o câncer é uma doença genética cuja iniciação e progressão envolve

Endereço: Av. Joâo Naves de Avila 2121- Bloco "1A", sala 224 - Campus Sta. Mômca 
Bairro: Santa Mfinica CEP: 38.408-144
UF: MG Município: UBERLÂNDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mall: cep@propp.ufu.br

i l l  1 i n  I  U N IV E R S ID A D E  FE D E R A L D E / P lo b o P o f m a
W  U l U  U B ER LÂ N D IA /M G t < £ r a s f l

fn— i>f 4c Ético on Pcâ aua
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processos nos quais o DNA acumula uma série de danos. Desta forma, acredita-se que a oncogênese seja 
resultante de alterações estruturais e/ou funcionais de alguns genes, cuja função é controlar o crescimento 
normal e a diferenciação das células que compõem o organismo (SILVA, 2004)."
Estudos objetivando o mapeamento das características estruturais e das funções de genes supressores de 
tumores são convenientes e necessários na tentativa de explicar a etiopatogenia, e detectar possíveis 
influências destas alterações no comportamento, de lesões neoplásicas, no sentido de segregar casos 
morfologicamente semelhantes que possam apresentar características de comportamentos diferentes 
(PHILIPSEN et al. 2005; GARDNER et al, 2005; SLOOTWEG et al, 2009; SERVATO et al, 2013).
Dessa forma, um estudo mais aprofundado, com um maior número de genes, poderá de fato proporcionar 

uma compreensão ainda maior nesse sentido, contribuindo de forma significante para a criação de métodos 
diagnósticos mais sensíveis, além de terapêuticas mais especificas para essas lesões.
Segundo os autores;" O presente estudo caracteriza-se por ser observacional descritivo de alterações 
gênicas observáveis em um grupo de tumores incidentes em cabeça e pescoço, baseado na avaliação da 
expressão gênica a partir de um painel de 160 genes considerados mais frequentemente relacionados com 
a carcinogênese humana.
Sobre os participantes da pesquisa:

"Dessa forma, serão considerados na composição da amostra tumores benignos e malignos de glândula 
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e 
malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite actinica). Todos os casos 
incluídos nesse estudo serão coletados retrospectivamente a partir de 1978 (início do arquivamento das 
amostras cirúrgicas do Laboratório de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da 
Universidade Federal de Uberlândia), e prospectivamente a partir de 2016. A coleta dos casos em ambas
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Universidade Federal de Uberlândia), e prospectivamente a partir de 2016. A coleta dos casos em ambas 
situações se fará até 2021, período limite do desenvolvimento do estudo.”
As amostras incluídas nesse estudo serão de dois tipos a saber amostras frescas, não fixadas coletadas do 
paciente, no momento da intervenção de coleta de material para a realização do diagnóstico cito e/ou 
histopatológico da doença e de amostras fixadas em formol e incluidas em parafina constantes dos arquivos 
do Laboratório de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de 
Uberlândia. Em relação as amostras frescas, o fragmento utilizado para o experimento será obtido 
preferencialmente do material coletado para biopsia, ou
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seja, material coletado para biopsia será seccionado em duas partes, sendo uma destinada ao exame 
anatomopatológico e outra ao estudo. Caso seja necessário, sempre com conhecimento e autorização 
prévia do paciente uma amostra complementar será obtida. Este procedimento será realizado considerando, 
também, a dimensão da lesão.Com a finalidade de atender tecnicamente os procedimentos experimentais, 
coletaremos do paciente amostras de tecido não tumoral, que poderão incluir, exclusivamente, amostras 
teciduais pehlesionais e amostras de sangue.

Os critérios de inclusão serão: pacientes diagnosticados com tumores benignos e malignos de glândula 
salivar salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores 
benignos e malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia. eritroplasia e queilite actinica), no 
periodo de 1978 à 2021 260 participantes As amostras incluídas nesse estudo serão de dois tipos a saber: 
amostras frescas, não fixadas coletadas do paciente, no momento da intervenção de coleta de material para 
a realização do diagnóstico dto e/ou histopatológico da doença e de amostras fixadas em formol e incluidas 
em parafina constantes dos arquivos do Laboratório de patologia bucomaxilofacial da Faculdade de 
Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia. Em relação as amostras frescas, o fragmento utilizado 
para o experimento será obtido preferencialmente do material coletado para biopsia, ou seja, material 
coletado Dara bioDsia será seccionado em duas Dartes. sendo uma destinada ao exame anatomoDatolóaico
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Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primário:" Avaliar o papel das alterações genéticas, epigenéticas. transcrícionais e pós-traducionais 
relacionadas com a expressão gênica de cerca de 160 genes considerados mais frequentemente 
relacionados com a cardnogênese humana, em amostras de tumores benignos e malignos de glândula 
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e 
malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite actínica). Objetivo 
Secundário: A- Mapear as mutações gênicas a partir de um painel de 160 genes considerados mais 
frequentemente relacionados com a cardnogênese humana, em amostras de tumores benignos e malignos 
de glândula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores 
benignos e malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite actínica);B 
Avaliar citogeneticamente a composição e integridade do cromossomo 17 em amostras de tumores 
benignos e malignos de glândula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de 
mucosa bucal
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tumores benignos e malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite 
actinica);C- Avaliar dtogeneticamente a composição, integridade, bem como o número de cópias do locus 
TP53 em amostras de tumores benignos e malignos de glândula salivar (adenomas, carcinomas e 
adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e malignos odontogênicos e lesões 
cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite actínica);D- Avaliar a metilação gênica das ilhas CpG da 
região promotora de TP53 em amostras de tumores benignos e malignos de glândula salivar (adenomas, 
carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e malignos 
odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite actinica);E- Avaliar a presença de 
miRNA relacionados ao TP53 em amostras de tumores benignos e malignos de glândula salivar (adenomas, 
carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e malignos 
odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite ctinica)FQuantificar por PCR em 
tempo real, o número de cópias de mRNA de p53 em amostras de tumores benignos e malignos de glândula 
salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, tumores benignos e 
malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, erítroplasia e queilite actinica);G- Quantificar 
por Western Blotting, a presença da proteína p53 "selvagem" e "mutada" em amostras de tumores 
benignose malignos de glândula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de
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malignos de glândula salivar (adenomas, carcinomas e adenocarcinomas), carcinomas de mucosa bucal, 
tumores benignos e malignos odontogênicos e lesões cancerizáveis (leucoplasia, eritroplasia e queilite 
actinica);! — Realizar estudo clínicopatológico dos grupos de lesões estudadas, considerando, quando 
pertinente, a possibilidade de estudar casos isolados ou pequenas serie de casos, espedalmente quando os 
casos trouxerem informações inusitadas em relação ao que é conhecido pela literatura;*)- Correlacionar os 
achados genéticos, epigenéticos, citogenéticos e imunohistoqufmicos com as características clínico

achados genéticos, epigenéticos, citogenéticos e imunohistoquimicos com as características clínico 
histológicas e com o comportamento biológico esperado para estas lesões.'*

Avaliação dos Riscos e Benefícios:
Segundo os pesquisadores:

Riscos: Os participantes incluídos na pesquisa serão submetidos a riscos considerados minimos, que 
consistem em incômodo ou desconforto no momento da coleta do material e sangue, ou
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hematoma no local da punção. Os mesmos serão coletados após a retirada cirúrgica, quaconteceria. 
independentemente da realização desta pesquisa. Essa coleta será realizada por profissional experiente das 
clinicas de estomatologia e cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia. O 
risco de identificação do participante da pesquisa será minimizado através da aplicação das seguintes 
medidas: a privacidade do participante da pesquisa será respeitada, ou seja, seu nome ou qualquer outro 
dado ou elemento que possa, de qualquer forma, o Identificar, será mantido em sigilo. Não serão utilizadas 
identificações como as inicias do nome do participante, cada participante será identificado por um número 
no instrumento de coleta de dados e nos tubos que serão coletadas as amostras, garantindo assim o sigilo 
da sua identidade em todas as etapas da pesquisa.

Benefícios: Quanto aos benefícios, o projeto pretende proporcionar um melhor entendimento acerca da 
patogenia dessas lesões. Entendemos que, a depender dos resultados obtidos, o conhecimento gerado por 
este estudo poderá somar-se a outros já presentes na literatura ou motivar sua expansão para que. 
oportunamente, possamos vislumbrar o surgimento de técnicas terapêuticas no combate a essas 
neoplasias. de forma menos invasiva e mais eficiente, proporcionando melhor qualidade de vida aos 
nar.ientes tratados
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Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo observacional descritivo das alterações genicas observáveis em um grupo de 
tumores incidentes em cabeça e pescoço.
Projeto relevante para o melhor entendimento do comportamento genético dessa doença.

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Declarações de Instituição Co-participantes (Genética e Odonto), Termo de compromisso da equipe 
executora. Folha rosto, Folha de informações básicas, Projeto completo, link do Currículo Lattes dos 
pesquisadores e TCLE estão adequados 

Recomendações:
Não há.

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
As pendências apontadas no parecer consubstanciado número 1.479.851, de 31 de Março de 2016, foram 
atendidas.

De acordo com as atribuições definidas na Resolução CNS 466/12, o CEP manifesta-se pela
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aprovação do protocolo de pesquisa proposto.
O protocolo não apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites 
da redação e da metodologia apresentadas.

Considerações Finais a critério do CEP:
Data para entrega de Relatório Pardal ao CEP/UFU: Setembro de 2017.
Data para entrega de Relatório Pardal ao CEP/UFU: Setembro de 2018.
Data para entrega de Relatório Pardal ao CEP/UFU: Setembro de 2019.
Data para entrega de Relatório Pardal ao CEP/UFU: Setembro de 2020.
Data para entrega de Relatório Final ao CEP/UFU: Setembro de 2021.

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANÇA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA 
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANÁLISE E APROVAÇAO DA MESMA.
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O CEP/UFU lembra que:
a- segundo a Resolução 466/12, o pesquisador deverá arquivar por 5 anos o relatório da pesquisa e os 
Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa, 
b- poderá, por escolha aleatória, visitar o pesquisador para conferência do relatório e documentação 
pertinente ao projeto.
c- a aprovação do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU dá-se em decorrência do atendimento a Resolução 
CNS 466/12, não implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Orientações ao pesquisador:
• O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em 
qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 ) e 
deve receber uma via original do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.
• O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o 
estudo somente após análise das razões da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS 466/12), 
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao sujeito participante ou 
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram ação 
imediata.
• O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do 
estudo (Res. CNS 466/12). É papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas

Endereço: Av. Joao Naves de Avíla 2121- Bloco "1A". sala 224 - Campus Sta. Mônica
Bairro: Santa Mflrnca CEP: 38.408-144
UF: MG Município: UBERLÂNDIA
Telefone: (34)3239-4131 Fax: (34)3239-4335 E-mall: cep@propp.ufu.br

( i |  I  I C I  I  UNIVERSIDADE FEDERAL DE r \ PtotoPorrr*o
i £ ! U l U  UBERLÂNDIA/MG n < 5 ro rÍI

f n —i k  4c Iú c a  a c  I"ca^ a ia■

Continuação do Parecer: 1.516.1S9

adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar 
notificação ao CEP e á Agência Nacional de Vigilância Sanitária —ANVISA-junto com seu posicionamento. 
• Eventuais modificações ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e 
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do 
Grupo I ou II apresentados anteriormente à ANVISA. o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também 
à mesma, junto com o parecer aprobatório do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, 
item III.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação
Informações Básicas 
do Proieto

PB INFORMAÇÕES BÁSICAS DO P 
ROJETO 609123 pdf

11/04/2016
09:12:63

Aceito

Outros Carta_Resposta_as_pendendas.pdf 11/04/2016
09:12:06

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

TCLE/ Temos de 
Assentimento / 
Justificativa de 
Ausência

TCLpdf 11/04/2016
09:04:01

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Projeto Detalhado /
Brochura
Investiaador

Projeto_CEP.pdf 11/04/2016
09:03:10

ADRIANO MOTA
LOYOLA

Aceito

Outros INGEB.pdf 02/02/2016
13:39:12

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Outros HO.pdf 02/02/2016
13:38:36

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Folha de Rosto Folha.pdf 21/01/2016
20:53:56

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Outros Lattes.pdf 19/01/2016
20:69:12

ADRIANO MOTA
LOYOLA

Aceito

Outros Questionário.fxtf 19/01/2016
20:58:41

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Outros INGEBUFU_Solidtacao_do_pesquisado 
r para instituição.odf

19/01/2016
20:54:07

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Outros HOUFU_Solicitacao_do_pesquisador_p 
ara instituicao.pdf

19/01/2016
20:53:25

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Outros FOUFU_Solidtacao_do_pesquisador_pa 
ra instituição .pdf

19/01/2016
20:52:65

ADRIANO MOTA 
LOYOLA

Aceito

Outros Carta_de_encaminhamento_de_protocol 
os pdf

19/01/2016
20:44:12

ADRIANO MOTA
LOYOLA

Aceito
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Declaração de T ermo_de_compromisso_da_equipe_ex 19/01/2016 ADRIANO MOTA Aceito
Pesquisadores ecutora.pdf 20:42:16 LOYOLA

Situação do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciação da CONEP:
Não

UBERLÂNDIA 20 de Abril de 2016

Assinado pon
Sandra Terezinha de Farias Furtado 

(Coordenador)
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ANEXO 2

Antígenos IOD Área

H3K36me3 50130.50 92406.73

H3K9ac 33796.02 53311.20

H4K12ac 33794.67 53311.20

H3S10ph 36390.65 54908.93

Valores obtidos para os controles de cada um dos antígenos avaliados, para IOD 
(Índice de absorbância) e Área total de marcação
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