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RESUMO

Os tumores odontogénicos (TO) constituem um grupo heterogéneo de lesdes cuja
complexidade morfoloégica e comportamento variado tem motivado a investigagdo de
marcadores de diagnostico e progndstico. A calretinina ¢ uma proteina ligante de célcio que
apresenta imunorreatividade ao epitélio odontogénico, identificada em TOs com diferenciagao
ameloblastica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdao de calretinina em diferentes
TOs para avaliar sua utilidade como dado auxiliar no diagnostico diferencial das lesdes ¢ na
avaliagdo de progndstico. Foram avaliados 17 casos de ameloblastoma, sete ameloblastomas
unicisticos (AMEU), seis tumores odontogé€nicos adenomatoides (TOA), 15 carcinomas
ameloblasticos (CAME) e cinco carcinomas odontogénicos de células claras (COCC). Foram
realizados ensaios imuno-histoquimicos utilizando a técnica da estreptavidina-biotina-
peroxidase com anticorpo policlonal anti-calretinina humana. A analise da imunomarcacao foi
realizada através do método Quickscore, traduzindo o produto da propor¢do de células
positivas pela intensidade de marcagdo em citoplasma e ntcleo das células centrais e
periféricas. A expressdo de calretinina foi observada em 14 ameloblastomas, trés AMEUSs,
oito CAMEs e trés COCCs, localizada preferencialmente no citoplasma das células centrais,
sendo mais intensa nas areas de metaplasia escamosa e granular. A analise dos dados mostrou
diferenca significativa na distribuicdo de positividade entre carcinomas e ameloblastomas em
comparagdo com o TOA e entre os casos agressivos e ndo agressivos. Resultados semelhantes
foram observados para os Quickscores. Conclui-se que a calretinina pode ser considerada um
marcador especifico para a diferenciacdo entre ameloblastomas e carcinomas odontogénicos

com o TOA e para a diferenciacdo entre lesdes agressivas e ndo agressivas.

Palavras-chave: tumores odontogénicos; calretinina; imuno-histoquimica; odontogénese;

prognostico.



ABSTRACT

Odontogenic tumors (OTs) are a group of heterogeneous lesions whose morphological
complexity and variable behavior have motivated the search for diagnosis and prognosis
markers. Calretinin is a calcium-biding protein that presents imunorreactivity for odontogenic
epithelium and has been identified in OTs with ameloblastic differentiation. The aim of this
study was to assess the expression of calretinin in different OTs in order to evaluate its
applicability as an adjunct data in the differential diagnosis of these lesions and in the
definition of prognosis. A total of 17 cases of ameloblastoma (AME), seven unicystic
ameloblastomas (UAME), six adenomatoid odontogenic tumors (AOT), 15 ameloblastic
carcinomas (AMECA) and five clear cell odontogenic carcinomas (CCOC) were assessed.
Immunohistochemical assays were performed with estreptavidin-biotin-peroxidase technique
with polyclonal rabbit anticalretinin antibody. Analysis of immunostaining was performed
with Quickscore method, translating the product of the proportion of positive cells by the
intensity of stain in the cytoplasm and nucleus of central and peripheral cells. Calretinin
expression was observed in 14 AMEs, three UAMESs, eight AMECAs and three CCOCs,
mainly located in the cytoplasm of central cells and with higher intensity in areas of
squamous and granular metaplasia. Data analysis demonstrated significant differences in the
distribution of positive cases among carcinomas and ameloblastomas in comparison with
AOT and between aggressive and non-aggressive lesions. Similar results were observed in the
Quickscore analysis. In conclusion, calretinin can be considered a specific marker for de
differential diagnosis of ameloblastomas and carcinomas with AOT and for the differentiation

between aggressive and non-aggressive lesions.

Keywords: odontogenic tumors; calretinin; immunohistochemistry; odontogenesis;

prognosis.



1. INTRODUCAO

Os ossos gnaticos sediam uma grande variedade de lesdes, em parte devido a presenga
dos tecidos envolvidos na odontogénese. Tais lesdes, cujas origens sao atribuidas ao tecido
odontogénico e seus remanescentes, podem exibir um curso biologicamente agressivo e ser de
dificil diagnostico. A histopatologia tradicional continua sendo o pilar para o diagnostico
destas lesdes, enquanto a expressdo génica e deteccdo antigénica especifica por técnicas
moleculares e de imuno-histoquimica, respectivamente, contribuem de forma complementar
para o diagnostico (REGEZI, 2002).

Os tumores odontogénicos constituem um grupo heterogéneo de lesdes que variam
desde proliferacdes ndo neopldsicas de tecidos até tumores benignos e malignos com
potencial metastatico. Originam-se de células epiteliais e/ou ectomesenquimais da
odontogénese. Estes tumores sdo, de maneira geral, raros, mas representam desafios
diagndsticos e terapéuticos significativos (BARNES et al., 2005; WRIGHT e VERED, 2017).

O diagnostico preciso dos tumores odontogénicos ¢ fundamental para a formulacdo
terapéutica e prognodstica adequada. Contudo, identifica-se, com frequéncia, uma sobreposi¢ao
morfoldgica entre estas lesdes, o que limita o seu diagnostico preciso. Para vencer estas
dificuldades e, a0 mesmo tempo, aperfeicoar o diagndstico histopatologico das mesmas, a
técnica imuno-histoquimica tem sido empregada, tendo como principio a identificagdo de
antigenos que seriam proprios a doenga sob andlise. Trata-se de uma técnica rapida e pouco
dispendiosa, que, além de aperfeicoar o diagndstico, abre caminhos para investigacdo de
alteragdes que justifiquem o padrao de expressao obtido para determinado antigeno tumoral,
especialmente no campo da biologia celular e molecular (MOURTZOUKOU, FISHER e
THWAY, 2015; FISHER, 2011).

A complexidade no diagndstico dos tumores odontogénicos se deve, em grande parte,
a raridade destas lesdes e a consequente dificuldade em ganhos de experiéncia durante a sua
avaliacdo. A aten¢do cuidadosa a morfologia, associada as caracteristicas clinicas e
radiograficas, sdo necessdrias ao estabelecimento do diagndstico. Quando isto ndo for
possivel, a analise imuno-histoquimica pode ser util. Os marcadores imuno-histoquimicos
podem ndo ser especificos e tampouco sensiveis o bastante para auxiliar no diagnostico,
porém desenvolvem, em alguns casos, um papel significativo na diferenciacdo destas lesdes
(JOSHI et al., 2015).

Viarios marcadores imuno-histoquimicos sdo atualmente utilizados no diagnéstico

diferencial de tumores odontogénicos e nado-odontogénicos, como as citoqueratinas CK1,
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CK5/6, CK7, CK10, CK13, CK14, CK18 e CK19, os antigenos Ki-67, CD-34, CD-44, CD-
56, CD-68, as proteinas apoptdticas Bel-2, BAX, p53, a beta-catenina, o fator de transcrigdo
SOX2, o antigeno PCNA, e as proteinas S-100, com impacto variavel sobre a possibilidade de
diagnostico diferencial entre os tumores (HUNTER e SPEIGHT, 2014).

A calretinina (CR) ¢ uma proteina ligante de calcio intracelular predominantemente
citosolica, codificada pelo gene CALB?2 localizado no cromossomo 16g22.2 em humanos. Foi
primeiramente identificada como um DNA clone (cDNA) da retina da galinha, sendo por isso
denominada calretinina (calcio + retina) (ROGERS, 1987). Pertence a familia de proteinas
EF-hand e sub-familia da calbindina, cujos membros compartilham de seis dominios
estruturados como hélice-loop-hélice, conhecidos como dominios EF-hand. Estas estruturas
moleculares foram identificadas pela primeira vez na estrutura em cristal da parvalbumina,
sendo assim denominadas devido as hélices E e F desta proteina. O dominio EF-hand ¢
composto por duas alfa-hélices com aproximadamente 10 aminoacidos e um /oop quelante de
ions calcio com 12 aminoacidos. A segunda alfa-hélice apresenta uma orientagao
perpendicular em relacdo a primeira, assemelhando-se com os dedos polegar e indicador
esticados de uma mao humana (KRETSINGER et al., 1973; REVETT et al., 1997).

A calretinina possui uma massa molecular de 30-31 kDa (média de 29 kDa) e
aproximadamente 269 a 273 aminoacidos (mais comumente 271 aminodcidos) (ROGERS,
1987; STEVENS e ROGERS, 1997). Possui seis dominios EF-hand e cinco sitios ligantes
funcionais de ions calcio (Ca®"). Os primeiros cinco dominios EF-hand constituem os sitios
funcionais, enquanto o sexto dominio ¢ inativo. Quatro destes dominios funcionais sdo sitios
de ligacdo cooperativos e o quinto € um sitio de ligacao independente. Os sitios cooperativos
formam dois pares, EF1-2 e EF3-4, com propriedades de ligacdo semelhantes. O quinto sitio,
EF5, possui uma afinidade muito baixa por Ca®", indicando que raramente estd em forma
ligante no citoplasma, exceto quando préximo a canais de Ca (FAAS et al., 2007).

Os pares cooperativos da calretinina influenciam uns aos outros de forma alostérica.
Considerando um destes pares, quando um sitio ligante estd em estado tenso, com baixa
afinidade e taxas de ligagdo lentas, o outro permanece desocupado. Por outro lado, quando um
sitio de ligagdo estd ocupado, o outro permanece em estado relaxado, com alta afinidade por
ions Ca e taxas rapidas de ligagao.

Tal propriedade ¢ responsavel pela regulacio ndo linear de Ca’" realizada pela
calretinina. Quando uma elevacdo curta e limitada da concentragdo intracelular ions Ca
([Ca2+]i) ocorre em uma célula com niveis basais de calcio (50-100nM), a calretinina atua

como um tipico buffer (ligante temporario) de iniciacdo lenta. Em contrapartida, quando este
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mesmo aumento ocorre em uma célula com elevada [Ca®']; (1 uM), na qual o primeiro sitio de
um dos pares cooperativos estd em forma de ligagdo, a calretinina atua como um buffer
rapido. A velocidade de buffer da calretinina, ¢, portanto, fortemente dependente dos niveis de
[Ca’]i no momento em que ocorre outra elevacdo citosdlica deste ion. Além de suas
propriedades como buffer de Ca, a calretinina também sofre alteragdes conformacionais
dependentes de Ca’’, o que indica também o seu papel como proteina sensora
(SCHWALLER, 2008; 2014).

O papel bioldgico da calretinina ainda ndo foi completamente elucidado, porém suas
possiveis fungdes, além da manutengdo dos niveis citosolicos de Ca e da sinalizacao
intracelular, incluem a modulag@o do processo de apoptose, regulagdo da expressao de fatores
de crescimento e mediacdo dos processos celulares de proliferagdo, diferenciagdo e
transformagao neoplasica (HEIZMANN, 1992; SHERBET, 2010; SUNDAGARI et al.;
2010).

Sua expressdo ¢ abundante no sistema nervoso central e periférico, assim como em
células nao neurais, por exemplo, as células mesoteliais, adipocitos, mastocitos, no fuso
muscular, nas camadas superficiais queratinizadas do infundibulo pilar, nos tubulos
contorcidos dos rins, nas glandulas écrinas, nas cé€lulas de Leydig e Sertoli, nas células
estromais dos ovarios, nas ilhotas pancreaticas e na cortical das adrenais. Além de sua
expressdo nos tecidos humanos normais, a calretinina também pode ser encontrada em uma
grande variedade de neoplasias, principalmente em mesoteliomas, tumores dos corddes
sexuais, da cortical da adrenal, do sistema nervoso central, em tumores de tecidos moles, por
exemplo, lipomas, lipossarcomas, Schwannomas e tumor de células granulares, entre varios
outros (DOGLIONI et al., 1996; LUGLI et al., 2003; ORDONEZ, 2014).

Como marcador imuno-histoquimico, a calretinina ¢ considerada altamente sensivel e
especifica para o diagnoéstico diferencial entre mesotelioma epitelioide e adenocarcinoma
pulmonar (CARELLA, 2001; ABUTAILY, ADDIS & ROCHE, 2002), entre células
mesoteliais reativas e carcinomas em efusdes (BARBERIS et al., 1997, CHHIENG et al.,
2000; SIMSIR et al., 2001), bem como para a identificagio de mixoma cardiaco
(TERRACCIANO et al., 2000), de tumores dos corddes sexuais (CAO, JONES e LI, 2001;
MCCLUGGAGE ¢ MAXWELL, 2001; MOVAHEDI-LANKARANI ¢ KURMAN, 2002),
para o diagnostico de neuroblastoma olfatorio (WOOFF et al., 2011) e doenga de Hirschprung
(MUSA et al., 2017).

A calretinina apresenta também imunorreatividade ao epitélio odontogénico de ratos,

principalmente ao 6rgao do esmalte durante a odontogénese (ALTINI et al., 2000; MISTRY,
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2001). Além disso, sua expressdo foi estudada nos tecidos de estruturas faringeanos e bucais
destes animais, incluindo a polpa dentaria, ligamento periodontal e fibras nervosas (MISTRY,
2001; ICHIKAWA, DEGUCHI e SUGIMOTO, 1992; ICHIKAWA et al., 1994. ICHIKAWA,
JACOBOWITZ ¢ SUGIMOTO, 1997). Inicialmente, acreditava-se que a calretinina atuava
transportando ions célcio através do citoplasma do ameloblasto para a matriz do esmalte,
sendo responsavel por sua mineralizacdo (MISTRY et al., 2001), porém, tendo em vista o seu
pico de expressdo nos pré-ameloblastos ao fim da campanula e a sua down-regulation ap6s a
histomorfodiferenciagdo do epitélio interno e secre¢ao da matriz (HUBBARD et al., 2011), a
funcdo desta proteina parece estar associada a diferenciagdo celular de maneira inversamente
proporcional.

A partir destes estudos em modelos animais surgiram outros analisando a expressao de
calretinina em diferentes lesdes odontogénicas em humanos. A calretinina foi identificada em
ameloblastomas so6lidos e unicisticos (ALTINI et al., 2000; ALAEDDINI et al., 2008;
DEVILLIERS, et al., 2008; D’SILVA et al., 2023; ANANDANI et al., 2014), bem como em
carcinomas ameloblésticos (LEY et al., 2014); no cisto dentigero, cisto radicular, cisto
odontogénico botrioide, queratocisto odontogénico, tumor odontogénico epitelial calcificante,
fibroma amelobléstico, tumor odontogénico adenomatoide, mixoma odontogénico e tumor
odontogénico primordial, ndo houve expressao de calretinina (PIATTELLI et al., 2003;
ALAEDDINI et al., 2008; DEVILLIERS, et al., 2008; D’SILVA et al., 2013; ANURADHA
etal., 2014; ANANDANI et al., 2014; BOLOGNA-MOLINA et al., 2017).

Sendo assim, a calretinina parece apresentar-se como um marcador imuno-
histoquimico com certa especificidade para o epitélio ameloblastico neoplasico, tendo em
vista os altos indices de positividade desta proteina em ameloblastomas. Nesta linha, a
calretinina tem sido testada como ferramenta adjuvante no diagnéstico diferencial do
ameloblastoma com outras lesdes bucais. Entretanto, carece ainda a literatura de mais
trabalhos relatando a imunorreatividade a calretinina nas demais neoplasias odontogénicas,
investigando o seu papel no desenvolvimento e progressao das mesmas, como também sua
influéncia sobre o comportamento e progndstico das doencas.

Os objetivos deste trabalho foram, portanto: (1) identificar a expressao de calretinina
em diferentes tumores odontogénicos; (2) descrever qualitativamente e avaliar
semiquantitativamente seus padroes de expressao nas lesoes; (3) verificar a aplicabilidade da
calretinina como marcador especifico para o diagnostico diferencial entre estas lesdes; (4)

estabelecer uma correlacdo entre os achados clinicopatolégicos e imuno-histoquimicos,
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analisando a relagdo da calretinina com o comportamento bioldgico e progndstico dos

tumores malignos.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1.  Seleciao da Amostra

O trabalho foi submetido ¢ aprovado pelo Comité de Etica Institucional (UFU),
registrado na Plataforma Brasil (CAAE: 52906815.7.0000.5152).

Foram selecionados para o desenvolvimento deste estudo casos de ameloblastoma
(AME) (n=17), ameloblastoma unicistico (AMEU) (n=7), tumor odontogénico adenomatoide
(TOA) (n=6) carcinoma ameloblastico (CAME) (n=15) e carcinoma odontogénico de células
claras (CCOC) (n=5). As amostras foram obtidas do arquivo do Laboratério de Patologia
Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia. O
diagnodstico de cada caso foi confirmado com exame histopatoldgico de seccdes teciduais
coradas pela técnica da Hematoxilina & Eosina (H&E) em microscopia de luz visivel, com
base na classificacdo histologica dos tumores odontogénicos da Organizagdo Mundial da
Saude (BARNES et al., 2005; WRIGHT e VERED, 2017).

Dos casos incluidos neste estudo, foram coletados dados acerca da idade, género e cor
do paciente, localizagdo e dimensdo da lesdo, sintomatologia, tratamento e dados de

intercorréncias, como recorréncias, metastases e obito.
2.2.  Ensaio Imuno-histoquimico

Inicialmente, os cortes obtidos das amostras de interesse foram montados em laminas
de vidro previamente tratadas com organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Seguiu-se uma etapa de desparafinacdo, mediante duas
passagens em solugdes de xilol, realizadas a temperatura ambiente por 18 horas e 15 minutos,
respectivamente. Os cortes histologicos foram hidratados em cadeia descendente de etanol
(100%, 90%, 80% e 70%) e submetidos a solugdo de hidroxido de amonia a 10%, durante 10
minutos, para remoc¢do do pigmento formolico, sendo em seguida imersos em agua
deionizada.

Procedeu-se a recuperacao antigénica com solucao de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA, ImM) tamponado com hidroxido de sédio (pH 8,0), em trés ciclos de 5 minutos no

forno de microondas a poténcia maxima. Apos resfriamento, os cortes foram submetidos ao
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bloqueio de ligagdo a avidina e biotina endégenas, aplicando-se, primeiro, uma solugdo para
bloqueio de avidina por 10 minutos, preparada com 180mL de agua deionizada e 30g de leite
em po desnatado (Molico®). Para o bloqueio da biotina, foi utilizada uma solugao preparada
com 200mL de agua deionizada e 2 claras de ovo nao-refrigerados, também por 10 minutos.
As laminas foram, entdo, submetidas a 5 banhos em agua deionizada e TRIS-HCI.

O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado através da imersdo em solucdo de
peréxido de hidrogénio dez volumes (trés banhos de 10 minutos cada). Em seguida, os cortes
foram submetidos a trés banhos de cinco minutos em solucao tampao TRIS-HCI (pH 7.,4) e,
em seguida, incubados com Background Snipper (Biocare Medical, Concord, CA, USA) por
15 minutos. As laminas foram incubadas em camara imida e a temperatura ambiente por duas
horas com o anticorpo policlonal anti-calterinina obtido de coelho (Cddigo SKU: 092,
Biocare Medicals, Concord, Calif.,, USA), diluido em TRIS-HCI, sendo consideradas as
recomendacdes do fabricante e acrescidas as modificagdes necessarias segundo os resultados
obtidos na padroniza¢ao laboratorial.

A reagdao foi amplificada com a utilizagdo do sistema estreptavidina-biotina-
peroxidase (LSAB™®, Dako, Carpinteria, CA, EUA), incubando-se primeiramente o anticorpo
secundario anti-IgG biotinilado por 20 minutos, seguido do complexo de estreptavidina-
peroxidase por dez minutos, ambos em camara umida. Entre estas etapas, os cortes foram
lavados em solugdo de TRIS-HCI em dois banhos de dois minutos. A reacao foi revelada com
a utilizagdo de solucdo cromodgena contendo 3,3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina e
peroxido de hidrogénio, por cinco minutos, seguido de banho em agua corrente por cinco
minutos.Por fim, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Harris, desidratados em
cadeia ascendente de etanol (70%, 80%, 90% e duas vezes a 100%), diafanizados em dois
banhos de xilol, sendo as laminas montadas ao final do procedimento com laminulas de vidro
e Permount (Fischer Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). Em todos os ensaios, foram utilizados
como controles positivos cortes histologicos de carcinoma ductal invasivo e de mesotelioma
(conforme indicado pelo fabricante). Nos controles negativos foi omitido o anticorpo primario

em cortes destes mesmos tecidos.
2.3. Analise da Imunomarcacao

As laminas submetidas aos ensaios imuno-histoquimicos foram avaliadas,
inicialmente, quanto a presen¢a ou nao de marcagdo, quanto aos tipos celulares (células

periféricas e células centrais) e, por fim, quanto ao compartimento celular de marcagao
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predominante (membrana, citoplasma e/ou nticleo) (PIMENTA; PINHEIRO; GOMEZ, 2004).
A intensidade de marca¢dao também foi avaliada (fraca, moderada ou intensa), bem como a
proporcao de células positivas (classificadas entre os limites de 0 a 100%), da seguinte forma:
escore 1 (até 4% de células positivas); escore 2 (de 5 a 19%); escore 3 (de 20 a 39%); escore 4
(de 40 a 59%); escore 5 (de 60 a 79%) e escore 6 (de 80 a 100%). A partir disto foi obtido o
quickscore (QS), definido como resultado da multiplicagdo do pardmetro intensidade de
marcacdo pelo parametro propor¢ao de células positivas (DETRE; SACLANIOTTI;
DOWSETT, 1995).

Cada lamina foi avaliada em 10 areas distintas em aumento de 40x, iniciando pela area
mais intensamente marcada. Ao final foram calculadas as médias dos quickscores dos
compartimentos celulares das células centrais e periféricas de cada regido avaliada. Esta etapa
foi realizada por dois avaliadores calibrados e, quando verificadas divergéncias acima de 2
pontos no QS final, um terceiro avaliador realizava uma nova analise da amostra. A média Do
QS final foi obtida através da média do parametro intensidade de marcagao geral multiplicada
pela média do pardmetro de proporcao geral de células positivas. Por sua vez, a média do
parametro intensidade de marcacdo geral foi obtida através da soma entre a média de
intensidade do avaliador 1 e a média de intensidade do avaliador 2, dividindo-a por dois. De

forma similar foi obtida a média do parametro propor¢ao geral de células positivas.

2.4. Descricao e analise dos dados

Os dados foram inseridos a partir de estatistica descritiva, considerando médias,
medianas e percentuais. A analise estatistica dos dados foi realizada considerando a seguinte
estratégia: apos a analise de distribuicao dos valores dos escores de expressao antigénica pelo
teste de D’Agostino & Pearson e Kolmogorov-Smirnov, quando indicados, os grupos
amostrais foram comparados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
por pos-teste utilizando teste U de Mann-Whitney, para comparagdes multiplas dos grupos
realizadas aos pares. Estas andlises foram executadas para avaliagdo de diferencgas entre
grupos de tumores testados quanto a intensidade e propor¢cdo de imunomarcagdo para
calretinina; bem como para a comparacdo entre grupos de lesdes benignas e malignas,
agressivas e ndo agressivas, grupos de lesdes malignas metastaticas e ndo metastaticas e
grupos de lesdes malignas que evoluiram ou ndo para o Obito. A analise da distribui¢do das
proporgdes de casos positivos e negativos entre os diferentes grupos de tumores foi realizada

com o teste chi-quadrado de Pearson, verificando diferengas significativas na quantidade de



16

amostras positivas ou negativas para calretinina através da comparacdo entre os diferentes
tumores, agrupando-os conforme citado anteriormente. As andlises estatisticas foram
executadas com o software GraphPad Prism, versao 6.0, considerando os parametros padrdes
do software para o intervalo de confianga (95%) e o valor de p = 0,05. Os resultados foram

significativos quando os valores de p foram menores que 0,05.
3. RESULTADOS
3.1. Dados sociodemograficos e clinicopatolégicos dos casos

O detalhamento dos dados sociodemograficos e clinicopatologicos esta demonstrado
nas Tabelas 1 e 2. Os ameloblastomas foram mais prevalentes no género masculino,
apresentando uma média de idade no momento do diagnostico situada na terceria década de
vida. Todos os casos relatados envolveram a mandibula, em sua maioria assintomaticos.

Quando presentes, os sinais e sintomas incluiram dor e aumento de volume.

Tabela 1 - Dados sociodemograficos e clinicopatologicos dos tumores odontogénicos avaliados.

Tumor Carcinoma
— Ameloblastoma - Carcinoma Odontogénico
Variaveis Ameloblastoma o Odontogénico - .
Unicistico Adenomatoide Ameloblastico de Células
Claras
Idade Média 29,5 24,8 254 44 452
(anos) Variagdo 15-71 9-44 13-49 21-62 20-64
Feminino 5 (35,7%) 3 (42,8%) 4 (66,7%) 5(33,3%) 1 (25%)
Géner Masculino 9 (64,3%) 3 (42,8%) 2 (33,3%) 10 (66,67%) 4 (75%)
enero ND! 0 1 0 0 0
Leucoderma 6 (42,8%) 2 (28,6%) 1 (16,7%) 7 (46,7%) 3 (60%)
Feoderma 4 (28,6%) 1(14,2%) 3 (50%) 5 (33,3%) 2 (40%)
Cor Melanoderma 0 2 (28,6%) 1 (16,7%) 3 (20%) 0
ND! 4 2 (28,6%) 1 0 0
Maxila 0 0 4 (66,7%) 4 (26,7%) 2 (40%)
Epicentro Mandibula 13 (92,8%) 6 (85,7%) 2 (33,3%) 11 (73,3%) 3 (60%)
ND! 1 1 0 0 0
Dimenséo Média 83,3 58,3 423 93,9 42
(mm) Variagio 30-190 20-100 20-60 25-200 10-60
Assintomatico 8 (57,1%) 3 (42,8%) 6 (100%) 0 0
Dor 1 (7,2%) 2 (28,6%) 0 3 (20%) 2 (40%)
Sinais e Tumoragéo 0 1 (14,3%) 0 15 (100%) 5 (100%)
Sintomas Hemorragia 0 0 0 7 (46,7%) 1 (20%)
MD? 0 0 0 3 (20%) 2 (40%)
ND! 5 (35,7%) 1 0 0 0

1.ND = Nio descrito; 2.MD = Mobilidade dentaria
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O tumor odontogénico adenomatoide foi mais prevalente no género feminino, com
uma idade média de diagnostico de aproximadamente 25 anos. Houve uma predilecao pela
maxila, sendo os casos identificados na mandibula envolvendo a regido mentoniana. Em todos

0s casos, a lesdo foi assintomatica.

Tabela 2 - Dados de tratamento e intercorréncias observadas nos carcinomas odontogénicos.

Varidveis Carcinoma Carcinoma Odontogénicos de
Ameloblastico Células Claras
Cirurgia 12 (80%) 2 (40%)
Tratamento Cirurgia + RT? 3 (20%) 1 (20%)
Curetagem 0 1 (20%)
ND! 0 1 (20%)
Mareens Livres 6 (40%) 2 (40%)
cirﬁrgicas Comprometidas 6 (40%) 2 (40%)
g ND! 3 (20%) 1 (20%)
Sim 12 (80%) 4 (80%)
o Nio 3 (20%) 0
Recidivas ND! 0 1 (20%)
Regional 3 (20%) 0
A dictAnci [ 0
Metéstases A dlstagc; 2( 13;,3 %) 1 (2(;) %)
ND' 2 (13,3%) 0
SED? 6 (40%) 1 (20%)
vCD* 3 (20%) 2 (40%)
Estado ODD’ 4 (26,7%) 2 (40%)
ND' 2 (13,3%) 0
Acompanhamento Média 91,8 177,6
(meses) Variagdo 18-276 6-504

1.ND = Nao descrito; 2.RT=radioterapia; 3.SED=sem evidéncias da doenga; 4.VCD=vivo
com a doenga; 5.0DD=¢bito devido a doenga.

Os carcinomas foram prevalentes entre os pacientes do sexo masculino, com maior
propor¢do para o sexo feminino entre os COCC. A idade média de diagnostico foi
identificada na quinta década, com casos diagnosticados a partir da terceira década de vida. O
paciente mais idoso foi observado para o carcinoma amelobléstico (71 anos), uma década
acima do mais velho com COCC (64 anos). A mandibula foi mais afetada para ambos os tipos
de carcinomas, sendo as lesOes maiores, em média, observadas nos casos de carcinomas
ameloblasticos. Em geral, os carcinomas se apresentaram clinicamente como aumentos
volumeétricos, assintomaticos, com um atraso no diagndstico semelhantes, aproximadamente
cinco anos. A maioria dos pacientes com carcinomas receberam tratamento cirirgico, em
alguns casos complementados com radioterapia. A recidiva foi observada em frequéncia

similar para ambos os grupos de carcinomas, sendo as metastases cinco vezes mais frequentes
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neste grupo comparativamente aos COCC. A maioria dos pacientes se encontram vivos com

doenga ou evoluiram para 6bito em funcao da doenca.

3.2. Dados imuno-histoquimicos

No total, cinquenta amostras teciduais tumorais foram submetidas ao ensaio imuno-
histoquimico, sendo vinte e oito das quais positivas para imunomarcacao da calretinina.
Apenas o tumor odontogénico adenomatoide foi negativo para calretinina. Os maiores valores
percentuais de marcacdo foram obervados para o ameloblastoma (82,4%) e carcinomas, estes

ultimos apresentando positividade acima de 50% (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribui¢do do niimero e percentual de imunopositividade para calretinina em funcdo dos
tipos de tumores odontogénicos estudados.

Grupos N! Positivos (%)  Negativos (%)
Ameloblastoma 17 14 (82,4) 3(17,6)
Ameloblastoma Unicistico 7 3 (42,9) 4(57,1)
Tumor Odontogénico Adenomatoide 6 0(0) 6 (100)
Carcinoma Ameloblastico 15 8(53,3) 7 (46,7)
Carcinoma odontogénico de células claras 5 3 (60) 2 (40)
Total 50 28 22

1.N = niimero de amostras

O padrao de imunomarcagdo das amostras positivas para a expressdao de calretinina
manteve certa similaridade entre os grupos tumorais com diferenciagdo ameloblastica (Figura
1). Em geral, positividade foi observada em pequenos grupos de células, mostrando-se
agregadas ou espalhadas pelo tecido neoplasico. Para os carcinomas e ameloblastomas, o tipo
celular com maior proporc¢ao e intensidade de marcacdo foi a célula central do parénquima
(similares aquelas do reticulo estrelado do oOrgdo dentdrio). A imunomarcagdo foi
predominantemente citoplasmatica; os nucleos, com menos frequentemente positivos,
mostraram maior intensidade de marcagdo, quando comparados aos citoplasma. A
imunorreatividade foi objetivamente mais expressiva nas células com metaplasia escamosa,
na presenca ou nao de degeneragao cistica do parénquima, e nas células granulares. Por outro
lado, nas células periféricas (diferenciagdo ameloblastica), a imunomarcagdo foi

citoplasmatica, de fraca intensidade e em menor propor¢do. A expressao de calretinina nas
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amostras de ameloblastoma unicistico ocorreu somente nas células centrais, proximas as
células periféricas. A marcacao foi difusa e homogénea ao longo do epitélio, sendo moderada
no citoplasma e intensa nos nucleos. A Tabela 4 mostra a distribui¢do dos valores dos

quickscores observados para as lesdes estudadas.

Tabela 4 — Distribui¢ao dos valores do quickscore nos tumores odontogénicos.

Quickscore*

Grupos Células centrais Células periféricas

(o8 N2 c N2

AME 3,81+2,51 1,17 £2,17 1,95+£2,24 0

AMEU 1,19 £2,37 0,4+1,26 0 0

TOA 0 0 0 0
CAME 2,25+2,54 1,03 £ 1,13 1,25+£2,38 0,26 + 0,69
cocc 3,92 +4,90 2,38 +£4,78 3,36 +3,39 1,12£2,5

*Dados descritos como média + desvio padrdo. 1.C = citoplasma; 2.N = nucleo.

A Figura 2 mostra a distribui¢do dos tumores odontogénicos estudados segundo a
propor¢cao de imunopositividade para calretinina e o resultado das associagdes entre
imunopositividade e tipo tumoral estudado.

Observa-se que houve diferenca estatisticamente significativa para a frequéncia de
imunopositividade entre os tumores malignos e ameloblastoma solido para o tumor
odontogénico adenomatoide. Diferengas na imunomarcacdo dos tumores agrupados de acordo
com o comportamento biologico também foram verificadas, ndo havendo diferencas
estatisticamente significativas entre tumores benignos e malignos (p=0,9074). Investigando a
partir da agressividade, percebe-se que hé diferencga entre os tumores considerados agressivos
(carcinomas e o tipo solido de ameloblastoma) em relagdo as ndo agressivas, representadas
pelo TOA e ameloblastomas unicistico. Nao foram identificadas diferencas estatisticamente
significativas nos testes de correlagdo entre os dados clinicopatologicos e imuno-
histoquimicos dos tumores malignos, considerando a distribui¢do da imunopositividade entre
as lesdes metastaticas e ndo metastatica, bem como entre aquelas que evoluiram ou ndo para o

obito.
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Figura 1 - Expressdo de calretinina em tumores odontogénicos. (a até e) ameloblastoma; (f)
tumor odontogénico adenomatoide (negativo); (g e h) ameloblastoma unicistico; (i)
carcinoma ameloblastico. A Figura j representa um caso de COCC que exibiu a maior
intensidade e propor¢do de marcagdo entre as amostras estudadas. Aumento original de 20X.
Estreptavidina-biotina.
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Figura 2 — Grafico apresentando a distribuicdo de casos positivos e negativos para a expressdo de calretinina nos diferentes
grupos amostrais e com os tumores agrupados como lesdes benignas x malignas e agressivas X ndo-agressivas. A analise foi
feita com o teste chi-quadrado. AME=ameloblastoma; AME U=ameloblastoma unicistico, TOA=tumor odontogénico
adenomatoide; CAME=carcinoma amelobléstico, CCOC=carcinoma odontogénico de células claras; BG=benignos;
MG=malignos; AG=agressivos; NAG=ndo agressivos.

Visto que o citoplasma da célula central foi o compartimento mais consistentemente
marcado no epitélio neopldsico das amostras positivas, diferencas na analise semiquantitativa
foram testadas apenas com os quickscores referentes a estas estruturas. Diferengas entre as
medianas foram estatisticamente significativas (p=0,0092) com o teste Kruskal-Wallis,
considerando p < 0,05. Os grupos amostrais também foram comparados aos pares com o teste
U de Mann-Whitney, apresentando diferencas estatisticamente significativas entre
ameloblastoma so6lido e tumor odontogénico adenomatoide e entre carcinoma ameloblastico e
tumor odontogénico adenomatoide (Figura 3). Nao houve diferengas significativas entre
tumores benignos e malignos (p=0,5911), em contraste com o observado ao comparar as
lesdes agressivas e ndo-agressivas.

Nao foram identificadas diferencas estatisticamente significativas nos testes de
correlagdo entre os dados clinicopatoldgicos e imuno-histoquimicos dos carcinomas
odontogénicos, comparando a intensidade e propor¢do (teste U de Mann-Whitney) de
marcacdo nas lesdes metastaticas e ndo metastatica (p=0,2571), e nos tumores que evoluiram
ou nao para o obito do paciente (p=0,8019). O mesmo foi observado ao comparar estes grupos
em relacdo a distribuicdo de casos positivos e negativos (teste chi-quadrado), apresentando

valores de p=0,0954 e p=0,7686, respectivamente.
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Figura 3 - Grafico apresentando as comparagdes dos valores de Quickscore entre os diferentes tumores
odontogénicos, individualmente e agrupados como lesdes benignas x malignas ¢ agressivas X ndo-agressivas. A
analise foi realizada com o teste U de Mann-Whitney. AME=ameloblastoma; AME U=ameloblastoma
unicistico, TOA=tumor odontogénico adenomatoide; CAME=carcinoma ameloblastico, CCOC=carcinoma
odontogénico de células claras; BG=benignos; MG=malignos; AG=agressivos; NAG=ndo agressivos.

4. DISCUSSAO

Pelo presente trabalho, demonstrou-se que a calretinina se expressa preferencialmente
como proteina citoplasmatica, mas de forma varidvel, com maior frequéncia nos tumores com
diferenciagdo ameloblastica, malignos e benignos. Nestes ultimos, chama a atengdo sua maior
expressdo nas lesdes agressivas (ameloblastoma), em comparagdo com as menos agressivas,
como sua variante unicistica. Corrobora esta tendéncia, a auséncia de marcacao no tumor
odontogénico adenomatoide. A célula central, representando a contraparte neopldsica do
reticulo estrelado, foi o tipo celular com maior intensidade e propor¢ao de imunomarcagao.

Os tumores odontogénicos sdo conhecidos por reproduzir morfologicamente as
diferentes etapas da odontogénese (SHEAR, 1962). Demonstrada a presenca da calretinina de
forma variavel, tanto em termos de distribuicdo espacial quanto temporal ao longo da
odontogénese em modelos animais (MISTRY et al., 2001), hipotetizou-se o estabelecimento
de uma analogia entre o padrdo de expressao nestes tecidos com aquele observado em
tumores humanos. Por outro lado, foi possivel observar uma tendéncia de associagdo entre sua

expressao e o comportamento bioldgico mais agressivo para as neoplasias ameloblasticas.
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Estudos anteriores descrevendo os padrdoes de expressdo imuno-histoquimica da
calretinina em tumores odontogénicos trazem dados similares aqueles aqui obtidos. A
imunomarcagao para calretinina foi detectada em 82,35% dos casos de ameloblastoma so6lido,
percentual proximo ao descrito por outros que variou entre 90% e 100% (ALTINI et al., 2001;
ALAEDDINI et al., 2008; DEVILLIERS et al., 2008; D’SILVA et al., 2013; KONERU et al.,
2014). Por outro lado, nossos resultados mostraram uma baixa frequéncia de expressdo nos
ameloblastomas unicisticos (42,9%), comparativamente aos estudos de ALTINI et al. (2010) e
ANANDANI et al. (2014), os quais relataram uma marcagdo positiva em 81,5% e 50% dos
casos, respectivamente. A explicagdo para este fato pode residir na subjetividade de
interpretacdo dos parametros definidores da diferenciacdo ameloblastomatosa nestas lesdes.
Além disto, efeitos do processo de fixacdo ou mesmo de resgate antigénico poderiam
interferir nestes resultados.

O tumor odontogénico adenomatoide foi o Unico grupo cujas amostras, em sua
totalidade, foram negativas para calretinina, reforcando aqueles dados ja obtidos em outros
trabalhos (ALAEDDINI et al., 2008; KONERU et al. (2014). Véarios autores descreveram as
células deste tumor como sendo ultraestruturalmente similares aos ameloblastos durante a
formagdo da pré-dentina (HATAKEYAMA e SUZUKI, 1978) ou que sua aparéncia a
microscopia eletronica de varredura ¢ semelhante ao estagio de desenvolvimento pré-
ameloblastico do epitélio interno do 6rgdo do esmalte (SMITH et al., 1979). Por outro lado,
foi sugerido que este tumor se origina dos ameloblastos poés-secretorios ao fim da
amelogénese (ALAEDDINI et al, 2008), o que explica a auséncia de expressdo de calretinina
nas amostas avaliadas, uma vez que a sua expressao reduz subsequentemente a producao do
esmalte.

Viarios autores consideram a calretinina como um marcador especifico para o
ameloblastoma (ALTINI et al., 2000; COLEMAN et al., 2001), especialmente ao diferencid-
lo do queratocisto e outros cistos odontogénicos e nao-odontogénicos (DEVILLIERS et al.,
2008; ANANDANI et al.,, 2014). No presente estudo, foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas ao comparar tanto os dados da distribuicao de casos positivos e
negativos quanto os quickscores do ameloblastoma solido, carcinoma amelobléstico,
carcinoma odontogénico de células claras com o tumor odontogénico adenomatoide. Assim, a
calretinina poderia ser utilizada como marcador para o diagndstico diferencial destas lesoes.

Nossos resultados mostraram positividade para calretinina entre 53% e 60% nos
carcinomas ameloblasticos e COCC, respectivamente. Lei et al. (2014) observaram frequéncia

similar para os carcinomas ameloblasticos. Este padrao de expressao foi o segundo mais
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elevado em nossa série, aproximando-se daquele encontrado para os ameloblastomas so6lidos.
Provavelmente, a redu¢do na expressdo quando comparada aos ameloblastomas pode refletir
variacoes na diferenciagdo celular e fendmenos de apoptose das células neoplasicas malignas.
Nestes tumores, a presenca reduzida de areas de células granulares e de metaplasia escamosa
pode ter influenciado o resultado. Até o momento, nao ha trabalhos na literatura avaliando a
expressdo de calretinina em carcinomas odontogénicos de células claras.

Quando analisamos em conjunto as diferengas de distribui¢cdo de positividade entre as
lesdes, ficou claro que os tumores mais agressivos, carcinomas ¢ ameloblastomas, mostraram
maior nimero de positividade e de intensidade de marcag@o que as células dos tumores menos
agressivos. E provavel que estas diferengas residam tanto nos padrdes de diferenciacio
celular, na maior ou menor heterogeneidade de diferenciacdo celular e na maior ou menor
participacdo dos processos de apoptose nestas doencas (SHAIKH e NIRANJAN, 2015;
SHUKLA et al., 2017). Neste sentido, nossos resultados indicam um potencial papel da
calretinina como marcador de comportamento bioldgico para as neoplasias odontogénicas
ameloblasticas. Mais estudos seriam necessarios para confirmar esta possibilidade.

Nao foi possivel identificar estudos que discutissem o padrdo de expressdo da
calretinina em odontogénese humana. Esta auséncia de informagdo limita, a principio,
qualquer tentativa de elaborar uma discussdo da relacdo dos tumores com a odontogénese
baseada em sua expressdo. Estudos em animais, mostram resultados diferentes, conforme a
espécie estudada. Por exemplo, em Canis familiaris (cdo doméstico), a expressdo de
calretinina foi identificada apenas no epitélio da mucosa alveolar, na lamina dentéria e nos
restos de Serres (NEL et al., 2010), sugerindo, possivelmente, uma participacio em fases
extremas de processo de diferenciacdo. Seria possivel pensar na sua participagdo em
mecanismos controladores de fases polares de desenvolvimento embriondrio (tipo liga-
desliga). Em tecidos neoplasicos do mesmo animal, a calretinina foi identificada em 100%
das amostras de carcinoma de células escamosas bucais (CCEB), enquanto em
ameloblastomas a expressdao da proteina ocorreu somente em duas de 15 amostras, estando
situada no epitélio odontogénico neoplésico e nas células centrais semelhantes ao reticulo
estrelado (FULTON, et al., 2012). Pode-se levantar a possibilidade, por estes resultados, de
que sua participagdo na tumorigénese odontogénica seja limitada, sem vinculagao primaria ao
fenomeno. Fica, todavia em tese, a possibilidade de que sua expressao também nestes tumores
fale a favor de um comportamento mais agressivo da lesdo, em fungdo da maior expressao

relatada para os CCEB.
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Por outro lado, para o Rattus norvegicus (MISTRY et al., 2001), a expressdo de
calretinina na odontogénese foi detectada na lamina dentaria, no epitélio externo e interno do
orgdo do esmalte, na papila dentaria, no estrato intermediario, no reticulo estrelado e nos
ameloblastos. Com exceg¢do da papila dentiria e do estrato intermediario, nas demais
estruturas a intensidade da marcacdo aumentou nos estdgios finais da odontogénese,
apresentando pico de expressdo nas fases iniciais e terminais da campanula. No epitélio
interno do 6rgdo dentdrio, a expressao da proteina esteve presente a partir do estagio de capuz,
distribuindo-se, a principio, focalmente, tornando-se difusa com a maturagdo dos pré-
ameloblastos. A reatividade exibiu-se mais intensa nos ameloblastos pré-secretérios (pré-
ameloblastos), reduzindo em intensidade e restringindo-se apenas ao citoplasma apos a
formacao do esmalte.

Admitindo-se a existéncia de uma relacdo morfofuncional entre a odontogénese
humana e murina, os achados da expressao da calretinina nos tumores ameloblésticos reforga
que, nestas lesdes, as células periféricas ndo se diferenciam funcionalmente, embora
morfologicamente sejam semelhantes aos ameloblastos. Estudos ultraestruturais das células
tumorais do ameloblastoma revelaram que as células periféricas colunares sdo
morfologicamente semelhantes ao epitélio interno do 6rgdo do esmalte, e que as células
centrais compartilham caracteristicas com o reticulo estrelado, o que indica uma possivel
origem deste tumor a partir do 6rgdo do esmalte antes da fase de campanula (KIM et al.,
1979; DONG, 1990). Ainda nesta linha de pensamento, a mais constante expressdo de
calretinina nas cé€lulas estrelarias do parénquima neoplasico também pode reforcar uma
analogia com as células estrelarias murinas, corroborando a hipdtese de que o tumor expresse
uma caricatura da odontogénese (SHEAR, 1962). Embora a diferencia¢do escamosa ndo seja
um fendmeno presente na odontogénese, sabe-se que representa uma maturagdo
morfofuncional do tecido epitelial (OHBU et al., 1995). Neste sentido, a presenca de células
com metaplasia escamosas intensamente marcadas no tumor refor¢a a sua associagdo com o
processo de diferenciagdo celular. As diferencgas na expressao da calretinina entre as células
periféricas tumorais e os pré-ameloblastos na odontogénese também sugerem um papel desta
proteina na transi¢@o do epitélio amelobléstico normal para o neoplasico (ALAEDDINTI et al.,
2008).

Por outro lado, algumas evidéncias também poderiam suportar que sua expressao
estaria associada ao seu papel na mediacdo da apoptose, tanto na odontogénese, quanto na
progressdo neopldsica. As células granulares, por exemplo, comecam a produzir granulos

lisossomais e sofrem, subsequentemente, degeneracdo cistica (GUPTA, et al., 2012). Os
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nucleos pequenos e picndticos, bem como o citoplasma preenchido por granulos eosinofilicos,
indicam um processo de apoptose em andamento (GUPTA, et al., 2012). Similarmente,
chama a aten¢do sua marcante expressao tanto nas células tumorais com metaplasia escamosa,
considerada um fendmeno apoptotico presente na diferenciacdo de alguns epitélios de
revestimento (OHBU et al., 1995). A propoésito, varios marcadores de morte celular foram
associados a metaplasia escamosa e granular em ameloblastomas (LUO et al., 20006),
indicando, inclusive, que o tumor microscopicamente pode exibir dois padrdes distintos,
sendo a camada de células periféricas um sitio de proliferagdo anti-apoptético e as células
centrais nas ilhas tumorais, por sua vez, exibindo um padrao pro-apoptético (SANDRA et al.,
2001). Estes achados refor¢am o padrdo de marcagdo encontrado para as células periféricas
tumorais.

O papel pro-apoptdtico da calretinina tem sido documentado por HE et al. (2013)
investigando o envolvimento da calretinina no processo de apoptose no tumor de células
pequenas do pulmio. A reducdo de sua transcri¢ao a partir de RNA de interferéncia associada
a exposicao celular a cisplatina mostrou que a calretinina tem papel relevante na prevengao da
apoptose, independentemente da agdo do quimioterdpico. Stevenson et al. (2011) estudaram o
papel da calretinina na regulagdao da resposta das células do cancer colorretal expostas ao 5-
fluoruracil. Os autores relataram que a calretinina regula positivamente os sinais apoptoticos
apoOs o tratamento com oxaplatina e 5-FU por meio da via intrinseca mitocondrial, e que o
down-regulation da calretinina, em reposta ao 5-FU, pode representar um mecanismo de
resisténcia a esta droga. Todavia, a associacdo da calretinina a este fendmeno nao parece ser
linear. Outras evidéncias tem mostrado seu papel anti-apoptdtico para células mesoteliais
epitelioides e mistas e em células de cancer de colon (GANDER et al., 1996; BLUM e
SCHWALLER, 2013).

Nossos achados tém mostrado que a positividade da calretinina e sua intensidade de
expressao tém sido associadas a tumores de maior agressividade, tanto para os carcinomas
odontogénicos quanto para AME, em relagdo ao AMEU e TOA. Isto tem sugerido que sua
presenca pode ser um marcador de maior agressividade tumoral. Resultados nesta linha tém
sido obtidos em carcinoma ductal de mama, quando sua expressdo aumentada tem sido
associada ao pior prognostico (TALIANO et al.,2013; FARRAG et al., 2017). Estes
resultados nao parecem se reproduzir uniformemente, desde que, para mesoteliomas
malignos, o pior prognostico tem sido identificado com sua baixa expressdo (KAO et al.,

2011; THAPA et al., 2016). Um exemplo disto é que, em nossa andlise, ndo encontramos
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associacdo entre sua positividade e intensidade de marcacdo diferencial entre tumores
metastatico e ndo metastaticos, bem como com a sobrevida dos pacientes.

E importante ressaltar, todavia, que outros fendmenos intervenientes devem ser
investigados na tentativa de explicar a diversidade de expressao relatada para tipos tumorais e
teciduais diferentes. Variagdes funcionais da calretinina podem estar associadas ao splicing
alternativo de seu RNA mensageiro, cuja transcri¢do resulta em diferentes formas da proteina,
como a calretinina-20k e calretinina-22k, detectadas em células do carcinoma de colon
humano. Tais formas alternativas podem ser responsaveis, em parte, pelo fendtipo
transformado, pois as células epiteliais do c6lon normalmente sdo negativas para a calretinina

(SCHWALLER et al., 1995).
5. CONCLUSAO

A expressdo de calretinina foi identificada predominantemente no citoplasma das
células centrais em tumores odontogénicos com diferenciacdo ameloblastica, de forma mais
intensa nas arecas de metaplasia escamosa e granular., O TOA nd3o apresentou
imunorreatividade para esta proteina. Com base nos achados deste estudo imuno-
histoquimico, conclui-se que a calretinina pode ser utilizada como um marcador especifico no
diagnostico diferencial entre o tumor odontogénico adenomatoide e os demais tumores com
diferenciagdo ameloblastica. A expressdo tumoral da calretinina ndo possibilitou o
estabelecimento de uma analogia direta entre a diferenciacdo celular morfologicamente
identificavel na odontogénese em modelos animais e aquela observada em tumores humanos.
A avaliacdo semiquantitativa da intensidade e proporcao das células marcadas, assim como a
distribuicdo dos casos positivos € negativos nas amostras analisadas, possibilitou uma

diferenciagdo entre as lesdes consideradas agressivas € ndo agressivas.
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*Q titulo presente no certificado se refere ao Projeto do Orientador, dentro do qual se insere o Plano de Trabalho

do Aluno, que recebe o mesmo titulo deste trabalho.
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COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Andlise das alteragdes genéficas, epigenéticas e de expressio génica
associadas a carcinogénese humana na regido bucomaxilofacial

Pesquisador: ADRIAND MOTA LOYOLA

Versio: 2

CAAE: 52906815.7.0000.5152

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Uberldndial UF MG

DADOS DO COMPROVANTE

Humero do Comprovante: 00E149/2016

Patrocionador Principal: Financiamento Proprio

Informamos que o projeto Andlise das alteragSes genéticas, epigenéticas e de expressfo génica
associadas a carcinogénese humana na regido bucomaxilofacial que tem como pesquisador responsavel
ADRIAMO MOTA LOYOLA, foi recebido para analise ética no CEP Universidade Federal de
Uberldndia/MG em 02/02/2016 as 14:48.
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