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IGLESIAS, D.P.P. Imunoexpressdao das claudinas -1 e -7 em ameloblastomas e germes
dentais humanos. 2008. 120f. Dissertagdo (Mestrado em Patologia Oral) — Departamento de
Odontologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Natal, RN, 2008.

Investigamos a expressdo imuno-histoquimica das claudinas -1 e -7 em
ameloblastomas e germes dentais humanos, avaliando o padrio de distribui¢do (focal,
regional ou difuso), as células que as expressavam (central ou periférica) e a localizagdo dessa
expressao nos constituintes celulares considerando membrana, citoplasma e nucleo. Dentre os
29 casos de ameloblastomas, 23 eram do tipo sélido e 6 unicisticos. Nos 7 espécimes
mandibulares de fetos humanos observamos germes dentais desde a fase de capuz até a fase
de coroa. Constatamos que o padrao de expressdo nos germes dentais foi variavel para as
claudinas estudadas de acordo com o tipo celular e estdgio de diferenciagdo assemelhando-se
apenas nas células do reticulo estrelado. No epitélio interno a expressdo da claudina-1 foi
decrescente com a progressdo da diferenciacdo enquanto para a claudina-7 foi verificada nas
células periféricas da papila. Para os ameloblastomas, de forma geral, a express@o foi mais
significativa do que aquela observada nos germes dentais. Foi aplicado o teste estatistico de
Fisher o qual ndo demonstrou associag@o entre a expressao das claudinas nas células centrais
e periféricas e o tipo do ameloblastoma (sélido ou unicistico). De uma maneira geral, a
claudina-1 foi positiva nas células centrais de 93,1% dos casos e nas células periféricas de
51,7%. A claudina-7 esteve expressa nas células centrais de todos os casos e nas células
periféricas de 89,7%. Para ambas as claudinas a distribui¢do foi predominantemente difusa
tanto nas células centrais como nas células periféricas. Diante dos nossos achados sugere-se
que a expressdo das claudinas pode ser indicativa da participacdo destas moléculas nos
eventos morfogenéticos que culminam com a formagao dental e possivelmente influenciam o

desenvolvimento neoplasico dos ameloblastomas.

Palavras-chave: Ameloblastoma. Odontogénese. Juncao celular. Claudinas.
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SUMMARY

We investigated the immunohistochemistry expression of claudins -1 and -7 in
ameloblastoma and in human dental germs on the pattern of distribution (focal, regional or
diffuse), the cells that expressed (if central or peripheral) and the location of that expression in
the cell components recital membrane, cytoplasm and nucleus. Among the 29 cases of
ameloblastoma, 24 were type solid and 6 unicystic. In 7 mandibular specimens of human
fetuses found dental germs from the stage of bud to the crown. We note that the pattern of
expression in the dental germs was variable for claudinas studied according to the cell type
and stage of differentiation and was invariate only in the cells of stellate reticulum. In
epithelium internal of enamel organ, claudin-1 has been decreasing with the progression of
differentiation as to claudina-7 that was found in the cells of the peripheral papilla. For
ameloblastoma the expression was more significant than that observed in dental germs.
Fisher’s exact test no found association between the expression of claudinas cells in central
and peripheral and the type of ameloblastoma (solid or unicystic). Thus, in general the
claudin-1 was positive in the central cell of 93,1% of the cases and in peripheral cells of
51,7%. The claudin-7 was expressed in the cells of all cases central and peripheral cells from
89,7%. For both claudins the distribution was predominantly diffuse cells both in central and
peripheral cells. Given our findings it is suggested that the expression of claudins may be
indicative of the involvement of these molecules in morphogenetics events culminating with
the dental development and that possibly influence the development of neoplastic

ameloblastoma.

Key-words: Ameloblastoma. Odontogenesis. Cellular junction. Claudins.
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1 INTRODUCAO

O ameloblastoma é o tumor odontogénico mais comum dos maxilares quando se
exclui os odontomas. E um tumor epitelial de crescimento lento, localmente invasivo com
uma alta taxa de recorréncia se ndo removido adequadamente (GARDNER et al, 2005).
Teoricamente pode originar-se de varios tipos de epitélio odontogé€nico que persistem no
interior dos o0ssos maxilares bem como dos tecidos moles que os revestem (SAPP et al, 2003;

NEVILLE et al, 2004).

A maioria dos casos de ameloblastoma ocorre na forma intra-6ssea (central) e apenas
1 a 10% dos casos acometem os tecidos moles, quando recebem a denominacdo de extra-
6sseo ou periférico. Dentre os ameloblastomas centrais, podemos ainda identificar trés
variantes: so6lido convencional ou multicistico que ¢ o tipo mais comum (86%), a variante
desmoplasica e a unicistica que ocorre em cerca de 15% dos casos de ameloblastomas

(NEVILLE et al, 2004; GARDNER et al, 2005).

O processo de formacdo dos dentes, odontogénese, ¢ resultado de interagdes
indutivas entre o epitélio odontogénico e o componente mesenquimal subjacente. Tal
processo de interacao depende de um niimero consideravel de interagdes célula-célula, célula-
matriz, bem como da liberacdo de moléculas de sinalizagdo. A compreensdo de que o
desenvolvimento dos tumores odontogénicos simula o processo de formagdo dental ¢

importante para que se compreenda a biologia destes tumores (NADIRI et al, 2005).

O delineamento do comportamento bioldgico agressivo dos ameloblastomas tem sido
baseado principalmente nos estudos acerca do potencial de proliferagdo celular, taxa de
apoptose, bem como na capacidade de invasdo tecidual, a qual pode ser resultado de
alteracdes na expressdo tanto das proteinas da matriz extracelular como pela modificacdo na
expressdo de moléculas de ades@o celular. Ohene-Abuakwa e Pignatelli (2000) em estudos
com tumores odontogénicos afirmam que modificagdes na expressdo ou fungdo das moléculas
de adesdo celular podem resultar em alteragdes nas caracteristicas e comportamento desses

tumores.

As células epiteliais se mantém unidas através de complexos juncionais compostos
pelas juncdes do tipo tight, juncdes aderens e desmossomos. As jungdes do tipo tight, jungdo

bloqueadora, jung¢do oclusiva ou jun¢do compacta, como também podem ser denominadas,
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sdo responsaveis pelo selamento entre as células epiteliais controlando o transporte
paracelular de algumas moléculas e além disso, atualmente, acredita-se que muitas moléculas
associadas a essas jungoes estdo envolvidas em mecanismos que regulam a transcrigdo génica,
proliferacdo celular, polaridade celular e formacdo de uma barreira de difusdo

(SCHNEEBERGER, LYNCH, 2004).

As jungdes oclusivas sdo constituidas por um longo segmento de proteinas de adesdo
transmembrana embebido em cada uma das duas membranas plasmaticas que estdo
interagindo. As principais proteinas transmembranas das jungdes oclusivas sdo as claudinas
(ALBERTS et al, 2006) as quais sdo proteinas de aproximadamente 20 — 27kDa exibindo dois
dominios extracelulares. Atualmente, através de estudos génicos ja foram identificados mais
de 24 membros da familia claudina (COLEGIO et al, 2002; SCHNEEBERGER, LYNCH,
2004; OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007).

Em tumores epiteliais a expressdo de claudinas pode variar, a perda e ganho em sua
expressdo tem sido associada com o comportamento biologico de alguns tipos de neoplasias

(KOMINSKY et al, 2003; SOINI, 2004; BELLO et al, 2007).

Diante do exposto, este trabalho se propde a comparar a expressdo e distribuicao das
claudinas -1 e -7 entre os ameloblastomas so6lidos e unicisticos e entre estes e germes dentais
humanos em diferentes etapas da odontogénese para verificar se a expressdo dessas moléculas

exerce alguma influéncia na etiopatogenia das lesdes neoplésicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ODONTOGENESE

A odontogénese ¢ um processo embrioldgico complexo, caracterizado por uma série
de intera¢des célula-célula, célula-matriz, além de liberagdo de moléculas sinalizadoras que
culmina com a diferenciagdo do 6rgdo dental (ARANA-CHAVEZ, 1997; NADIRI et al,
2005).

Os eventos biologicos iniciais independem do grupo morfoldgico dental e sdo
similares para todos os dentes. Tém inicio em torno da sexta semana de desenvolvimento
intra-uterino como resultado da interacdo entre o epitélio oral primitivo e o ectomesénquima
subjacente. Muitos fatores de transcri¢do, fatores de crescimento e receptores de fatores de
crescimento tém sido observados no desenvolvimento dental, envolvidos nas interagdes
epitélio-mesenquimais onde sdo necessarios a progressdo normal da odontogénese

(WANAKA et al, 2003).

A primeira evidéncia morfoldgica do inicio da odontogénese ¢ observada quando as
células basais do epitélio oral primitivo iniciam a proliferacdo da banda epitelial primaria e
por volta da sexta ou sétima semana de vida intra-uterina, esta divide-se para formar uma
faixa de epitélio que corre ao longo da linha externa do futuro arco dentario denominada

lamina dentaria, a qual originara os germes dentarios (HELLWIG, GARCIA, 2000).

Morfologicamente as etapas de iniciagcdo, proliferacdo, histodiferenciacdo e
morfodiferenciacdo sucessivamente apresentam organizagao caracteristica das células, o que
permite uma divisdo da odontogénese nas fases de botdo, capuz, campanula, coroa e raiz
(ARANA-CHAVEZ, 1997; RAMALHO, 1997; HELLIWIG, GARCIA, 2000; TEN CATE,
2001; KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).

A fase de botdo se inicia por volta da oitava semana de vida intra-uterina quando as
células da lamina dentaria proliferam em dez localizag¢des intermitentes e especificas ao longo
da camada basal de cada arco culminando com a formagdo de massas celulares esféricas que
exibem células periféricas com morfologia cilindrica baixa ou cuboidal e células centrais
poligonais. Figuras de mitose sdo freqiientemente visualizadas em virtude da alta proliferagao

mitotica. O ectomesénquima subjacente apresenta nesta fase uma discreta condensagdo em
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torno da parte mais profunda da esférula epitelial. Sinais emitidos pelas células em
proliferacdo determinam o aparecimento da glicoproteina tenascina e da proteoglicana rica em
heparan sulfato, sindecan-1, que interagem com as células ectomesenquimais, com outros
elementos da matriz extracelular e com fator de crescimento de fibroblasto

(KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).

Segue-se entdo um crescimento proliferativo capaz de causar mudangas regulares no
tamanho e propor¢do do germe dentario em crescimento (HELLIWIG, GARCIA, 2000). A
presenga da condensacdo de células ectomesenquimais na porcdo profunda da esférula
epitelial exerce uma acdo modeladora fisicamente responsavel pela concavidade inferior
formada, assim, o botdo assumird uma forma que se assemelha a um boné, razdo pela qual se
denomina esta fase de capuz (ARANA-CHAVEZ, 1997; KATCHBURIAN, ARANA-
CHAVEZ, 2004).

Uma vez estabelecida a forma de capuz, ja se observam varios componentes no germe
dentario: o o6rgdo do esmalte, responsavel pela formacdo do esmalte dentdrio, a papila
dentaria, que formara a dentina e a polpa e o saco pericoronario que da origem ao cemento e

ligamento periodontal (HELLIWIG, GARCIA, 2000).

Segundo Katcburian e Arana-Chavez (2004) a diminuicdo da atividade proliferativa e
as mudangas morfologicas e funcionais das células caracterizam a passagem para a fase de
campanula, denominac¢do devida a morfologia semelhante a um sino que o germe assume.
Esta etapa de histo/morfodiferenciacdo pode ser dividida em campanula inicial e campanula

tardia (ou fase de coroa).

Em torno do 6rgdo do esmalte pode-se distinguir uma unica e continua camada de
células periféricas. As células localizadas na concavidade adjacente a condensacdo
ectomesenquimal assumem aspecto colunar baixo, sdo caracterizadas pelo alto conteudo de
glicogénio e constituem o epitélio interno do 6rgdo do esmalte; as células da convexidade
externa sdo cuboidais e formam o epitélio externo do 6rgdo do esmalte. As células centrais
continuam a sintetizar e secretar glicosaminoglicanas no compartimento extracelular e a
caracteristica hidrofilica desta substancia determina um aumento de volume nesse
compartimento por acimulo de dgua, entretanto as células mantém conexdes umas as outras
através de desmossomas e assumem forma estrelada, razdo por ser denominada esta porcao
central do orgdo do esmalte, reticulo estrelado (TEN CATE, 2001; KATCHBURIAN,
ARANA-CHAVEZ, 2004).
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Conforme Katchburian ¢ Arana-Chavez (2004), ao nivel da borda do sino, onde os
epitélios externo e interno se encontram forma-se um angulo agudo. Esta regido denominada

de alga cervical formara a bainha de Hertwig que induzira a formagao da raiz do dente.

Alteragdes morfologicas determinam a forma que a coroa do dente em formagéo
assumira. Ocorrem dobras no epitélio interno por alteragdes das taxas mitoticas, além da acdo
fisica modeladora exercida pela condensacdo ectomesenquimal. Renz ¢ Radlanski (2005)
ressaltam a participacdo de processos moleculares reguladores envolvidos ainda pobremente
entendidos e que merecem investigagcdes mais profundas. Tais autores fazem consideracdo
quanto a diversidade de formas das coroas dentais que observamos na denticdo humana e
aventam a possibilidade de sinalizagdo especifica para cada forma de coroa dentaria,
ressaltando a importancia de melhor entendimento das interagdes epitéilo-mesenquimais

durante a odontogénese.

De acordo com Ten Cate (2001) e Katchburian ¢ Arana-Chavez (2004), o foliculo
dentario que envolve o germe em desenvolvimento esta unido ainda ao epitélio oral pela
lamina dentéria que se fragmenta em pequenas ilhas epiteliais, que normalmente degeneram e
sdo reabsorvidas até separd-lo completamente do epitélio oral. Nesta fase o osso do processo

alveolar envolve o foliculo formando a cripta 0ssea.

O ectomesénquima subjacente forma uma massa de células muito proximas umas das
outras e pode ser agora denominada de papila dentaria, responsavel pela formagdo da dentina

e da polpa (ARANA-CHAVEZ, 1997).

Segue-se entdo uma etapa de aposicdo, caracterizada pela deposi¢do de matriz
extracelular que sera mineralizada. As células do epitélio interno tornam-se cilindricas altas,
com nucleo agora voltado ao lado oposto da papila, transformando-se em pré-ameloblastos.
Os pré-ameloblastos induzem um aumento do tamanho e diferenciacdo das células
esctomesenquimais da regido periférica da papila em odontoblastos que passam a secretar a
primeira camada de matriz de dentina — a dentina do manto. A deposi¢do desta matriz
desencadeia diferenciacdo final dos pré-ameloblastos em ameloblastos, que sintetizam e

secretam a matriz organica do esmalte (KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).

Segundo relatos de Arana-Chavez (1997) na fase de campéanula tardia ou coroa
observa-se deposi¢do de esmalte e dentina que progride desde os locais que correspondem as
cuspides ou borda incisal para a regido cervical. A dentinogénese ocorre centripetamente

enquanto a amelogénese segue um padrdo centrifugo. Na dentinogénese ¢ formada uma
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matriz organica constituida por fibrilas colagenas, proteoglicanos, glicoproteinas e outras
proteinas ndo colagenas. Nas vesiculas da matriz originadas pelos odontoblastos se inicia a
deposicdo dos cristais de mineral que segue mineralizando o restante da matriz. Em
contrapartida, a matriz no esmalte ¢ constituida por proteinas ndo colagénicas e quase que
simultaneamente os cristais de hidroxiapatita comegam a ser depositados entre as moléculas
da matriz ¢ ndo sobre elas como ocorre na dentina. Com a maturagdo se obtém um

crescimento desses cristais. E nesta fase que se processa entdo a mineralizagao.

A alga cervical prolifera entre a papila e o foliculo dental num angulo agudo até
englobar toda a porg¢do basal da papila formando um diafragma epitelial. A partir desse
momento prolifera em sentido apical a bainha radicular de Hertwig, continua com o
diafragma. Como essa bainha envolve cada vez maior quantidade de papila, ela induz a
diferenciacdo para odontoblastos das células da periferia da papila dental. Esses odontoblastos
formardo a dentina da raiz enquanto as células da bainha se fragmentardo (TEN CATE, 2001;
SAPP et al, 2003). A fragmenta¢do da bainha radicular epitelial de Hertwig permite contato
do foliculo com a dentina radicular em formacgdo. Esse contato induz a diferenciagdo das
células do foliculo em cementoblastos, secretando a matriz organica do cemento.
Simultaneamente as células do lado externo do foliculo diferenciam-se em osteoblastos,
formando o osso alveolar enquanto as da regido central tornam-se principalmente fibroblastos
e formam o ligamento periodontal. Como as fibras coldgenas principais do ligamento
periodontal (fibras de Sharpey) sdo formadas ao mesmo tempo que o colageno que constitui a
matriz do cemento e do osso alveolar, suas extremidades ficardo inseridas nestas estruturas
quando da mineralizagdo destas. Tais eventos sdo enquadrados na fase denominada raiz da

odontogénese (KATCBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).

Por fim, durante a fase de raiz, o dente inicia sua erup¢do e aumenta o teor de mineral
do esmalte (maturagdo pré-eruptiva). Posteriormente, o oOrgdo do esmalte colapsa
completamente, constituindo o epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte que recobre este tecido

até seu aparecimento na cavidade oral (KATCHBURIAN, ARANA-CHAVEZ, 2004).
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2.2 AMELOBLASTOMA

Os tumores odontogé€nicos constituem um grupo heterogéneo de lesdes que exibem
uma variedade de caracteristicas clinicas e histopatologicas. O espectro de comportamento
clinico varia desde um comportamento semelhante a hamartomas, proliferacdes ndo
neoplésicas a neoplasias benignas ndo agressivas e agressivas até tumores malignos com

potencial metastatico (PHILIPSEN et al, 2005; BUCHNER et al, 2006).

Como os tumores odontogénicos constituem um grupo bastante heterogéneo, pois
podem derivar dos varios tecidos odontogénicos, ha muito se tenta estabelecer uma

classificagdo que seja mundialmente aceita para guiar os critérios de diagnostico.

A classificag@o mais recente dos tumores odontogéncios publicada pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS, 2005) define o ameloblastoma como um tumor epitelial dos ossos
maxilares de crescimento lento, localmente invasivo com uma alta taxa de recorréncia se nao
removido adequadamente, mas com virtualmente nenhuma tendéncia a metastatizar. De
acordo com esta classificacio os ameloblastomas foram organizados em quatro tipos:
ameloblastoma so6lido ou multicistico, ameloblastoma extradsseo ou periférico;

ameloblastoma desmoplasico e ameloblastoma unicistico (GARDNER et al, 2005).

O ameloblastoma so6lido ou multicistico, na primeira classificagdo dos tumores
odontogénicos publicada pela OMS (1971), foi definido como uma “neoplasia benigna,
localmente invasiva consistindo da proliferagdo de epitélio odontogénico em meio a um
estroma fibroso” (PINDBORG, KRAMER, 1971). Ja em 1992 o ameloblastoma foi definido
como uma “neoplasia polimorfica benigna, localmente invasiva consistindo da proliferacao de
epitélio odontogénico, que usualmente tem um padrao folicular ou plexiforme, em meio a um

estroma fibroso” (KRAMER, PINDBORG, SHEAR, 1992).

O ameloblastoma solido ¢ o tumor odontogénico benigno mais comum dos maxilares
quando excluidos os odontomas. Representa aproximadamente 1% de todos os tumores que
ocorrem na maxila e mandibula e 11% dos tumores odontogénicos (NEVILLE et al, 2004;

GARDNER et al, 2005).

O padrao de crescimento do ameloblastoma se assemelha a uma série de estruturas e
tecidos formados durante a odontogénese antes da formagéo de tecido duro. Acredita-se que o

ameloblastoma pode ser derivado de varios tipos de epitélio odontogénico que persistem no
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interior dos ossos maxilares bem como dos tecidos moles que os revestem. Isto inclui os
restos epiteliais da 1amina dentéria (restos de Serres), remanescentes do epitélio reduzido do

orgdo do esmalte e ainda células basais do epitélio da mucosa oral (SAPP et al, 2003).

Sua etiologia ainda ndo é conhecida, mas sabe-se que a desregulagdo de genes que
atuam nas diferentes etapas da odontogénese pode estar relacionada com a histogénese desta
neoplasia (GARNDER et al, 2005). De acordo com os estudos de Migaldi et al (2006)
mutagdes em seqliéncias microssatélites constituem um evento frequentemente observado em
ameloblastomas. Tais autores observaram que a maior quantidade de alteragdes
microssatélites era observada em lesdes que exibiam alta atividade proliferativa (alta
expressdo de Ki67) o que levou os mesmos a sugerirem que essas alteracdes microssatélites
podem ser usadas para auxiliar no estabelecimento do progndstico e comportamento clinico

dos ameloblastomas.

Nao se observam preferéncias quanto ao sexo, mas descricdes geograficas e raciais
tém sido constatadas na literatura. A faixa etaria acometida ¢ ampla, variando de 30 a 60 anos.
E uma neoplasia que ocorre exclusivamente nos ossos maxilares sendo que aproximadamente
80% ocorrem na mandibula com notavel predilecdo pela regido posterior (NEVILLE et al,

2004; GARNDER et al, 2005).

Apesar do seu comportamento benigno, como a propria definicido da OMS enfatiza,
ele apresenta um crescimento localmente invasivo que ¢ geralmente lento. Clinicamente
comumente apresenta-se como uma tumefacdo assintomatica que provoca expansdo das
corticais, perfuracdo da tdbua lingual ou bucal e infiltracdo dos tecidos moles adjacentes

(SAPP et al, 2003; NEVILLE et al, 2004).

O padrao radiografico ¢ variavel, mas caracteristicamente visualiza-se uma destruicao
multilocular do osso, lembrando o aspecto de bolhas de sabdo ou favo de mel com margens
festonadas. Em alguns casos podem se apresentar como radioluscéncias uniloculares.
Reabsor¢ao radicular de dentes adjacentes a lesdo e associacdo com dentes inclusos sdo

comuns (KRAMER, PINDBORG, SHEAR, 1992; GARDNER et al, 2005).

Histologicamente de acordo com Sapp et al (2003) e Neville et al (2004), os padrdes
microscopicos apresentados pelo ameloblastoma podem ser agrupados nos tipos plexiforme e
folicular que sdo os mais comuns além dos tipos acantomatoso, de células granulares e de
células basais que sdo menos freqlientes. Gardner et al (2005) consideram que o

ameloblastoma so6lido pode apresentar apenas dois arranjos celulares distintos: o plexiforme e
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o folicular, sendo os demais tipos considerados degeneracdes passiveis de serem visualizadas
em algumas células dentro desses dois padrdoes mais comuns. Apesar do amplo espectro
microscopico observado, os autores supracitados concordam que a classificacdo histologica

tem pouco significado no comportamento clinico do tumor.

O padrao histologico folicular consiste de ilhas de epitélio odontogénico dispostas em
um estroma de tecido conjuntivo fibroso maduro. Tipicamente a camada basal é constituida
por uma unica camada de células com morfologia colunar alta assemelhando-se aos
ameloblastos e que exibem inversao de polaridade dos nucleos, hipercomatismo, vacuolizacdo
citoplasmatica e disposi¢cdo em palicada. As células centrais das ilhas estdo frouxamente
organizadas lembrando a organizacdo do reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte e nesta regido
¢ comum a formagdo de areas cisticas. O padrdo plexiforme é constituido por longos corddes
ou placas de epitélio odontogénico anastomosados. As células periféricas assemelham-se ao
padrio anteriormente descrito, entretanto a porgdo central que reporta aspectos do reticulo
estrelado ¢ escasso e o estroma geralmente delicado com freqilientes degeneragdes cisticas

(SAPP et al, 2003; NEVILLE et al, 2004; GARDNER et al, 2005).

As células epiteliais no ameloblastoma podem exibir metaplasia escamosa, muitas
vezes associada com formacdo de ceratina nas porgdes centrais das ilhas. Quando isto ocorre
pode ser denominado ameloblastoma acantomatoso e diante deste quadro histopatologico o
diagnostico diferencial com o tumor odontogénico escamoso ou carcinoma de células
escamosas ¢ importante. Se as células epiteliais passam a apresentar citoplasma abundante
contendo granulos eosinofilicos que lembram lisossomos histoquimica e ultra-estruturalmente
recebera a denominag@o de ameloblastoma de células granulares. A variante menos comum ¢
o ameloblastoma basaldide, em que o tumor ¢ constituido por ninhos de células basaldides
uniformes e ndo se visualiza por¢@o central frouxa lembrando o reticulo estrelado nem células
periféricas colunares, sendo ambas cuboidais (NEVILLE et al, 2004). Quando se observa
pronunciada colagenizacdo do estroma o ameloblastoma apresenta caracteristicas clinicas e
radiograficas proprias e atualmente ¢ considerado pela OMS, como uma entidade
clinicopatologica distinta, sendo denominado ameloblastoma desmoplésico (SANTOS et al,

2006).

Como anteriormente citado, o padrdo histoloégico do ameloblastoma ndo exercera
influéncia no comportamento clinico e prognostico do tumor, entretanto, sabe-se que fatores
relacionados a técnica adotada para remocdo cirtirgica do tumor podem afetar diretamente a

taxa de recorréncia destas lesdes (NEVILLE et al, 2004; MIGALDI et al, 2006). Os
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ameloblastomas infiltram o trabeculado 6sseo antes que a reabsor¢do Ossea seja visivel
radiograficamente, assim, a instituigdo de terapias cirirgicas conservadoras, como a
enucleagdo e a curetagem, estd relacionado a alta taxa de recorréncia que pode variar de 55%
a 90% de acordo com relatos de Ghandhi et al (2006). A opcao pela ressec¢do marginal com
margens de um centimetro além dos limites radiograficos do tumor ¢ a forma mais comum de
tratamento e a taxa de recorréncia relacionada a esta modalidade cirtirgica gira em torno de

18-27% (MIGALDI et al, 2006).

Quando acomete os tecidos moles o ameloblastoma recebe a denominacdo de
periférico e como apresenta os mesmos aspectos histopatologicos descritos para o
ameloblastoma soélido, considera-se que seja a forma extra-0ssea deste tumor. Entretanto,
apesar das semelhangas histologicas, o ameloblastoma periférico ndo apresenta
comportamento invasivo. Sua ocorréncia € rara (cerca de 10% de todos os ameloblastomas) e
a maioria dos casos ¢ diagnosticado em pacientes na 5* década de vida, com uma discreta

predilecao pelo sexo masculino (NEVILLE et al, 2004; YAMANISHI et al, 2007).

A mucosa alveolar e gengival de ambos os maxilares pode ser acometida, entretanto,
na mandibula sua ocorréncia ¢ mais comum, caracterizando-se clinicamente por um
crescimento firme e indolor de coloragdo variavel e aspecto inespecifico. Como esta limitada
ao tecido mole, a neoplasia ndo determina formacdo de imagem radiografica, mas em alguns
casos a reabsorcdo Ossea superficial determinada pela compressdo que a lesdo exerce, pode
justificar erosdo superficial dssea visualizada (PHILIPSEN et al, 2001; NEVILLE et al, 2004;
BARNES et al, 2005).

O ameloblastoma unicistico corresponde também a uma variante do ameloblastoma.
Apresenta a proliferagao das células epiteliais revestindo uma cavidade cistica e representa de
acordo com Gardner et al (2005) aproximadamente 15% de todos os casos de ameloblastoma.
Os aspectos clinico-patoldgicos apresentam grande similaridade com o ameloblastoma sélido:
nao ha predilecdo de ocorréncia quanto ao sexo, a maioria das lesdes (90%) estao localizadas
na mandibula, principalmente na sua porcdo posterior e também evoluem de forma
assintomatica podendo determinar expansdo das corticais (NEVILLE et al, 2004; GARDNER
et al, 2005).

Entretanto, a forma unicistica apresenta algumas caracteristicas que a diferem da
forma solida, razdo pela qual ¢ considerada como uma entidade distinta. A faixa etaria de
maior prevaléncia, principalmente quando a les@o envolve dentes inclusos ¢ mais baixa,

normalmente esta situada na segunda década de vida, sendo a média de idade de 16 anos
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(GARDNER et al, 2005). Radiograficamente visualiza-se uma imagem radiolucida unilocular
com margens corticalizadas, e como em cerca de 80% dos casos estd associada com dente
incluso, forma uma radioluscéncia pericoronal, o que frequentemente leva o cirurgido dentista
a diagnosticar erroneamente como um cisto dentigero folicular (NEVILLE et al, 2004;

GARDNER et al, 2005; GHANDHI et al, 2006; LAU, SAMMAN, 2006).

Histopatologicamente podem ser distinguidas trés variantes: luminal, quando as
células epiteliais neoplasicas proliferam apenas limitando a lesdo unicistica, intraluminal,
quando ocorre formagdo de extensdes epiteliais para o interior da cavidade cistica num padrao
que na maioria das vezes ¢ plexiforme, e a variante mural, onde a capsula cistica ¢ infiltrada
por epitélio ameloblastomatoso que pode exibir padrao folicular e/ou plexiforme (NEVILLE

et al, 2004).

O comportamento clinico do ameloblastoma unicistico hd muito tempo na literatura
tem sido aceito como bastante distinto da forma sélida, pois normalmente ele ndo infiltra o
osso adjacente, o que na maioria das vezes estd relacionado a uma melhor resposta ao
tratamento conservador e melhor prognostico para forma unicistica (ROBINSON,
MARTINEZ, 1977, GARDNER et al, 2005; GHANDHI et al, 2006; LAU, SAMMAN, 2006),
apesar de poucos estudos indicarem taxa de recorréncia semelhante a do ameloblastoma

solido (LI et al, 1998).

O ameloblastoma desmopldsico apresenta além das caracteristicas histologicas,
aspectos clinicos e radiograficos capazes de justificar a sua classificagdo como uma variante
do ameloblastoma sdlido, ndo sendo apenas um subtipo histologico deste (BARNES et al,

2005).

Ocorre de forma particularmente mais freqiiente na regido anterior dos maxilares em
proporgdes semelhantes para a mandibula e maxila. Ndo exibe predilegdo quanto ao sexo e
ndo ¢ comumente verificado em pacientes jovens, sendo comum na meia idade. A imagem
radiografica caracteristicamente se apresenta com um aspecto misto, radiolucido e radiopaco

de margens difusas, assemelhando-se as lesoes fibro-6sseas (BARNES et al, 2005).

Histologicamente caracteriza-se pela proliferagdo de células epiteliais em ilhas e
corddes neoplasicos com limites irregulares podendo ser estrelado ou pontiagudo. As células
epiteliais periféricas ndo exibem morfologia que remeta ao ameloblastos, apresentando-se de

forma cubica, por vezes hipercoradas. Na regido central as células sdo escamosas ou
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estreladas e podem exibir formagdes microcisticas e metaplasia ostedide. Tais ilhas epiteliais

estdo dispostas em um estroma densamente colagenizado (BARNES et al, 2005).

O potencial de transformacdo maligna do epitélio dos ameloblastomas em geral tem
sido descrito na literatura, entretanto ¢ um evento raro. De acordo com a OMS (2005), o
carcinoma ameloblastico pode ser dividido em ameloblastoma metastatizante, que apesar de
estabelecer —metastase apresenta caracteristicas histologicas benignas; carcinoma
ameloblastico primario que ocorre como uma malignidade primaria ndo precedida por um
ameloblastoma benigno (carcinoma de novo) e carcinoma ameloblastico secundario que ¢
resultado de modificacdes malignas em ameloblastomas benignos (carcinoma ex

ameloblastoma) (SCIUBA et al, 2005).

Abiko et al (2007) estudaram o envolvimento de areas de hipermetilagdo e mutacdes
do gene p16 com o potencial de tranformagdo maligna dos ameloblastomas e verificaram uma
relagdo direta entre as areas de hipermetilagdo do gene pl16 e o comportamento maligno das
células epiteliais neoplésicas, o que segundo os autores, sugere que estas alteragdes possam

estar envolvidas com a trasformac¢@o maligna dos amloblastomas estudados.

O delineamento do comportamento bioldgico agressivo dos ameloblastomas tem sido
bastante estudado e alguns topicos vém sendo destacados, como, o potencial de proliferagdo
celular (LIU et al, 2002; MEER et al, 2003; BARBOSA et al, 2005), alteracdes na taxa de
apoptose (KUMAMOTO, OOYA, 2005a; KUMAMOTO, OOYA, 2005b; LUO et al, 2006;
SANDRA et al, 2006), angiogénese (TAKATA et al, 2000; KUMAMOTO et al, 2002), bem
como capacidade de invasdo tecidual (NAGATSUKA et al, 2005) a qual pode ser resultado
de alteragdes na expressdo tanto das proteinas da matriz extracelular (KUMAMOTO et al,
2003; PINHEIRO et al, 2004; ZHANG et al, 2006) como pela modificagdo na expressdo de
moléculas de adesdo celular (MODOLO et al, 2004; ANDRADE et al, 2007; BELLO et al,
2007).

Os tumores odontogénicos, & semelhanga do que ocorre durante a odontogénese,
podem mostrar interacdes indutivas entre o epitélio odontogénico e o componente
mesenquimal adjacente as quais sdo dependes de um numero consideravel de moléculas de
sinalizagdo (MATIZONKAS et al, 2001). Alteracdes genéticas e moleculares tém sido
recentemente identificadas nas células epiteliais dos ameloblastomas, entretanto, 0 mecanismo
exato da patogénese, citodiferenciacdo e progressdo tumoral permanecem desconhecidos

(KUMAMOTO, OOYA, 2006a).
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A possibilidade de algumas moléculas de adesdo que constituem ou que participam
das jungdes intercelulares influenciarem a tumorigénese, diferenciacdo celular e progressao

tumoral dos ameloblastomas sera discutida adiante.

2.3 JUNCOES INTERCELULARES

O desenvolvimento da habilidade de contato intercelular constitui um marco na
evolucdo de organismos multicelulares. Proteinas da superficie celular proporcionam
interagdes entre células similares, possibilitando que populagdes celulares formem diferentes
tecidos e 6rgdos. Além de promoverem agregacao celular, estas moléculas protéicas elaboram
jun¢des especializadas que estabilizam as ligagdes intercelulares, facilitando a comunicagdo

entre células adjacentes (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004; ALBERTS et al, 2004).

Tanto o tecido epitelial como o endotelial, apresentam suas células intimamente
aderidas umas as outras de modo que a quantidade de substancia intercelular existente entre
elas ¢ minima. Tal unido ¢ garantida por juncgdes celulares que permitem no organismo a
manuten¢do de compartimentos com diferentes composicdes, sendo condi¢do essencial para o

funcionamento fisiologico dos 6rgdos (OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007).

A integridade das camadas epiteliais que protegem os organismos multicelulares das
adversidades do ambiente externo ¢ mantida tanto pelas macromoléculas das superficies
celulares como por jungdes especializadas, também denominadas complexos juncionais. Tais
complexos podem ser divididos em trés grupos: jun¢do de comunicagdo (gap junction), que
formam verdadeiros canaliculos comunicando o citoplasma das células adjacentes; juncao de
adesdo, que circunda toda a célula e contribui para aderéncia entre as células epiteliais; e as
juncdes oclusivas (tight junction) que sdo como uma faixa que forma um cinturdo em torno da

célula JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

As jungdes comunicantes, também denominadas jungdes tipo gap podem ocorrer em
qualquer posi¢do na membrana lateral das células epiteliais. Formam verdadeiros canais que
permitem a passagem de moléculas sinalizadoras como hormoénios, AMP ciclico, ions, dentre
outros, que podem propagar informagdes entre células vizinhas, integrando as fungdes

celulares nos tecidos. Dentre as principais proteinas destas jung¢des, destacam-se as conexinas.
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Exercem ainda importante papel na embriogénese coordenando o desenvolvimento tecidual

do embrido (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Dentre as jungdes de adesdo, citam-se os desmossomos ¢ hemidesmossomos,
complexos juncionais também envolvidos no desenvolvimento e diferenciacdo tecidual. Nos
desmossomos a adesdo ¢ feita entre as células epiteliais e sua fun¢do normal depende
principalmente das caderinas desmossomais desmogleinas e desmocolinas. Nos
hemidesmossomos as integrinas constituem a maior familia de receptores de ades@o que ligam

a superficie celular a matriz extracelular (ALBERTS et al, 2004).

Conforme descreve Alberts et al (2004), nas jungdes de adesdo, a caderina participa
junto com as a e [ cateninas e as placoglobinas (y-catenina) da formagdo desse complexo de
adesdo celular. A caderina ¢ uma glicoproteina transmembrana que pertence a uma classe de
moléculas de adesdo dependentes de calcio. Seus dominios extracelulares exibem regides
envolvidas em interacdes homofilicas célula-célula e o dominio intracelular liga-se ao

citoesqueleto através das cateninas.

Como um membro apical dos processos juncionais, a jun¢do oclusiva forma um
cinturdo continuo circunferencial na porgdo apical do espaco intercelular que serve como uma
barreira para a via paracelular (FIGURA 01). Caracteriza-se pela intima justaposi¢do das
membranas celulares vizinhas (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004). No lado citoplasmatico
dessa juncdo visualiza-se uma placa, sitio de um grande niimero de complexos de proteinas
associadas. A partir do limite apical da juncdo, as membranas celulares adjacentes estdo
intimamente aderidas em contatos focais onde o espaco intercelular ¢ parcialmente obliterado

(SCHNEEBERGER, LYNCH, 2004).



40

Ciliated cell

f""\ Mucous layer

' Claudin

Lipid bilayer

FIGURA 01 — Modelo esquematico da jungao oclusiva (tight junction) localizada na porgdo apical da membrana
plasmatica das células epiteliais. No detalhe a justaposicdo das membranas celulares vizinhas e formagdo da
barreira paracelular

Adaptado de NATESCH Farmaceutical Company

As proteinas transmembranas que compdem essas jungdes ligam-se a componentes do
citoesqueleto e estabelecem conexdes com células e com a matriz extracelular. Além disso,
muitas moléculas associadas as jungdes oclusivas estdo envolvidas em mecanismos que
regulam a transcri¢do, proliferagdo celular, polaridade celular e formagdo de uma barreira de
difusdo. Os constituintes do complexo multimolecular da jungdo oclusiva podem ser
agrupados em tr€s grupos: proteinas integrantes de membrana da junc¢do oclusiva que ligam o
espaco intercelular apical ¢ formam uma barreira reguladora da permeabilidade, as proteinas
da placa, muitas das quais expressam dominios que servem como um /ink entre as proteinas
da jungdo oclusiva e a actina do citoesqueleto e como adaptadoras para o recrutamento de
moléculas do citosol implicadas na sinalizacdo celular e por Gltimo, um grupo formado por
uma miscelania de proteinas citosolicas e nucleares, incluindo proteinas regulatorias,
supressores de tumor, fatores de transcricdo e pos-transcricionais que interagem tanto

diretamente como indiretamente com as proteinas da placa para coordenar diversas funcdes
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como a regulacdo da permeabilidade paracelular, proliferagdo celular, polaridade celular e

atividade supressora de tumor (SCHNEEBERGER, LYNCH, 2004).

Nos ultimos anos, algumas moléculas de adesdo celular, bioquimica e geneticamente
distintas foram descritas. Tem sido sugerido que, possivelmente, todas as moléculas de adesdo
contribuem, em maior ou menor propor¢do, com o controle do comportamento das células
neoplésicas ou com o direcionamento da resposta imune antitumoral (WALSH et al, 1996;

HANEMANN, 2004).

Estudos recentes indicam que a jungdo oclusiva ndo ¢ apenas um aparato de unido
celular, mas sim um complexo multifuncional associado a proliferagdo celular ¢ invasdo. A
expressdo das moléculas de adesdo tem sido extensivamente estudada tanto em neoplasias
quanto em varias outras alteragcdes patologicas. Nas neoplasias malignas a expressdo destas
moléculas apresenta grande interesse de estudo, uma vez que o primeiro evento da metastase ¢

a perda da adesdo celular (OKU et al, 2006).

Matter e Balda (2007) identificaram proteinas que constituem as juncdes oclusivas
tanto nos limites intercitoplasmaticos como no nucleo, o que pode sugerir uma associagdo
entre tais jungdes e os mecanismos sinalizadores de tradugdo. Essas proteinas participariam de
varios estagios desde a regulagdo da transcri¢do e modifica¢do da estrutura da cromatina para
o processamento do RNAm até a traducdo. Em alguns canceres a expressdo desregulada das
proteinas da jungdo oclusiva sugere a fungdo de supressdo da proliferagdo e transformagio

celular.

A composicdo molecular das jungdes oclusivas ainda tem sido objeto de estudo e
dentre as proteinas integrantes da membrana ja identificados destacam-se as ocludinas, as
claudinas e as moléculas de adesdo juncional (JAM) (FIGURA 02). As JAMs sdo capazes de
promover adesdo célula-célula e afetar a permeabilidade paracelular, entretanto sua principal
fung@o na juncdo oclusiva esta relacionada ao estabelecimento da polaridade celular. A partir
de experimentos com ratos verificou-se que a perda da expressao da ocludina ndo era capaz de
promover anormalidades estruturais e funcionais na composicdo da juncdo oclusiva, o que
despertou interesse na pesquisa e descoberta das claudinas, moléculas de interesse para a
presente pesquisa que tera suas caracteristicas, fungdo bioldgica em tecidos normais e
participacdo em processo patologicos descritos no topico a seguir (SCHNEEBERGER,
LYNCH, 2004; OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007).
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FIGURA 02 — Representagdo esquematica das moléculas da jungdo oclusiva (ocludina, claudina e moléculas de
adesdo juncional) e a relagdo destas com o citoesqueleto
Adaptado de NATESCH Farmaceutical Company

2.3.1 CLAUDINAS

As claudinas foram inicialmente descobertas em 1998 e atualmente, através de estudos
génicos ja foram identificados mais de 24 membros do que se denomina familia claudina e
seus genes codificam proteinas de 20 — 27kDa que ndo exibem nenhuma seqiiéncia homoéloga
com as ocludinas. As claudinas constituem as principais proteinas transmembrana das juncoes
oclusivas e apresentam um dominio intracitoplasmatico carboxiterminal, um dominio
intracelular aminoterminal ¢ dois dominios extracelulares (FIGURA 03). Estes tultimos
apresentam duas voltas, a primeira, formada por aproximadamente 53 aminoacidos e a
segunda volta, mais curta, apresenta aproximadamente 24 aminoacidos de comprimento
(COLEGIO et al, 2002; SCHNEEBERGER, LYNCH, 2004; ALBERTS et al, 2004;
OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007).

Além disso, as claudinas tém um dominio estrutural na sua por¢do carboxiterminal
composta de 80-90 aminoacidos encontrados em proteinas de bactérias, fungos, plantas e

animais que representa um sitio de ligacdo para PDZ. As inicias resultam da combinacdo das
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primeiras letras de trés proteinas: PSD95 (proteina de densidade pds-sinaptica), DIgA
(Grande disco supressor de tumor da Drosophila) e ZO-1 (proteina da zona oclusiva). Esse
ligante PDZ das claudinas liga-se aos dominios PDZ que estdo presentes nas proteinas

periféricas da membrana como as ocludinas ZO-1, 2 e 3 (FURUSE, TSUKITA, 20006).

MNHZ Cytoplasm

PDZ-binding motif =
COOH

FIGURA 03 — Representagdo esquemadtica da estrutura molecular da claudina exibindo dois dominios
extracelulares e duas extremidades intracitoplasmaticas, uma amino e uma carboxiterminal, esta ultima ligando o
dominio PDZ

Adaptado de: Furuse e Shoichiro Tsukita (2006)

Os dominios extracelulares conferem propriedades de especificidade de
permeabilidade paracelular em células epiteliais (BLACKMAN et al, 2005) e estes podem
exibir modificagdes em numero e posi¢do. Estas modificagdes individuais exercem influéncia
na seletividade paracelular, sugerindo que as claudinas formem verdadeiros poros nas
barreiras epiteliais através de seus dominios extracelulares que permitem passagem do soluto
extracelular e podem exercer influéncia na passagem de ions e moléculas livres. As
modificacdes que sdo capazes de alterar a especificidade de seletividade paracelular sdo as
que afetam o maior dominio extracelular, pois, modifica¢cdes no segundo dominio extracelular
ndo causam alteragdes significativas nas propriedades de seletividade. O segundo dominio
extracelular atua como receptor para toxinas bacterianas e a por¢do carboxiterminal liga-se a
outras proteinas da juncdo oclusiva (COLEGIO et al, 2003; OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ,
2007).

De acordo com Morin (2005) cada tipo de claudina determinara formacao de poros
intercelulares na jun¢@o oclusiva que apresentardo diferentes tamanhos e propriedade de
permeabilidade paracelular. A expressdo das claudinas ¢é tecido especifica, mas, uma jungdo

oclusiva pode ser constituida por mais de uma claudina. Assim, admitindo que estas proteinas



44

sdo polimerizadas em intima associacdo num padrdo que pode ser homo ou heterotipico entre
claudinas de células adjacentes para constituir a juncdo oclusiva, grande diversidade de

permeabilidade pode ser observada entre as células epiteliais.

Furuse e Tsukita (2006) destacam um outro aspecto importante que interfere na
permeabilidade paracelular que ¢ a resisténcia elétrica estabelecida entre células adjacentes na
regido correspondente a juncdo oclusiva. A resisténcia elétrica criada pelas claudinas, ¢
responsavel pela especificidade de permeabilidade, pois essa resisténcia ira interagir com a
carga elétrica dos ions e moléculas facilitando ou impedindo o transporte através das células
epiteliais e endoteliais. Nos estudos in vitro com monocamadas de células epiteliais
epidérmicas Oliveira e Morgado-Diaz (2007) demonstraram que a expressdo das claudinas -1,
-4, -7, -8, -14 ¢ -15 esta relacionada ao um aumento da resisténcia elétrica transepitelial na
juncdo oclusiva. A claudina-2 de modo contrario, induz diminui¢do da resisténcia elétrica e a
claudina-6 quando superexpressa pode induzir perda da fung¢@o da barreira epidérmica. Com
esses resultados tais autores sugerem que a heterogeneidade na composi¢cdo das jungdes
oclusivas das membranas plasmaticas exerga interferéncias na regulagdo da resisténcia

elétrica de cada tecido especificamente.

Além da regulacdo dos niveis das proteinas nas jungdes oclusivas, as alteracdes de
permeabilidade paracelular podem, segundo os estudos de Morin (2005) ser resultado de
modificagdes pods transcricionais como a fosforilagdo das moléculas das claudinas que
determina importantes alteracdes na juncdo oclusiva, inclusive com perda total da funcdo

principalmente observado em células neoplasicas.

De acordo com Oliveira e Morgado-Diaz (2007) as juncdes oclusivas sdo estruturas
altamente dindmicas, passiveis de modificagdes durante a morfogénese e migracdo celular em
condicdes fisiologicas. Como exemplo dessas modificacdes, algumas claudinas, como a
claudina-3, adquiriram a capacidade de realizar endocitose durante a movimentagdo celular. A
expressdo das claudinas pode também ser regulada pelo gene Snail, um repressor trascricional
implicado na regulagdo da transformagdo epitélio-mesenquimal e na repressdo direta da
transcri¢do das claudinas -3, -4, -7 e ocludinas. Além disso, a expressdo das claudinas pode

ser regulada por fatores de crescimento e citocinas.

Em alguns tumores malignos observa-se sub-expressdo das claudinas, o que ¢
consistente com a perda de adesdo celular e capacidade de invasdo das células neoplasicas,
entretanto, superexpressao de algumas claudinas em tumores malignos ja foi reportada e por

isso os autores acreditam que a expressao das claudinas além de regular a integridade e funcao
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da juncao oclusiva pode exercer influéncia na progressdo da tumorigénese (MORIN, 2005;

SHEEHAN et al, 2007).

Dhawan et al (2005) constataram que expressdo da claudina-1 nas células normais da
membrana mucosa do intestino ¢ comum, entretanto, a superexpressao citoplasmatica destas
claudinas esta correlacionada com as células do carcinoma do colon retal. Para confirmar a
relacdo da expressdo da claudina-1 com o comportamento maligno das células mucosas
intestinais, os autores induziram in vitro a superexpressdo dessa molécula nas células do
carcinoma de colo retal pobremente invasivo e puderam observar um aumento significativo da
capacidade invasiva e potencial metastatico das células neoplésicas, o que segundo os autores

¢ indicativo da participacao da claudina-1 na tumorigénese intestinal.

As jungdes oclusivas podem recrutar acdo de proteinas supressoras de tumor como a
proteina fosfatase homologa a tenascina (PTEN), oncogenes, proteinas relacionadas com a
polaridade celular e transporte vesicular. Os mecanismos de agdo e o papel das claudinas na
tumorigénsese ainda sdo pobremente entendidos, mas, como alteragdes dessas moléculas com
conseqiiente perda da polaridade s3o freqiientemente observados em cancer sugere-se que

tenham papel importante neste evento (OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007).

Sheehan et al (2007) verificaram através de estudo imuno-histoquimico que as células
epiteliais glandulares da prostata exibiam diminui¢do progressiva da expressdo das claudinas
1, 3, 4 e 7 quando da transformacdo maligna e essa perda foi crescente quando comparado o
tecido normal, adenocarcinomas de baixo grau de malignidade e adenocarcinoma de alto grau

de malignidade.

Em células epiteliais mamarias foi comprovada associacdo da claudina-7 com as
células normais e tem sido demonstrado que ocorre perda da expressdo destas proteinas nos

carcinomas de células mamarias (BLACKMAN et al, 2005).

Kominsky et al (2003) realizaram um estudo em carcinoma ductal de mama e
verificaram através tanto do RT-PCR como da andlise de Western blot que a expressdo da
claudina-7 foi menor em carcinomas ductais invasivos do que no epitélio glandular mamario
normal. Através da analise imuno-histoquimica os autores supracitados verificaram ainda que
a perda da expressao da claudina-7 estava relacionada ao grau histologico de malignidade das
lesdes sendo essa perda pronunciada em lesdes de alto grau de malignidade, confirmada pela
técnica microarray. Quando analisada a fungdo biologica de manutenc¢do de adesdo celular da

claudina-7 os autores sugerem que essa perda de expressdo ¢ compativel com o
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comportamento maligno celular participando esta proteina tanto na progressdo como na

disseminac¢do tumoral.

Lioni et al (2007) avaliaram a expressdo da claudina-7 em carcinoma de células
escamosas do esofago e verificaram que ocorre uma mudanga no padrdo de expressdo dessa
molécula. Em ceratinocitos normais se expressa apenas na membrana citoplasmatica e em
células neoplésicas frequentemente localiza-se no citoplasma, com expressao variavel e areas
de perda total de expressdo no tumor. A diminuicdo da expressdo da claudina-7 leva, de
acordo com relatos dos autores, a uma diminui¢do da expressao da E-caderina, incremento do
crescimento celular e invasdo da matriz extracelular; sendo o oposto também observado, de
forma que a superexpressdo da claudina-7 em células tumorais, determinou maior adesividade
e menor invasividade associado a um aumento da expressdo da E-caderina. Assim a claudina-
7 exerce um papel critico na regulacdo da expressdo da E-caderina sugerindo que esse ¢ um
possivel mecanismo para a perda de arquitetura tecidual e invasdo observada em carcinomas

de células escamosas do esofago.

Conforme Oku et al (2006) a claudina-1 estd fortemente expressa em carcinoma de
células escamosas oral invasivo enquanto em carcinoma pobremente invasivo ¢ fraca. O
aumento da expressdo ¢ observado concomitantemente com um aumento da atividade das
metaloproteinases da matriz (MT1-MMP e MMP-29). Assim, apesar de mais estudos serem
requeridos nesta area, os autores sugerem que a claudina-1 possa atuar como mediador da
expressdo das metaloproteinases da matriz em carcinoma epidermoide oral, o que resulta num

aumento da clivagem da laminina e incremento da capacidade de invasao.

Morin (2005) afirma que o padrido de especificidade das claudinas em canceres pode
sugerir a utilizacdo destas proteinas como marcadores moleculares tanto para o diagnostico
como na determinag@o do progndstico de algumas neoplasias malignas pois, segundo Oku et
al (2006), no carcinoma de colon retal, por exemplo, a superexpressdo da claudina-1 pode

indicar maior potencial de invasdo e metastase dessa neoplasia.

De acordo com Morin (2005) os dominios extracelulares das claudinas -3 e -4 podem
se ligar a enterotoxina do Clostridium perfringens. Essa ligacdo determina profundas
alteracdes da permeabilidade celular que culminam com a citdlise. Tal observacdo tem
despertado interesse como alternativa para o tratamento do cancer com inducao de morte das
células neoplasicas que expressam altos niveis das claudinas -3 e -4 através da ligagdo com a
enterotoxina. Além disso, como os dominios extracelulares exibem composicao variavel, mas,

especifica para determinados tipos celulares, podem representar, segundo o autor, uma
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promessa para terapia genética do cancer com producdo de anticorpos especificos para esses
dominios transmembranas. Entretanto a grande dificuldade reside no fato de que a expressao
das claudinas -3 e -4 por exemplo, ¢ encontrada em células normais do pulmao e dos rins. A
determinacdo da morte das células neoplasicas que expressam tais tipos de claudina também
exerceria agdo nas células normais, o que provocaria alteragcdes sistémicas bastante
prejudiciais a saude geral, o que representa ainda um problema para a terapia sist€émica do

cancer.

2.4 MOLECULAS DE ADESAO NA ODONTOGENESE E EM AMELOBLASTOMA

Os eventos morfogenéticos que ocorrem durante a odontogénese envolvem uma série
de coordenadas interagdes epitélio-mesenquimais e interagdes célula-célula dentre as quais as

jungdes intercelulares desempenham importante papel (TEN CATE, 2001).

Fausser et al (1998) avaliaram a expressdo da E-caderina, o e¢ [ cateninas e
placoglobinas em germes dentais de ratos e verificaram através de imunofluorescéncia que a
positividade para a E-caderina diminui progressivamente com o avan¢o da histogénese.
Observaram ainda que a -catenina estd expressa tanto nas células do epitélio externo como
no epitélio interno, com algumas alteracdes de expressdo na regido de alga cervical. Para a
placoglobina e desmogleina a distribuicdo da marcagdo foi assimétrica entre os lados mediais
e laterais dos dentes, sendo que a desmogleina foi progressivamente acumulada no reticulo

estrelado e no polo basal dos ameloblastos com a evolucdo da odontogénese.

A expressdo imuno-histoquimica da E-caderina e N-caderina foi estudada por
Heymann et al (2002) que realizaram uma pesquisa comparando a expressdo dessas moléculas
em germes dentais humanos e dentes de adultos. A expressdo da E-caderina no epitélio dental
estava distribuida segundo um gradiente apical-coronal, enquanto para a N-caderina o oposto
foi observado. A expressdo da E-caderina foi localizada nas células do epitélio interno e
externo, entretanto nas células diferenciadas, como os ameloblastos, ndo houve marcacao,
enquanto a N-caderina nestas c¢lulas estava superexpressa. N-caderina foi positiva ainda para
as células mesenquimais da papila que se diferenciardo em odontoblastos. Nos dentes adultos,
a N-caderina apenas estava expressa nos odontoblastos submetidos ao processo de reparo,

posterior a uma injuria por carie por exemplo. Os autores sugerem que tanto a E-caderina
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como a N-caderina desempenham importante papel durante a odontogénese e que a
observagdo da N-caderina nas células da papila pode ser importante para a funcido do

odontoblastos no desenvolvimento normal e sob condi¢des patologicas.

Avaliando a expressdo da conexina (Cx43), uma proteina constituinte da jungdo
comunicante, ¢ da ZO-1, uma proteina da jungdo oclusiva, Jodo e Arana-Chavez (2003)
observaram positividade para todas as células do 6rgdo do esmalte sendo que a intensidade da
expressdo aumentou com a progressdo da diferenciacdo. As juncdes comunicantes foram
localizadas entre ameloblastos indiferenciados, reticulo estrelado e estrato intermediario com
marcagdo mais evidente com o inicio e progressdo da diferenciagdo. Com a inversdo de
polaridade e diferenciacdo dos pré-ameloblastos em ameloblastos observou-se gradativo
aumento da expressdo da ZO-1, principalmente observada no podlo apical destas células,
confirmando, segundo tais autores, o significativo papel das juncdes oclusivas no
estabelecimento ¢ manutencdo da polaridade celular. Esse padrdo de marcagdo, segundo os
autores revela que as jungdes comunicantes e oclusivas desempenham importante papel na

coordenag¢do da atividade e diferenciagdo celular.

Jodo e Arana-Chavez (2004) pesquisaram a distribuicdo das molélulas da juncdo
oclusiva (ZO-1, ocludina e claudina-1) nas diferentes fases da odontogénese e observaram que
expressdo da ZO-1 foi forte nos complexos juncionais basais e apicais de ameloblastos em
diferenciacdo enquanto nos odontoblastos indiferenciados, a expressdo dessa molécula foi
fraca ou pontual. A marcagao para a ocludina foi observada nas fases iniciais da odontogénese
tanto nos ameloblastos como nos odontoblastos indiferenciados, entretanto, em estagios mais
avangados, a ocludina foi positiva apenas nos ameloblastos. Para a claudina-1 os autores
observaram forte imunoexpressdo nos complexos juncionais basais e fraca nos complexos
juncionais apicais dos ameloblatos nos estagios avangados da odontogénese. De acordo com
esses achados, tais autores ressaltam a importancia das jungdes oclusivas na regulacdo de
polaridade celular bem como da permeabilidade paracelular em diferentes estagios da

odontogénese tanto para os ameloblastos como para os odontoblastos.

Ohene-Abuakwa e Pignatelli (2000) em estudos com tumores odontogénicos afirmam
que modificacdes na expressdo ou funcao das moléculas de adesdo celular podem resultar em

alteragdes nas caracteristicas e comportamento desses tumores.

Segundo Modolo et al (2004) as integrinas constituem a maior familia de receptores de

adesdo que ligam a superficie celular a matriz extracelular. A expressdo imuno-histoquimica
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das integrinas o2, a3, a5, av, 1, B3 e B4 foi estudada em ameloblastomas e comparada com
a expressdo em germes dentais humanos, na lamina dental e no epitélio de revestimento da
mucosa oral normal. No padrao histologico folicular observou-se forte expressao da integrina
a2 nas células periféricas, entretanto, foi negativa para as células centrais. O padrio
acantomatoso mostrou positividade para as integrinas o3, a5, av, 1 e B4 nas células
metaplasicas. No padrdo plexiforme, em germes dentais e na ldmina dental a marcagdo para
todas as integrinas estudadas foi uniforme. No epitélio oral a marcacdo para o2, a5 ¢ P4
esteve presente nas células da camada basal e suprabasal, enquanto as integrina o3 e 31 foram
localizadas nas camadas mais altas do epitélio. A perda de expressdo da o2 foi vista nos
ameloblastomas quando comparado com a lamina dental e o germe dental, o que segundo os
autores pode estar relacionada com o crescimento e invasdo dos tecidos contiguos
caracteristicos da lesdo. A expressio da integrina Bl pode, segundo os autores estar
relacionada com a sua capacidade de impedir a progressdao do ciclo celular pois ela atuaria
controlando a proliferacdo e diferenciacdo celular. A diminuicdo da expressdo dessa integrina
esta relacionada com desregulacdes do crescimento independente de ancoragem. As células
neoplésicas podem, segundo os autores, alterar a expressdo das integrinas e influenciar na

regulacdo tumoral e invasdo, caracteristicos do ameloblastoma.

Andrade et al (2007) pesquisaram a expressdo de integrinas em ameloblastomas e em
tumores odontogénicos adenomatoides (TOA). Observaram uma tendéncia a marcagdo focal
para a integrina o331 tanto em ameloblastomas s6lidos como unicisticos. Os autores sugerem
que essa expressdo focal pode levar a uma desorganizacdo em algumas regides da membrana
basal, o que contribui para o comportamento infiltrativo do ameloblastoma. Em
ameloblastomas unicisticos a integrina 51 exibiu maior marcagdo quando comparada com
a a3B1. Como a perda da expressdo dessas moléculas esta relacionada com maior potencial
de invasdo em alguns tumores, poderia ser um dos fatores para explicar a menor expressao em
ameloblastomas unicisticos. Os autores sugerem que as integrinas sdo importantes nas
caracteriscticas arquiteturais do ameloblastoma e do TOA além de uma possivel participacdo

da integrina 5B 1 no mecanismo de invasdo local do ameloblastoma.

Kumamoto e Ooya (1999) estudaram a expressao imuno-histoquimica da E-caderina e
alfa-catenina em ameloblastomas e verificaram que ambas moléculas de adesdo exibem
padrdo de marcacdo predominantemente pericelular e em ameloblastomas estdo fortemente

expressas nas células centrais poliédricas das ilhas epiteliais ¢ mais fracamente nas células
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periféricas colunares tanto durante a odontogénese como nas neoplasias epiteliais
odontogénicas. A diferenciacdo das células determina uma perda da expressdo dessas
moléculas de forma que em areas de diferenciacdo escamosa e granular ocorre perda da

expressdo sugerindo diferenciagdo terminal destas células.

Zhong et al (2004b) estudaram o comportamento biologico das células do
ameloblastoma comparando a expressdo imunohistoquimica de moléculas de adesdo (E-
caderina), metaproteinases (MMP-2 e MMP-9) e fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) entre ameloblastomas benignos e ameloblastomas malignos e entre os que exibiam
células dispersas, maior invasividade e perda ou ruptura da membrana basal. Verificaram que
o comportamento biologico agressivo do ameloblastoma estad relacionado com a perda da
expressdo normal da E-caderina e superexpressao das metaloproteinases da matriz MMP-2 e

MMP-9 e do fator de crescimento vascular endotelial.

De acordo com Usami et al (2007) o supressor de tumor em cancer de pulmao-1
(TSLC1) ¢ uma molécula de adesdo intercelular que pertence a superfamilia das
imunoglobulinas que pode representar uma molécula importante na tumorigénese do
ameloblastoma. Os autores estudaram a expressdo da TSLC1 e da E-caderina em germes
dentais humanos e em ameloblastomas. Verificaram que a E-caderina se distribuiu
uniformemente na membrana basal das células derivadas do ectoderma em todos os estagios
da odontogénese sendo também positiva em todos ameloblastomas estudados (n = 18).
Observaram também que a imunomarcagao para a TSCL1 estava presente na regido lateral
das células dos germes dentais humanos desde a fase de botdo, mas a intensidade foi
decrescente de acordo com a evolugdo e diferenciacdo até estagio de campanula. Segundo os
autores a subregulacdo desta molécula pode estar relacionada com a tumorigénese dos

ameloblastomas.

Bello et al (2007) analisaram a expressao imuno-histoquimica das claudinas -1, -4, -5,
-7 e ocludinas em ameloblastomas benignos e malignos e compararam com germes dentais
humanos em desenvolvimento. Verificaram que a claudina-1 mostrou forte expressdo para as
células centrais especialmente em areas com diferenciagdo escamosa. As células periféricas
exibiam expressdao fraca ou moderada. Em carcinoma ameloblasticos a expressdo foi forte
tanto nas c€lulas centrais como nas periféricas com moderada expressividade em metade dos
casos. A marcagdo para claudina-4 foi negativa para as células periféricas mas forte nas
células centrais de ameloblastoma acantomatoso e carcinoma ameloblastico. No tipo

plexiforme a expressdo foi fraca nas células centrais. A claudina-5 foi negativa na maioria das
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células periféricas, exceto em carcinomas ameloblasticos, onde a marcacdo foi fraca em
metade dos casos. As células centrais foram fracamente positivas para esta claudina. A
claudina-7 mostrou forte marcacdo para as células centrais e periféricas da maioria dos
ameloblastomas benignos, entretanto, as variantes acantomatosa e as mistas mostraram
reatividade predominantemente moderada nas células periféricas e forte nas células centrais
com diferenciagdo escamosa. Nos carcinomas amelobasticos a expressdo foi

predominantemente fraca.

Ainda de acordo com Bello et al (2007) a imunomarcacdo com a ocludina foi
predominantemente negativa em todos os casos de ameloblastomas, com alguns casos
exibindo discreta marcagdo. Nos germes dentais humanos em fase de campéanula observaram
intensa positividade da ocludina nos epitélios interno e externo do 6rgdo do esmalte, estrato
intermediario, reticulo estrelado, ameloblastos e matriz de esmalte. A marcagdo foi negativa
ou relativamente fraca na papila para as claudinas -7 e -1 respectivamente. As claudinas, de
acordo com os autores anteriormente citados, podem apresentar superexpressao nas células
centrais do reticulo estrelado na tentativa de manter a adesdo célula-célula e impedir formacao
de microcistos. Além disso a forte, expressdo das claudinas -1 e -7 nos ameloblastos sugere

que estas moléculas participem como sinalizadoras do processo de formagdo do esmalte.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho teve o proposito de comparar a expressao e distribui¢do das claudinas -1
e -7 entre os ameloblastomas sélidos e unicisticos e entre estes e germes dentais humanos em
diferentes etapas da odontogénese, através da utilizagdo da técnica imuno-histoquimica, com

o intuito de verificar se existe alguma correlacdo na expressdo destas moléculas entre esta

neoplasia odontogénica e o processo de odontogénese.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 IMPLICACOES ETICAS

O projeto elaborado anteriormente a realizagdo desta pesquisa foi submetido a
apreciagio do Comité de Etica e Pesquisa da UFRN tendo sido aprovado sob o parecer n°

174/2007 em reunido deste comité em setembro de 2007.

4.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O presente estudo caracterizou-se por uma pesquisa retrospectiva descritiva
constituida pela observagao, analise e registro da express@o imuno-histoquimica das claudinas
-1 e -7 em ameloblastomas sélidos e unicisticos e em germes dentais humanos, objetivando
uma analise comparativa da expressdo destas moléculas entre os ameloblastomas a a

odontogénese.

4.3 POPULACAO

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados os casos de ameloblastomas
registrados e arquivados no Servico de Anatomia Patologica da Disciplina de Patologia Oral

da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte/UFRN.

Além disso, utilizamos mandibulas de fetos humanos protocolados no Laboratério de
Patologia Bucal da FOP/UPE provenientes dos servicos de obstetricia da Cidade do Recife
(Maternidades Professor Barros Lima e Professor Bandeira Filho) que foram coletados apods

aprovacdo do CEP/UPE protocolo n°® 084/02.
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4.4 AMOSTRA

Dentre os casos arquivados no Laboratério da UFRN, foram selecionados 22 casos de
ameloblastomas sélidos e 5 casos de ameloblastomas unicisticos para a realizacdo do presente
estudo. O critério que determinou a inclus@o dos espécimes de ameloblastoma na amostra foi
se a quantidade e qualidade de material bioldgico contido nos blocos de parafina eram

suficientes para o desenvolvimento da pesquisa.

Dentre as 14 mandibulas de fetos humanos foram selecionadas aquelas com diferentes
idades gestacionais com o intuito de obtermos germes dentais em diferentes fases da

odontogénese.

4.5 ANALISE MORFOLOGICA

Para analise morfologica os blocos parafinados das mandibulas de fetos humanos e de
ameloblastomas selecionados foram cortados em sec¢des de Spm de espessura, montados em
laminas, submetidas a coloracdo pela técnica da Hematoxilina/Eosina e posteriormente

examinados a microscopia de luz convencional.

Realizou-se uma analise descritiva dos aspectos histologicos observados nos subtipos
dos ameloblastomas. Para o ameloblastoma so6lido, nos valemos dos critérios descritos por
Gardner et al (2005) que consideram basicamente dois padrdes histologicos: folicular e o
plexiforme, sendo que as células em ambos os tipos pode exibir metaplasia escamosa, de
células granulares ou basaloide. Em relagdo ao ameloblastoma unicistico, Gardner et al (2005)
consideram que este deve ser elaborado considerando-se além dos aspectos histopatologicos,
as informagdes clinico-radiograficas (APENDICE A). Histologicamente podem exibir

crescimento das células neopldsicas num padrdo luminal, intraluminal ou mural.

Nos espécimes mandibulares foram descritos os aspectos histologicos que
caracterizavam os tipos celulares presentes nos germes dentais, classificando-se a fase da

odontogénese (APENDICE B).
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4.6 ESTUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Do material emblocado em parafina foram obtidos cortes de 3um de espessura e
estendidos em laminas de vidro previamente limpas e preparadas com adesivo a base de
Organosilano (3-aminopropyltriethoxi-silano, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA). O
material foi submetido a recuperacdo antigénica pela imersdo em solucdo tampao de citrato
(10mM), pH 6.0 aquecido na panela PASCAL por 3 minutos e posteriormente submetido a
incubagdo com anticorpos para as claudinas -1 e -7 (conforme protocolo descrito no Quadro
01). Foi empregado nesta técnica imuno-histoquimica o método da estreptoavidina-biotina
(SABC - streptoavidin biotin complex). Como controle positivo interno, utilizamos cortes de
mucosa oral normal contido em alguns espécimes. Como controle negativo, em alguns cortes,
o0 anticorpo primadrio foi substituido por uma solug¢do tampao e subseqiientemente submetidos

a todos os passos descritos adiante.

Especificidade Clone Recuperacio antigénica | Diluicio Tempo de
incubacio
Claudina-1* Clone Solugdo tampdo citrato 1:50 60 minutos
JAY.8 10mM, pH 6.0 (3’ na
PASCAL)
Claudina-7* Clone Solugdo tampdo citrato 1:50 60 minutos
ZMD.241 | 10mM, pH 6.0 (3’ na
PASCAL**)

QUADRO 01 — Especificidade, clone, recuperagdo antigénica, diluigdo e tempo de incubagdo dos anticorpos
utilizados

* Marca: ZYMED

** Marca: DAKO Cytomation

4.6.1 REALIZACAO DA TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA

- Xilol T'a 59°C (30 minutos)
- Xilol II a temperatura ambiente (20 minutos)

- Alcool absoluto I (5 minutos)
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Alcool absoluto II (5 minutos)

Alcool absoluto I1I (5 minutos)
Alcool 95° GL (5 minutos)
Alcool 80° GL (5 minutos)

- Hidroxido de aménia a 10% em etanol 95° GL (10 minutos)

- Lavagem em agua corrente (10 minutos)

- Agua destilada (dupla passagem de 5 minutos cada)

- Recuperacio antigénica

- Agua corrente (10 minutos)

- Agua destilada (dupla passagem de 5 minutos cada)

- Bloqueio da peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio a 10 volumes (dupla
passagem 15 minutos cada)

- Lavagem em agua corrente (10 minutos)

- Agua destilada (dupla passagem de 5 minutos cada)

- Imersdo em solugdo tampao de TRIS-HCL pH 7.4 (tris-hidroximetil-aminometano,
Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) dupla passagem de 5 minutos cada

- Incubacdo dos cortes com o anticorpo primdrio para as claudinas -1 e -7 (Ver
especificagdes no Quadro 01) diluidos em solugdo diluente para anticorpos
(Antibody Diluent with background reducing components, DAKO®)

- Dupla lavagem de 5 minutos cada em solu¢do de Tween 20 a 1% em TRIS HCI, pH
7,4 para melhor identificag@o de claudinas

- Incubag@o no anticorpo secundario biotinilado LINK (Kit LSAC, DAKO®) por 30
minutos

- Imers@o em solugdo tampao de TRIS-HCL pH 7,4 (tris-hidroximetil-aminometano,
Sigma Chemical, St Louis, MO, USA) dupla passagem de 5 minutos cada

- Incubagdo com o complexo Streptoavidin HRP (Kit LSAC, DAKO®) por 30
minutos

- Dupla lavagem de 5 minutos cada em solugdo de TRIS HCI, pH 7.4

- Revelagdo da reagdo com solugdo cromédgena Diaminobenzinina (Diaminobenzidine
tetrahydrochloride 97%, Easy Path®) diluida em 100ml de TRIS HCI pH 7,4 ativada
por 1200ul de perdxido de hidrogénio a 10 volumes em camara escura (3 minutos)

- Lavagem em agua corrente (10 minutos)

- Lavagem em agua destilada (tripla passagem rapida)

- Contra-coloracdo com Hematoxilina de Mayer (10 minutos)
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Agua corrente (10 minutos)

Agua destilada (dupla passagem de 5 minutos cada)
Alcool 70° GL (2 minutos)
Alcool 95° GL (2 minutos)

Alcool absoluto I (3 minutos)

Alcool absoluto II (3 minutos)

Alcool absoluto III (3 minutos)

Alcool absoluto IV (3 minutos)
Xilol I (5 minutos)

Xilol II (5 minutos)

Xilol III (5 minutos)

Montagem em Erv-mount (Easy Path®)

4.6.2 ANALISE DO PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO

Realizamos a andlise da expressdo imuno-histoquimica das claudinas -1 e -7 nos
ameloblastomas solidos e unicisticos e germes dentais humanos, verificando-se a presenga ou
auséncia, a localizacdo e padrao de distribuicdo da marcagdo. As amostras foram analisadas
por um Unico observador em um microscopio de luz com aumento de 400x (LEICA ATC
2000). Os achados foram descritos e tabulados objetivando posterior andlise comparativa dos

resultados obtidos.

A imunomarcacdo foi verificada tanto na membrana das células epiteliais quanto no
citoplasma e no nucleo destas células. Quanto a localizagdo da expressdo nos ameloblastomas,
adotou-se os critérios propostos por Bello et al (2007), onde a imunomarcagdo foi avaliada
tanto nas células localizadas na periferia das ilhas tumorais como nas células centralmente
localizadas (APENDICE C). Para analise considerou-se toda a extensio do corte histologico e
o percentual de células imunomarcadas foi estabelecido a partir da extensao total do corte. Tal
distribuicdo foi considerada negativa quando ndo houve imunomarcacdo, focal quando menos
de 10% das células epiteliais exibiram positividade, regional quando o percentual de células

positivas estava entre 11% e 50% e difusa quando mais de 50% das células epiteliais tumorais
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foram positivas. Estes critérios foram adaptados da metodologia proposta por Bello et al

(2007) e adaptada pelos critérios de Sheehan et al (2007).

A localizagdo da expressdo imuno-histoquimica nos germes dentais foi avaliada em
cada tipo celular que compde o 6rgdo do esmalte e papila dental e o percentual de marcacao
foi avaliado considerando a quantidade de células positivas em relagdo a totalidade de células

que compdem o germe dental.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Como pretendia-se uma andlise entre duas variaveis categoricas, o presente estudo
utilizou o Teste estatistico Exato de Fisher foram submetidos utilizando o nivel de
significancia de 5%) a fim de verificar se havia associa¢do na distribuicdo dos seguintes
parametros: presenga ou auséncia da expressdo das claudinas-1 e -7, padrdo de expressdo
(focal, regional ou difuso) e localizacdo celular (membranar, citoplasmatica ou nuclear) entre
os tipos de ameloblastomas e também entre as células centrais e periféricas desta neoplasia.
Ressalva deve ser feita pois nos casos em que haviam trés varidveis estas foram

recategorizadas e agrupadas em duas para que este método pudesse ser aplicado.
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S RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra deste estudo foi composta por 29 casos de ameloblastomas e 7 casos de

germes dentais humanos.

Os espécimes de germes dentais humanos em desenvolvimento foram obtidos a partir
de fetos que se encontravam desde a 21? até a 28" semana de idade gestacional. Nos espécimes
com idade gestacional entre 21 e 23 semanas de desenvolvimento intra-uterino, observamos
germes dentais em fase final de capuz e inicio da campéanula, enquanto naqueles com idade
gestacional superior a 24 semanas observamos germes dentais em fase de campanula inicial

até tardia, ou coroa, como também pode ser denominada.

Dos 29 ameloblastomas analisados, observamos que 24 (82,76%) eram do tipo solido

ou multicistico e os 5 casos restantes (17,24%) eram do tipo unicistico.

Dentre os ameloblastomas solidos, a maioria (n=18, 75,00%) correspondeu ao padrdo
histologico plexiforme. Em 5 casos (20,83%) observou-se predominéncia do padrdo folicular,
e em um caso a classificacdo ndo pode ser estabelecida devido a peculiaridades histologicas

apresentadas pelo tumor, que exibia um padrio de placas sélidas (GRAFICO 01).

Ameloblastoma Ameloblastoma

Folicular
5
17%

Ameloblastoma
Plexiforme
18
63%

Unicistico
5
17%

Ameloblastoma Sélido
1
3%

GRAFICO 01 - Distribuicio dos casos de ameloblastomas
microscopico predominante. Natal/RN — 2008.

considerando o tipo histologico e padrdo
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Dentre os ameloblastoma unicisticos analisados, verificamos que o padrio de
crescimento epitelial foi predominantemente luminal (80%, n=4), onde ndo observamos
proliferacdo epitelial nem para o interior da cavidade cistica nem para a capsula. Em um caso
o revestimento epitelial neoplésico exibia areas de espessamento constituindo projecdes de
forma e tamanhos irregulares para o interior da cavidade cistica, caracterizando o crescimento

intraluminal do ameloblastoma unicistico (GRAFICO 02).

Ameloblastoma
Unicistico
Intraluminal
1
20%

Ameloblastoma
Unicistico Luminal
4
80%

GRAFICO 02 — Distribuigio dos casos de ameloblastomas unicisticos considerando o padrio microscopico
predominante. Natal/RN — 2008.

Quando analisamos as informagdes clinicas referentes aos casos de ameloblastomas
pudemos observar que em 18 casos (62,07%) os pacientes acometidos eram do sexo

masculino, 11 (37,93%) do sexo feminino (GRAFICO 03).

Feminino
11
38%

sculino
18
62%

GRAFICO 03 — Distribui¢do dos casos de ameloblastomas de acordo com o sexo dos pacientes. Natal/RN —
2008.
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Quanto a idade, observamos que a idade minima entre os pacientes acometidos por
ameloblastoma foi de 13 anos e a idade maxima de 92 anos. A maioria dos pacientes tinha
idade abaixo de 55 anos (aproximadamente 70%). A média de idade dos pacientes acometidos
por ameloblastomas solidos foi de 43,58 anos, enquanto a média dos pacientes que
apresentaram ameloblastomas unicisticos foi de 34,2 anos. Em 5 casos (17%) a idade do

paciente ndo estava descrita na ficha clinica.

A raca dos pacientes também foi analisada, de modo que a maioria dos casos ocorreu
em pacientes da raga branca (n=14, 42%). Incluimos na descricdo como raga ndo branca os
casos descritos em ficha como morenos, pardos, mesti¢os e negros, o que correspondeu a 34%
(n=10) da amostra estudada. Em 5 casos esta analise ndo pode ser realizada por falta de

preenchimento na ficha clinica deste dado (GRAFICO 04).

Néo especificado
5

17% N&o Branca

10
34%

Branca
14
49%

GRAFICO 04 — Distribuigdo dos casos de ameloblastomas de acordo com a raga dos pacientes. Natal/RN —
2008.

O aspecto radiografico dos ameloblastomas em geral foi descrito como uma imagem
radiolucida em todos os casos em que o cirurgido-dentista preencheu este dado na ficha

clinica (23 casos, 80%).

A localizagdo anatomica estava descrita em 90% dos casos (n=26) e deste total
observou-se que em 96% (n=25) a localizacdo anatdmica do ameloblastoma correspondeu a
mandibula, sendo a maioria (n=20, 77%) descrita como regido de corpo mandibular, seguida
pela regido de ramo (n=4, 15%) e regido anterior (n=1, 4%) estando apenas um caso (n=4%)

localizado na maxila, especificamente na regido de pré-maxila.
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A hipétese diagnostica apds avaliagdo clinica, radiografica e cirirgica foi de
ameloblastoma para 19 dos 29 casos encaminhados para avaliagdo histopatologica. A hipotese
diagnostica de cisto dentigero foi verificada em uma proporcdo consideravel dos casos
(13,8%, n=4), possivelmente por que em alguns casos o ameloblastoma pode estar associado

com elementos dentarios inclusos, lembrando o aspecto radiografico do cisto dentigero.

5.2 ANALISE MORFOLOGICA

Os cortes histologicos das mandibulas dos fetos humanos, corados em H.E e
examinados sob microscopia de luz, revelaram germes dentais deciduos desde a fase de capuz
até a fase de coroa. Em 03 casos (fetos até a 23° semana de desenvolvimento) observou-se na
por¢do do orgdo do esmalte adjacente ao ectomesénquima formacdo de uma concavidade
dando a este 6rgdo uma forma de boné (fase de capuz) (FIGURA 04). Em 04 casos (fetos a
partir da 24° semana de desenvolvimento) foi possivel observar deposicdo da matriz de
dentina do manto e de esmalte, que corresponde a fase de campanula inicial (FIGURA 05).
Visualizou-se ainda nestes espécimes, células em diferentes estagios de diferenciacdo, sendo
que esta evolui do vértice das futuras cuspides em diregdo apical. Tal gradiente de
diferenciagdo é visto nas células do epitélio interno do 6rgdo do esmalte, assim como da
por¢do periférica da papila dental. A intensa vascularizagdo da papila dentaria nesta fase
configura o término da fase de campanula inicial e o inicio da fase de formagao da coroa (ou

campanula tardia) dos dentes deciduos (FIGURA 06).

A andlise dos cortes histologicos dos ameloblastomas corados em H.E. revelou que
dos 29 casos estudados 05 (17,2%) eram do subtipo histolégico unicistico caracterizado pela
proliferacdo das células epiteliais revestindo uma unica cavidade patoldgica. Este epitélio
ameloblastomatoso caracteriza-se por apresentar uma camada basal simples de células com
morfologia que varia de colunar baixa a cilindrica com nucleos hipercorados localizados na
porcdo apical do citoplasma, arranjados lado a lado em paligada semelhantemente aos
ameloblastos durante a odontogénese. Na por¢do suprabasal as células organizam-se mais
frouxamente assumindo morfologia dendritica com longos processos citoplasmaticos e
abundante substancia fundamental entre elas o que lembra o aspecto morfologico das células

que compdem o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte (FIGURA 07). Dos cinco casos
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analisados, trés (60%) exibiram esta caracteristica classica descrita para o ameloblastoma que
corresponde ao tipo luminal. Em dois ameloblastomas unicisticos (40%) observou-se
espessamentos no revestimento epitelial constituindo projecdes irregulares para o lamen

cistico, caracterizando o crescimento intraluminal das células neoplasicas.

Em 24 casos (79,31%) foi possivel observar células epiteliais proliferando sob forma
de ilhas e/ou corddes o que correspondeu ao subtipo histoldgico sélido do ameloblastoma.
Caracteristicamente as células localizadas na periferia destas ilhas em sua maioria eram
cilindricas baixas ou altas e exibiam nucleos volumosos e hipercorados deslocados para a
regido apical do citoplasma (polarizacdo invertida) e dispostos paralelamente uns aos outros
numa organizagdo em palicada. As células centralmente localizadas apresentavam morfologia
que variou de angular a estrelada, contendo longos processos citoplasmaticos que se
interdigitavam e organizavam-se frouxamente devido ao acumulo de substancia fundamental

entre elas.

Considerando os ameloblastomas so6lidos (n=24), na maior parte dos casos observou-
se proliferacdo das células epiteliais sob forma de ilhas e/ou corddes com véarios focos de
anastomose, constituindo uma rede de corddes caracterizando a variante histologica
plexiforme (n=18, 75,02%) (FIGURA 08). Em 5 casos (20,83%) as células epiteliais
neoplésicas formavam ninhos com formas e tamanhos irregulares e freqiiente degeneragdo
cistica na porg¢do frouxamente organizada que lembra o reticulo estrelado do 6rgdo do
esmalte, ou seja, na regido central destas ilhas epiteliais, caracterizando a variante folicular do
ameloblastoma sélido (FIGURA 09). Em apenas um caso (4,17%), a proliferacdo das células
neoplésicas exibiu caracteristicas peculiares com abundantes focos de anastomoses, de modo

que praticamente essas células constituiam uma placa solida.

Em alguns tumores sélidos visualizamos areas em que as células epiteliais exibiam
metaplasia escamosa (n=16, 66,67%), inclusive podendo-se identificar deposi¢do de ceratina

na porg¢ao central das ilhas epiteliais em alguns destes casos (FIGURA 10).

Em um dos casos (n=1, 4,17%), notou-se presenga de células com citoplasma
abundante de aspecto finamente granular, com nticleo de pequenas dimensdes e deslocados
para a periferia da célula, o que caracteriza a diferenciagdo para células granulares (FIGURA

11).

Também foi observado em algumas ilhas a presengca de células com morfologia

cubica, num aspecto mondtono, morfologia esta remetendo as caracteristicas exibidas pelas
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células epiteliais basais do epitélio de superficie, configurando o subtipo histologico de

ameloblastoma de células basais (FIGURA 12).

Além disso, constituiu um achado comumente observado nos ameloblastomas sélidos
a formacdo de microcistos, onde tais cavidades cisticas estavam em sua maioria circundadas
pelas células dendriticas frouxamente organizadas da regido central das ilhas epiteliais em

79,17% (n=19) dos ameloblastomas solidos (FIGURA 13).

Em alguns tumores destacamos a presenca de figuras de mitoses e hipercromatismo

nuclear (FIGURA 14).

O estroma de tecido conjuntivo de um modo geral apresentou-se densamente
organizado na maioria dos casos analisados, com feixes de fibras colagenas de espessura
variando de fibras finas e delicadas a fibras espessas grosseiras, de disposi¢do
predominantemente aleatoria e quantidade moderada de vasos sanguineos os quais se
apresentavam com calibres variados mas em sua maioria exibiam pequenos calibres estando

por vezes congestos (FIGURA 15).
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FIGURA 04 — Germe dental deciduo em fase de campanula
inicial (H.E. 200x)

. FIGURA 06 — Germe dental deciduo em
final ou coroa (H.E. 100x)
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FIGURA 05 — Diferenciagdo das células do epitélio interno
do 6rgdo do esmalte e células ectomesenquimais periféricas

FIGURA 07 — Ameloblastoma unicistico caracterizado pr

uma  cavidade cistica  revestida por  epitélio
ameloblactomatoco (HE 100x%)
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FIGURA 08 Amloblstoa solido leioe FIGURA 09 — Ameloblastoma solido exibindo proliferagdo

caracterizado pela proliferacdo de células epiteliais em de células epiteliais em ilhas caracterizando o tipo folicular
corddes anastomosados (H.E. 200x) (H.E. 100x)

FIGURA 10 — Metaplasia escamosa com deposicio central FIGURA 11 - C¢lulas granulares com citoplasma

de ceratina numa ilha epitelial neoplasica (H.E. 400x) abundante de aspecto finamente granular e nucleo pequeno
1 fart A00




FIGURA 13 — Presenga de microcistos em regido central
das ilhas epiteliais do ameloblastoma (H.E. 400x)
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5.3 ANALISE DO PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO

Quando analisados os germes dentais humanos quanto a expressdo da claudina-1, a
positividade visualizada no reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte foi homogénea, de forma
que em todos os casos observou-se marcacdo membranar e citoplasmatica e a marcacdo
nuclear ndo foi vista em trés casos, sendo dois em fase de coroa ¢ um em campanula. No
epitélio interno, a maioria dos casos (n=4) ndo mostrou reagdo positiva, € nos 3 casos
restantes a marcacao foi predominantemente citoplasmatica e nuclear, estando dois em fase de
campanula e um em fase de coroa. No estrato intermediario observou-se imunomarcac¢ao
membranar em todos os germes em fase de campanula (n=3), com expressdo citoplasmatica
em dois destes. Na fase de coroa metade dos casos (n=2) exibiu marcagdo citoplasmatica e
membranar nas células do estrato intermediario e a outra metade foi negativa para esta
claudina. Em nenhuma das fases da odontogénese as células ectomesenquimais foram
positivas para esta claudina e em apenas um caso (fase coroa) as células do epitélio externo

foram marcadas na membrana e no citoplama (FIGURAS 16 e 17).

A expressd@o da claudina-7, quando comparada a da claudina-1, se mostrou mais
intensa, sendo positiva em todos os casos com variacdo apenas quanto a localizagdo da
marcagdo em cada germe. Nas células do reticulo estrelado, em todos os casos, independente
da fase da odontogénese, observou-se imunoexpressdo membranar, citoplasmatica e nuclear
das células frouxamente organizadas. No epitélio interno, a marcacdo foi positiva
predominantemente na membrana citoplasmatica (85,71%) e tanto a marcagdo citoplasmatica
como a nuclear foram identificadas em dois germes em fase de campanula inicial e em um na
fase de coroa. Em um germe na fase de coroa a expressao no epitélio interno foi negativa para
a claudina-7. No epitélio externo do 6rgdo do esmalte, todos os casos (n=7, 100%) exibiram
expressdo positiva localizada na membrana citoplasmatica das células epiteliais, independente
da fase de diferenciacdo; a expressao citoplasmatica foi observada em dois casos da fase de
campanula inicial e nos 4 germes em fase de coroa. Dois casos em fase de campanula inicial e
um em fase de coroa foram positivos no nucleo das células do epitélio externo. No estrato
intermediario, em todos os germes em fase de campanula inicial e na metade dos germes em
fase de coroa observou-se positividade na membrana das células epiteliais. Marcacao
citoplasmatica e nuclear nas células do estrato intermedidrio foi vista em dois germes em fase

de campénula inicial e em apenas um na fase de coroa. As células ectomesenquimais exibiram
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positividade na membrana celular de todos os germes em fase de campanula analisados,
expressdo citoplasmatica e nuclear foi vista em 2 germes nesta fase considerada. Na fase de
coroa apenas um germe foi positivo ao nivel de membrana e citoplasma, sendo os demais

casos (n=3) negativos nas células ectomesenquimais (FIGURAS 18 e 19).

Quando agrupamos todos os casos de ameloblastomas observamos que a claudina-1,
foi positiva nas células centrais de 93,1% (n=27) casos ¢ nas células periféricas de 51,7%
(n=15). A claudina-7 esteve expressa nas células centrais de todos os casos e nas células
periféricas de 89,7% (n=26) dos ameloblastomas estudados. Nos casos em que a
imunoexpressdo das claudinas -1 e -7 estava presente, constatamos que a distribuicdo dessa
expressdo foi predominantemente difusa, tanto nas células centrais como nas células
periféricas com valores percentuais de 52,9% para a claudina-1 nas células centrais e 63,6%
dos casos nas células periféricas. A claudina-7 foi observada num padrdo difuso em 88,9%

dos casos nas células centrais e em 84,8% nas células periféricas.

A expressao da claudina-1 na membrana das células centrais foi verificada em 89,7%
(n=26) dos casos, a expressao citoplasmatica em 69,0% (n=20) e a expressao nuclear ndo foi
identificada neste tipo celular em nenhum ameloblastoma avaliado. Considerando a expressao
desta claudina nas células periféricas constatamos a expressdo membranar em 48,3% (n=14)
dos casos, citoplasmatica em 37,9% (n=11) e expressdo nuclear para a claudina supracitada

ndo foi identificada em neste tipo celular.

A imunomarcacdo para a claudina-7 nas células centrais dos ameloblastomas foi
visualizada na membrana celular em 96,6% (n=28) dos ameloblastomas, no citoplasma em
todos os casos e no nucleo de 27,6% (n=8) dos casos. Nas células periféricas esta claudina foi
exibiu positividade na membrana celular de 41,4% (n=12) dos casos, no citoplasma de 79,3%

(n=23) e no nucleo em 17,2% (n=5) dos ameloblastomas.

A expressdo da claudina-1 em ameloblastomas unicisticos quando consideradas as
células luminais exibiu padrdo de expressdo regional ou difuso, em propor¢des semelhantes,
sendo negativa em apenas um caso. Nas células basais a distribuicdo da expressao foi bastante
variavel estando ausente em um caso, focal em um caso, regional (FIGURA 20) também em
um caso e difusa em dois casos. A positividade para esta claudina foi observada a nivel
membranar e citoplasmatico, ndo sendo observado em nenhum dos casos positividade nuclear

(TABELA 01).
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TABELA 01 — Numero de casos de Ameloblastomas Unicisticos ordenados de acordo com a distribui¢do da
expressdo da claudina-1 nas células basais e luminais e a localizacdo dessa expressdao considerando membrana,
citoplasma e nucleo. Natal/RN — 2008.

N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-1 Claudina-1 Claudina-1
Unicistico células luminais Membrana Citoplasma Nucleo
1 Ausente - - -
1 Regional - + -
1 Regional + + -
2 Difusa + + -
N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-1 Claudina-1 Claudina-1
Unicistico células basais Membrana Citoplasma Nucleo
1 Ausente - - -
1 Focal + - -
1 Regional - + -
2 Difusa + + -

Distribui¢do Difusa (>50% céls positivas); Distribui¢do Regional (10-50% céls positivas); Distribuigdo focal (<10% céls
positivas); Distribui¢do ausente (nenhuma cél positiva); (+) Imunoexpressao positiva; (-) Imunoexpressao negativa

Quando analisada a imunomarcagdo da claudina-7 em ameloblastomas unicisticos
observou-se que ndo houve variacdo quanto ao padrao de distribui¢do o qual foi difuso em
todos os casos tanto para as células basais como luminais (FIGURA 21). Quanto a
localizag@o, esta expressdo foi principalmente observada na membrana e citoplasma tanto das
células basais como nas células epiteliais luminais com positividade nuclear observada em

apenas um caso tanto para as células luminais (TABELA 02).

TABELA 02 — Numero de casos de Ameloblastomas Unicisticos ordenados de acordo com a distribui¢do da
expressao da claudina-7 nas células basais e luminais e a localizagdo dessa expressdo considerando membrana,
citoplasma e nticleo. Natal/RN — 2008.

N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-7 Claudina-7 Claudina-7
Unicistico células luminais Membrana Citoplasma Nucleo
3 Difusa + + -
1 Difusa + + +
1 Difusa - + -
N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-7 Claudina-7 Claudina-7
Unicistico células basais Membrana Citoplasma Nucleo
3 Difusa - + -
2 Difusa + + -

Distribuicdo Difusa (>50% céls positivas); Distribuicdo Regional (10-50% céls positivas); (+) Imunoexpressdo positiva;
(-) Imunoexpressao negativa

Nos ameloblastomas solidos foliculares quando considerada a expressdo para a
claudina-1 nas células periféricas ndo foi constatada a imunomarcacdo em nenhum dos casos
(FIGURA 22). As células centrais exibiram positividade na maioria dos casos (n=4) focal e

em um espécime regional. Para todas as células centrais positivas a expressao foi identificada
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a nivel membranar, citoplasmatico em 2 casos, ndo sendo visto em nenhum dos casos

expressdo nuclear para estas células (TABELA 03).

TABELA 03 — Numero de casos de Ameloblastomas Solidos Foliculares, ordenados de acordo com a
distribuicdo da expressdo da claudina-1 nas células centrais e periféricas e a localizagdo dessa expressdo
considerando membrana, citoplasma e niicleo. Natal/RN — 2008.

N° casos Ameloblastoma Distribuicdo da expressao das Claudina-1 Claudina-1 Claudina-1
Folicular células periféricas Membrana Citoplasma Nucleo
5 Ausente - - -
N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-1 Claudina-1 Claudina-1
Folicular células centrais Membrana Citoplasma Nucleo
1 Focal + + +
3 Focal + - -
1 Regional + + -

Distribui¢do Difusa (>50% céls positivas); Distribuicdo Regional (10-50% céls positivas); Distribuigdo focal (<10% céls
positivas); Distribuicdo ausente (nenhuma cél positiva); (+) Imunoexpressio positiva; (-) Imunoexpressdo negativa

A imunopositividade da claudina-7 nos casos de ameloblastomas sélidos foliculares
foi difusa na maioria dos casos analisados, com marca¢do predominantemente citoplasmatica
tanto das células centrais como das periféricas (FIGURA 23). Expressdo regional foi vista em
um caso tanto para as células centrais como periféricas e quando consideradas as células

periféricas, em um caso nao houve expressdo para a claudina-7 (TABELA 04).

TABELA 04 — Numero de casos de Ameloblastomas Solidos Foliculares, ordenados de acordo com a
distribuicdo da expressdo da claudina-7 nas células centrais e periféricas e a localizagdo dessa expressdo
considerando membrana, citoplasma e nticleo. Natal/RN — 2008.

N° casos Ameloblastoma Distribuicdo da expressao das Claudina-7 Claudina-7 Claudina-7
Folicular células centrais Membrana Citoplasma Nucleo
1 Regional + + -
2 Difusa + + +
2 Difusa + + -
N° casos Ameloblastoma Distribuigdo da expressao das Claudina-7 Claudina-7 Claudina-7
Folicular células periféricas Membrana Citoplasma Nucleo
1 Ausente - - -
1 Regional - + -
1 Difuso - + +
1 Difuso + - -
1 Difuso + + -

Distribui¢do Difusa (>50% céls positivas); Distribuigdo Regional (10-50% céls positivas); Distribuicdo focal (<10% céls
positivas); Distribuicdo ausente (nenhuma cél positiva); (+) Imunoexpressio positiva; (-) Imunoexpressdo negativa

Nos ameloblastomas solidos plexiformes a expressdo da claudina-1 nas células
centrais foi regional ou difusa na maioria dos casos, em trés foi focal e em um caso a
expressdo da claudina-1 nas células centrais ndo foi visualizada. A claudina-1 exibiu

expressdo predominantemente membranar e citoplasmatica para as células centrais. As células
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epiteliais periféricas foram em grande parte dos casos negativa ou exibiram expressao focal
para a claudina-1. Assim como para as células centrais, quando houve imunoexpressdo esta
nas nas c¢lulas periféricas foi predominantemente membranar e citoplasmatica, como descrito

na tabela 05 e ilustrado na figura 24.

TABELA 05 — Numero de casos de Ameloblastomas Soélidos Plexiformes, ordenados de acordo com a
distribuicdo da expressdo da claudina-1 nas células centrais e periféricas e a localizagdo dessa expressdo
considerando membrana, citoplasma e niicleo. Natal/RN — 2008.

N° casos Ameloblastoma Distribui¢cao da expressao das Claudina-1 Claudina-1 Claudina-1
Plexiforme células centrais Membrana Citoplasma Nucleo
1 Ausente - - -
3 Focal + - -
3 Regional + - -
3 Regional + + -
8 Difusa + + -
N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-1 Claudina-1 Claudina-1
Plexiforme células periféricas Membrana Citoplasma Nucleo
8 Ausente - - -
2 Focal + - -
2 Focal + + -
1 Regional + - -
5 Difusa + + -

Distribui¢do Difusa (>50% céls positivas); Distribuicdo Regional (10-50% céls positivas); Distribuigdo focal (<10% céls
positivas); Distribui¢do ausente (nenhuma cél positiva); (+) Imunoexpressao positiva; (-) Imunoexpressao negativa

A expressao da claudina-7 nos ameloblastomas plexiformes foi predominantemente
difusa (76,5%, n=13) com valores aproximados para as células centrais e periféricas
(FIGURA 25). Nas células centrais os casos restantes dividiram-se da seguinte forma: dois
com expressdo regional e um com expressdo focal. Nestas células centrais observamos
positividade membranar ¢ citoplasmatica em todos os casos com expressdo nuclear
visualizada em apenas 5. Para as células periféricas observamos que dentre os casos que ndo
exibiram expressdo difusa estavam agrupados da seguinte forma: 1 caso onde ndo houve
expressdo da claudina-7, 1 com expressdo focal, 3 com expressdo regional nestas células. A
positividade ao nivel de membrana e citoplasma foi predominante sendo em 5 casos

identificada também positividade nuclear (TABELA 06).
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TABELA 06 — Numero de casos de Ameloblastomas Soélidos Plexiformes, ordenados de acordo com a
distribuicdo da expressdo da claudina-7 nas células centrais e periféricas e a localizagdo dessa expressio
considerando membrana, citoplasma e niicleo. Natal/RN — 2008.

N° casos Ameloblastoma Distribuicao da expressao das Claudina-7 Claudina-7 Claudina-7
Plexiforme células centrais Membrana Citoplasma Nucleo
1 Focal + + -
2 Regional + + -
10 Difusa + + -
5 Difusa + + +
N° casos Ameloblastoma Distribuicdo da expressao das Claudina-7 Claudina-7 Claudina-7
Plexiforme células periféricas Membrana Citoplasma Nucleo
2 Ausente - - -
1 Focal + - -
2 Regional + + -
1 Regional + - -
2 Difusa + + +
3 Difusa - + +
4 Difusa - + -
3 Difusa + + -

Distribui¢do Difusa (>50% céls positivas); Distribuicdo Regional (10-50% céls positivas); Distribuigdo focal (<10% céls
positivas); Distribui¢do ausente (nenhuma cél positiva); (+) Imunoexpressao positiva; (-) Imunoexpressao negativa

O ameloblastoma com padrdo histologico descrito como placas solidas apresentou
uma expressao imuno-histoquimica homogénea para as claudinas -1 e -7 e uniforme quando
comparadas as células centrais com as células periféricas. A expressdo foi difusa com células
imunocoradas predominantemente na membrana citoplasmatica para ambas as claudinas. A
expressdo no citoplasma foi ocasional para a claudina-1 enquanto para a claudina-7 foi

visualizada em praticamente toda a extensdo do espécime (FIGURAS 26 ¢ 27).

Nas células que exibiam metaplasia escamosa a expressdo para ambas as claudinas
utilizadas no presente estudo foi muito mais significativa, em termos de intensidade de
marcagdo, quando comparada com as células centrais e periféricas que ndo exibiam esta
caracteristica. Tais células escamosas exibiram positividade membranar e citoplasmatica com
marcacdo nuclear variavel (FIGURAS 28 e 29). Assim como as células escamosas, as células
com morfologia basaléide também exibiram expressiva positividade membranar e
citoplasmatica, mas ressalta-se que a maioria destas células também exibiu positividade
nuclear (FIGURA 30). As células granulares presentes num dos casos de ameloblastoma
avaliado exibiram positividade significativa tanto na membrana como no citoplasma, nio

sendo observada marcac¢do nuclear neste tipo celular (FIGURA 31).



FIGURA 16 — Imuno-expressdo da claudina-1 no citoplasma e = FIGURA 17 — Imuno-expressdo da claudina-7 no citoplasma e

membrana do estrato intermediario e reticulo estrelado do 6rgdo do  membrana do estrato intermediario, reticulo estrelado do 6rgdo do
esmalte (fase de capuz) (200x) esmalte, células ectomesenquimais (fase de capuz) (200x)

FIGURA 18 — Imunoexpressdo da claudina-1 na membrana ¢ = FIGURA 19 - Imuno-expressio da claudina-7 nos pré-
citoplasma das células do reticulo estrelado e estrato intermediario  odontoblastos e ameloblastos, estrato intermediario,
do orgdo do esmalte (fase de coroa) (400x) ectomesénquima e reticulo estrelado, onde se observa expressido
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FIGURA 20 — Imuno-expressdo difusa da claudina-1 na FIGURA 21 — Imuno-expressdo difusa da claudina-7 no

membrana e citoplasma das células basais e luminais do citoplasma ¢ membrana das c¢lulas luminais ¢ basais do
ameloblastoma unicistico (400x)
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FIGURA 23 — Imuno-expressdo difusa da claudina-7 na

membrana e citoplasma das células centrais do membrana e citoplasma das células centrais e periféricas do
amelaohlactama falictilar (400w amelobhlactoma folictuilar (400x)




FIGURA 24 - Imunoexpressdo da claudina-l no FIGURA 25 — Imuno-expressio difusa da claudina-7 na

citoplasma e membrana das células centrais e periféricas o membrana, citoplasma e nucleo das células centrais e
ameloblastoma plexiforme (400x) periféricas do ameloblastoma plexiforme (400x)

FIGURA 26 — Imunoexpressdo difusa da claudina-1 na FIGURA 27 — Imuno-expressdo difusa da claudina-7 no
membrana das células centrais e periféricas do citoplasma das células centrais e periféricas do
Alido (400 amelobhla AT




FIGURA 28 — Imunoexpressdo da claudina-1 na membrana FIGURA 29 Imuno-expressdo da claudina-7 na

das células centrais que exibem metaplasia escamosa membrana, citoplasma e ocasionalmente no nucleo das
(400x) células escamosas (400x)

FIGURA 30 - Imunoexpressdo da claudina-7 na  FIGURA 31 — Imunoexpressdo da claudina-7 na membrana
membrana, citoplasma e nucleo das células basaldides e citoplasma das células neoplasicas granulares (400x)
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8.3 RESULTADOS ESTATISTICOS

Inicialmente procedemos a andlise da associacdo entre a presenga/auséncia e
distribuicdo das claudinas -1 e -7 entre os tipos de ameloblastomas: s6lido e unicistico. O
teste exato de Fisher ndo mostrou nenhuma associagdo entre estas varidveis, € por esta razao,
como a expressao das claudinas ndo exibiu caracteristicas que diferenciassem estatisticamente
os tipos de ameloblastomas, as andlises subseqiientes foram feitas unindo os casos de
ameloblastomas solidos com os unicisticos € apenas considerando o tipo celular, se central
(luminal) ou periférica (basal).

Quando comparamos a presenca/auséncia da imunomarcagdo para as claudinas-1 e -7
entre as células centrais e periféricas, ndo foi possivel observar associacdo entre estas
variaveis, demonstrando que a expressao nas células centrais para as claudinas avaliadas no
presente estudo foi um evento independente da expressdo destas mesmas claudina para as

células periféricas.

O padrio de expressdo das claudinas também foi avaliado em relagéo a localizagdo da
célula (central ou periférica). Inicialmente o padrdo da expressdo foi classificado como
ausente, focal, regional ou difuso, entretanto, para a analise estatistica estas variaveis foram
recategorizadas. Como apenas seriam incluidos os casos em que expressdo esta presente,
invalidamos o escore ausente e posteriormente agrupamos as classificacdes focal e regional
para comparar com a expressao difusa, pois o teste exato de Fisher apenas pode ser usado para
comparar duas varidveis categoricas. Assim, na primeira categoria estariam incluidos os casos
com expressao positiva em até 50% das células neopldsicas e na segunda, acima de 50% de

células imunomarcadas.

Apesar de se observar uma tendéncia de semelhancga entre o padrao de expressao das
claudina-1 e -7 e o tipo celular (central e periférica), a andlise ndo constatou associacao
estatistica entre estes pardmetros, demonstrando que o padrio de expressdo pode ocorrer de
forma focal/regional ou difusa nas células centrais independentemente do padrdo exibido

pelas células periféricas.

Avaliando a localizagdo da expressdo das claudinas ainda tomando como base as
células centrais e periféricas, verificamos a associacdo entre a expressdo localizada na
membrana e citoplasma das células periféricas, considerando a expressdo para a claudina-1.

Assim, quando a expressdo da claudina-1 cé¢lulas era visualizada na membrana das células
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periféricas, normalmente estava acompanhada da expressdo citoplasmatica, como
demonstrado na tabela 07. A expressdo nuclear esteve ausente em todos os casos nas células

periféricas, ndo sendo possivel avaliar associacdo com esta variavel.

TABELA 07 — Freqiiéncia absoluta e relativa da expressao membranar da claudina -1 tomando como base as
células centrais e periféricas. Natal/RN — 2008.

Expressio da claudina-1 no citoplasma das células periféricas

Presente Ausente Total
n % N % N % p
Expressio da claudina-1 na membrana
das células centrais
Presente 10 71,4 4 28,6 14 100
<0,001
Ausente 1 6,7 14 93,3 15 100

Para a expressdo membranar, citoplasmatica e nuclear da claudina-7 nas células
centrais e periféricas o teste exato de Fisher ndo demonstrou associagdo significativa. Para a
expressao citoplasmatica das células centrais ndo foi possivel observar nenhuma associagio, o
que ja era esperado pois houve positividade citoplasmatica nas células centrais para a
claudina-7 em todos os ameloblastoma estudados.

A localizagdo da expressdo para as claudinas-1 e -7 foi avaliada também comparando
essa localizagdo com o tipo celular. A andlise estatistica relativa a claudina-1 demonstrou
associagdo entre a expressdo citoplasmatica das células centrais e periféricas como
apresentado na tabela 08. Dessa forma, a expressdo citoplasmatica e nuclear ocorreram de
forma independente entre esses dois tipos celulares, entretanto, quando a expressdo era
identificada no citoplasmatica das células centrais na maioria dos casos também estava

presente no citoplasma das células periféricas e vice-versa.

TABELA 08 — Freqiiéncia absoluta e relativa da expressdo da claudina-1 nocitoplasma das células centrais e
periféricas. Natal/RN — 2008.

Expressao da claudina-7 no citoplasma das células periféricas

Presente Ausente Total
n % N % N % p
Expressao da claudina-7 no citoplasma
das células centrais
Presente 11 55,0 9 45,0 20 100

0,005
Ausente 0 0 9 100 9 100
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Para a claudina-7 a analise estatistica demonstrou uma associagdo apenas entre a

expressdo nuclear das células centrais com a expressao nuclear das células periféricas, assim,

quando a expressdo nas células periféricas era visualizada a nivel nuclear, esta também era

observada nas células periféricas (TABELA 09). A expressio membranar e citoplasmatica

entre estes dois tipos celulares revelaram-se eventos independentes para a claudina-7.

TABELA 09 — Freqiiéncia absoluta e relativa da expressdo da claudina-1 no nucleo das células centrais e

periféricas. Natal/RN — 2008.

Expressio da claudina-7 no niucleo das células periféricas

Presente Ausente Total
n % N % n % p
Expressao da claudina-7 no nucleo das
células centrais
Presente 5 62,2 3 37,5 8 100
<0,001
Ausente 0 0 21 100 21 100

Avaliando o padrio de expressdo das claudinas entre as células centrais e periféricas

ndo se observou associagdo nem para a claudina-1 nem para a claudina-7. Assim, o padrdo de

expressdo para as claudinas estudadas revelou-se um evento independente entre esses dois

tipos celulares.
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6 DISCUSSAO

Os tumores que se originam a partir dos tecidos odontogénicos, seus derivados ou
remanescentes exibem consideravel variacdo histologica, sdo raros, mas podem representar
um significativo desafio diagnéstico e terapéutico (KRAMER et al, 1992; REGEZI,
SCIUBBA, 2000; BARNES et al, 2005). Dentre estes tumores, quando se exclui a prevaléncia
do odontoma, o ameloblastoma ¢ o mais freqiiente neoplasma odontogénico benigno e esta
caracterizado por um crescimento lento, localmente invasivo com alta taxa de recorréncia se
ndo removido adequadamente (KRAMER et al, 1992; REGEZI; SCIUBBA, 2000; NEVILLE
et al, 2004; KUMAMOTO; OOYA, 2006b), mas com virtualmente nenhuma tendéncia a
metastatizar (GARDNER et al, 2005).

O ameloblastoma atualmente classifica-se em quatro tipos clinico-patolégicos:
periférico, solido ou multicistico, unicistico e desmoplasico (GARDNER et al, 2005), sendo o
ameloblastoma sdlido e o unicistico os mais comuns. Clinica e histopatologicamente
apresentam caracteristicas que os distinguem (REGEZI; SCIUBBA, 2000; NEVILLE et al,
2004; GARDNER et al, 2005). Os aspectos clinico-patologicos apresentados pelos
ameloblastomas aqui pesquisados, de uma maneira geral apresentaram uniformidade quanto

aos dados relatados na literatura.

Quanto aos dados demograficos constatamos entre os pacientes que compunham nossa
amostra uma média de idade de 41,65 anos entre os pacientes acometidos por ameloblastomas
e utilizados nesse estudo. A média de idade entre os pacientes com ameloblastomas so6lidos
foi de 43,58 anos e entre pacientes com ameloblastoma unicistico foi 34,2 anos. De uma
maneira geral, isso demonstra uma média superior aquela descrita pela maioria dos estudos
retrospectivos atuais, nos quais normalmente se verifica uma maior freqiiéncia entre a terceira
e quarta décadas de vida (ADEBAYO et al, 2005; FERNANDES et al, 2005; OKADA et al,
2007; JING et al, 2007). Representa, no entanto, média inferior & encontrada nos relatos de
Tamme et al (2004) que evidenciaram média de 44,7 anos, entretanto, tal divergéncia poderia
ser atribuida a amostra analisada por tais autores que foi de apenas 19 casos avaliados, o que

poderia interferir nesse resultado.

Nossos resultados sdo condizentes com as descrigoes de Ledesma-Montes et al (2007)
em um estudo multicéntrico da América Latina em que constataram média de idade entre os

pacientes acometidos por ameloblastomas solidos de 41,4 anos, aproximando-se bastante dos
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resultados do presente estudo que foi de 43,8 anos. Tais autores também constataram que a
média para os ameloblastomas so6lidos foi superior aquela observada em pacientes com
ameloblastomas unicisticos. Entretanto a média entre pacientes com ameloblastomas
unicisticos foi 26,3 anos o que representa um valor inferior ao relatado no presente estudo
(34,2 anos). Tal diferenga verificada entre as médias de idades nos casos de ameloblastomas
unicisticos pode ser atribuida ao pequeno numero de casos deste tipo de neoplasia utilizado

como objeto de estudo neste trabalho.

A idade minima verificada no presente estudo foi de 13 anos e a maxima de 92 anos, o
que estd de acordo com a literatura pertinente que descreve uma ampla faixa etaria de
ocorréncia para este tumor (TAMME et al, 2004; ADEBAYO et al, 2005; FERNANDES et
al, 2005; ADEBIYI et al, 2006; BARROS et al, 2006; LEDESMA-MONTES et al, 2007,
MENDENHALL et al, 2007).

Em nosso estudo identificamos em 2 casos pacientes com idade inferior a 20 anos,
perfazendo um total de 8,69% dos ameloblastomas so6lidos. Alguns autores relatam que a
ocorréncia do ameloblastoma unicistico em pacientes da segunda década de vida ¢ comum
quando o tumor esta envolvendo elementos dentarios inclusos (NEVILLE et al, 2004),
entretanto, Gardner et al (2005) afirmam que isso constitui um evento raro para os casos de
ameloblastoma solido. Ledesma-Montes et al (2007) confirmaram tais relatos ao verificarem
que dos 55 casos de ameloblastomas solidos avaliados nenhum ocorreu em pacientes com

1dade inferior a 20 anos.

Resultados similares aos nossos foram descritos por Tamme et al (2004) apds analise
retrospectiva de 13 casos de ameloblastomas solidos, onde evidenciaram que um dos casos
(7,7%) desenvolveu-se em paciente com idade inferior a 20 anos. Valores percentuais
proximos a estes também foram constatados por Buchner et al (2006) quando analisaram
retrospectivamente 29 casos de ameloblastomas solidos e constataram que 2 (6,89%) destes

casos se apresentaram em pacientes abaixo de 20 anos.

Proporgdes de casos discretamente elevadas para esta faixa etaria foram observadas
por Adebayo et al (2005). Tais autores relataram que 36 (15,45%) dos 233 casos de
ameloblastomas s6lidos ocorreram na faixa etaria considerada (abaixo de 20 anos). Okada et
al (2007) descreveram taxa ainda maior correspondendo a 19,74% com idade abaixo de 20

anos nos 157 pacientes.
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Apesar de variacdo consideravel em estudos anteriormente citados, diante da
quantidade de casos publicados na literatura corrente, podemos discorrer opinido contraria a
respeito da raridade da ocorréncia de ameloblastomas solidos em pacientes com idade inferior
a 20 anos. Acreditamos que o evento pode ser considerado menos freqiiente nessa faixa etaria

€ nao raro.

Considerando o sexo dos pacientes que desenvolvem o ameloblastoma, pode-se
observar acometimento tanto de pacientes do sexo feminino quanto do sexo masculino em
iguais propor¢des (GARDNER et al, 2005). Contudo, algumas pesquisas retrospectivas
demonstram maior prevaléncia em pacientes do sexo masculino. Os valores proporcionais
encontrados na literatura variaram de discretamente mais elevado para os homens numa taxa
de 1,1 homem para cada mulher acometida, até uma propor¢ao em que se observou o dobro
de homens acometidos em relacdo a mulheres que apresentaram ameloblastoma (TAMME et
al, 2004; BUCHNER et al, 2006; JING et al, 2007, MENDENHALL et al, 2007), o que esta

em concordancia com os nossos resultados que foram de 1,7 homem para cada mulher.

Entretanto isto ndo constitui um dado unanime, pois também sdo relatados estudos em
que pacientes do sexo feminino sdo acometidos numa mesma propor¢do que os do sexo
masculino, como descrito por Okada et al (2007) ou mesmo em uma propor¢ao maior que os
do sexo masculino, podendo chegar até 1,7 mulheres acometidas para cada homem
(FERNANDES et al, 2005; GHANDI et al, 2005; MIGALDI et al, 2006; GUERRISI et al,
2007; LEDESMA-MONTES et al, 2007). Essa divergéncia de dados parece-nos um forte
indicativo para suportar a afirmacdo de que ambos os sexos podem ser acometidos em igual

propor¢ao.

Ao considerarmos a raca dos pacientes constatamos que a maioria era da raca branca
(n=14, 42%). Os estudos retrospectivos consultados ndo fazem referéncia quanto a este dado,
por isso, quaisquer comparacdes foram impossibilitadas. Alguns autores referem que
diferengas geograficas revelam maior prevaléncia em paises africanos e asiaticos em relacdo
aos paises da América, sugerindo que diferencas raciais e geograficas seriam verdadeiras e a
raca negra mais frequentemente acometida (NEVILLE et al, 2004; GARDNER et al, 2005;
OKADA et al, 2007).

Com relagdo ao sitio anatdmico, ¢ patente que a maioria dos casos (aproximadamente
80%) ocorre na mandibula, principalmente na regido posterior do corpo, préximo ao angulo
mandibular (SAPP et al, 2003; NEVILLE et al, 2004; BUCHNER et al, 2006; MIGALDI et
al, 2006; GUERRISI et al, 2007; MENDENHALL et al, 2007). O presente estudo comunga
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com esta assertiva, no entanto, verificar esta ocorréncia com uma propor¢do mais elevada de
casos (93%) na mandibula. Percentual elevado como este também foi verificado por Adebayo

et al (2005) e Adebiyi et al (2006).

Radiograficamente podem ser distinguidos varios padrdes para os ameloblastomas,
entretanto, o mais comum ¢ representado por uma radioluscéncia com ou sem esclerose
marginal, com delgados septos internos determinando loculagdes ovais ou arredondadas de
dimensdes variaveis que podem determinar expansdo das corticais Osseas alveolares.
Ocasionalmente pode apresentar-se como uma area radiolucida unilocular associada a um
elemento dentario incluso (SAPP et al, 2003; NEVILLE et al, 2004; GARDNER et al, 2005;
LAU et al, 2006). Nos casos avaliados, observamos que a les@o foi descrita com aspecto
radiolicido em todas as fichas em que este dado estava registrado. Em 65,5% da amostra, os
cirurgide dentistas referiram que a imagem radiografica era sugestiva de ameloblastoma. Em
14% dos casos a primeira hipotese levantada foi de cisto dentigero e este numero elevado
acreditamos ser resultado de uma possivel associacdo do ameloblastoma com a coroa de um
elemento dentdrio incluso, sendo nesses casos, importante diagnostico diferencial

radiografico.

Apo6s analise da apresentacdo histomorfologica, os ameloblastomas revelaram-se
predominantemente sob a forma sodlida/multicistica, seguido do tipo unicistico. Os
ameloblastomas s6lidos, por sua vez, apresentaram-se em sua maioria sob aspecto plexiforme
(73,91%), seguido do tipo folicular (21,73%). Em apenas um caso faltaram-nos aspectos
morfoldgicos que justificassem a classificacdo em um dos dois tipos morfologicos acima
citados, de forma que a constitui¢do neoplasica em placas sélidas com arranjo peculiar nos
conduziu a limitar sua classificagdo em ameloblastoma tipo sélido sem especificar o padrao

histologico caracteristico.

E patente na literatura que a prevaléncia de ameloblastomas sélidos ¢ superior a de
unicisticos. Com valores percentuais variaveis nos estudos ora consultados, verificamos que
os ameloblastomas solidos constituem maior parte dos casos com proporgdes de até 90%
(REGEZI; SCIUBBA, 2000; SAPP et al, 2003; NEVILLE et al, 2004; TAMME et al, 2004,
GARDNER et al, 2005; BUCCHNER et al, 2006; OKADA et al, 2007). Dentre os padroes
histologicos dos ameloblastomas solidos, apesar de se saber que os tipos histologicos podem
co-existir numa mesma lesdo, observamos que ameloblastoma com padrdo plexiforme

predominante foi o mais comum, dado este consistente com os resultados de Kim e Jam
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(2001) e discordante do estudo de Adebiyi et al (2006) que observaram maior niimero de

casos de ameloblastomas foliculares.

No presente estudo identificamos em 16 espécimes quantidades variaveis de células
que exibiam metaplasia escamosa, o0 que corrobora a alta freqiiéncia deste achado descrita na
literatura. Tais células exibiam forma predominantemente pavimentosa, citoplasma
eosinofilico, por vezes preenchido por um material de aparéncia amorfa compativel com

ceratina, contendo nucleos volumosos e hipercorados.

A despeito de constituir um achado freqiientemente observado em ameloblastomas,
mas em quantidades variaveis, a presenca de quantidade significativa de células epiteliais
neoplasicas que exibem morfologia semelhante a das células do epitélio de revestimento,
inclusive com areas de deposi¢do de ceratina, determina a denominacdo destes tumores de
ameloblastoma acantomatoso (NEVILLE et al, 2004; BARBOSA et al, 2005; OKADA et al,
2007).

Dentre os ameloblastomas s6lidos analisados no corrente estudo, identificamos em um
(3,4%) presenca abundante de células com farto citoplasma de aspecto finamente granular.
Okada et al (2007) estudando 108 casos de ameloblastomas so6lidos identificaram em apenas
dois casos a transformagdo de grupos de células epiteliais em células granulares, com
citoplasma abundante, contendo granulos eosinofilicos. Apesar de menos comumente
observada, esta variagdo quando presente em quantidade significativa da massa tumoral, pode
levar o tumor a ser denominado ameloblastoma de células granulares (SAPP et al, 2003;

NEVILLE et al, 2004; GARDNER et al, 2005).

Em nossa amostra tivemos a oportunidade de verificar um espécime (3,4%) de
ameloblastoma s6lido que exibiam células centrais das ilhas epiteliais com morfologia
basaldide, num aspecto monotono. As células periféricas destas ilhas apresentavam-se cubicas
e ndo cilindricas. De acordo com Neville et al (2004) esta ¢ uma apresentacao
histomorfologica menos comum e de maneira analoga, quando a quantidade de células com
este aspecto ¢é elevada, a lesdo pode ser denominada ameloblastoma basaldide (LOPES et al,

2005; GARDNER et al, 2005; OKADA et al, 2007).

O estudo ora realizado identificou a presenca de formacdes cisticas em 14 espécimes
de ameloblastomas so6lidos tipo plexiforme ¢ 5 em ameloblastomas foliculares. Gardner et al
(2005) descrevem que tais formagdes cisticas sdo comumente verificadas na regido central das

ilhas epiteliais dos ameloblastomas foliculares. No tipo plexiforme, apesar de incomum, estas
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cavidades podem estar presentes, normalmente em niimero reduzido. Podem exibir grandes
alteracdes de tamanho, variando desde pequenos microcisticos a grandes cistos passiveis de

visualiza¢do macroscopica (NEVILLE et al, 2004).

O estroma de tecido conjuntivo fibrovascular da maioria dos ameloblastomas
avaliados na presente pesquisa exibia fibras colagenas densamente organizadas e
vascularizag@o variando de escassa a moderada, com vasos sanguineos de calibres variando de
pequeno a moderado, por vezes exibindo lumens preenchidos por hemacias ou material
eosinofilico compativel com plasma. Tais achados estdo em conformidade com a literatura
consultada onde verificamos que o estroma conjuntivo pode apresentar densidade variavel,
desde um estroma densamente colagenizado, com intensa deposicao de fibras colagenas a um
tecido conjuntivo frouxamante organizado, com delicadas e alongadas fibras colagenas além
de moderada vascularizagdo. E comum ainda verificar-se a presenca de cavidade cisticas no
estroma, muitas vezes associada a um processo degenerativo (NEVILLE et al, 2004;

GARDNER et al, 2005; LOPES et al, 2005).

Kumamoto e Ooya (2006a) na tentativa de elucidar os mecanismos da tumorigénese
em ameloblastomas, identificaram alteragdes genéticas e moleculares nas células epiteliais
neoplésicas que poderiam contribuir para o desenvolvimento da lesdo, entretanto, o
mecanismo exato da patogé€nese, citodiferenciacdo e progressao tumoral ainda permanecem

desconhecidos.

Os eventos morfogenéticos que se processam durante a formacdo dos ameloblastomas,
a semelhanga do que ocorre durante a odontogénese, envolvem uma sériec de interagdes
celulares coordenadas onde estdo envolvidas moléculas de sinalizacdo e acredita-se que as
jungdes intercelulares também desempenhem papel relevante (MATIZONKAS et al, 2001;
JOAO, ARANA-CHAVEZ, 2003; BELLO et al, 2007).

A possibilidade de algumas moléculas de adesdo que constituem ou que participam
das jungdes intercelulares influenciarem a tumorigénese, diferenciacdo celular e progressao
tumoral em ameloblastomas (SWISSHELM et al, 2005; BELLO et al, 2007) aliado a escassez
de estudos direcionados a pesquisa das juncdes tipo tight em ameloblastomas, motivaram-nos
a avaliar a expressdo das claudinas -1 e -7 nas células centrais e periféricas de espécimes de
ameloblastomas bem como nas células que compdem os germes dentais humanos, na tentativa
de contribuir para o conhecimento do papel dessas moléculas nos fendmenos que se

processam tanto na odontogénese como nas neoplasias odontogénicas estudadas.
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As claudinas constituem uma familia de proteinas (em torno de 24) que contém peso
molecular aproximado de 23KDa e compdem as jungdes intercelulares do tipo tight junto as
ocludinas e as proteinas de adesdo juncional. Sua expressdo obedece a um padrdo tecido
especifico com proporcao variavel entre os distintos tipos celulares. A unido entre claudinas
de uma célula com as da célula adjacente, num padriao de polimerizacdo que pode ser homo
ou heterotipico, serd responsavel por controlar o espaco intercelular apical, influenciando a
permeabilidade tecidual, polaridade celular e manutencdo da homeostase do organismo

(MORIN 2005; FURUSE, TSUKITA, 2006).

Como relatado por Fausser et al (1998), a importancia das jungdes especializadas e das
moléculas de ades@o celular durante a morfogénese dental foi inicialmente reportada com a
demonstragdo de que ocorrem modificagcdes no padrio de expressio das moléculas das
juncdes adherens, desmossomos e hemidesmossomos em germes dentais durante a

morfogénese.

Jodo e Arana-Chavez (2003) também estudaram as jungdes especializadas e
verificaram a participagdo das jungdes tipo tight e tipo gap durante a morfogénese dental
através da expressdo da ZO-1 e conexina-43 respectivamente. Tais moléculas estavam
presentes desde as fase iniciais até as fases finais de diferenciacdo dos ameloblastos e
odontoblastos em germes dentais de roedores. Além disso, aumento na expressdo foi
verificado de acordo com a evolugdo da diferenciacdo, observada desde o apice das futuras

cuspides até a alga cervical.

Em todas as fases da odontogénese analisadas no presente estudo verificamos
expressdo das claudinas -1 e -7, com alteracdes no que tange ao tipo de célula e aos
compartimentos celulares imunomarcados. A analise da imunoexpressdo para as claudinas nas
células do reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte foi feita considerando a expressdo no
compartimento citoplasmatico e ndo na membrana quando da identificacdo de expressdo

nestas células, devido a peculiaridades morfologicas apresentadas por este tipo celular.

A claudina-1 durante a morfogénese dental mostrou positividade nas células do
reticulo estrelado nos estagios de desenvolvimento analisados e a expressdo foi tipicamente
citoplasmatica. A positividade no nucleo foi vista distribuida de forma focal neste epitélio em
praticamente todos os casos. No estrato intermediario do 6rgao do esmalte a maioria dos casos
foi positiva, com imunomarcacdo predominantemente membranar e citoplasmatica. No
epitélio interno, os pré-ameloblastos exibiram marcacdo predominantemente citoplasmatica e

nuclear, sendo a expressdo visualizada de forma homogénea na porgdo basal do citoplasma
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destas células. Quando houve a diferenciaciao para ameloblastos secretores, na fase de coroa, a
expressdo foi significativamente reduzida, sendo negativa na maioria dos germes neste
estagio. No epitélio externo, ndo identificamos expressdo para a claudina-1 na maioria dos
casos, sendo a positividade membranar e citoplasmatica visualizada em apenas um germe

dental em fase de coroa.

Nossos resultados se assemelham com a descri¢do de Osahama e Sharpe (2007) que
também identificaram expressdo para claudina-1 fraca nas fases iniciais da odontogénese e
marcagdo significativa apenas no estrato intermediario, mas adicionalmente aos nossos
achados, visualizaram expressdo no epitélio externo do o6rgdo do esmalte, como também

descrito por Bello et al (2007), nas fases em que ja se observa o inicio da citodiferenciagdo.

Diante destes achados pode-se sugerir que a perda da expressdo da claudina-1
observada na fase final de diferenciagdo dos ameloblastos pode ser indicativo da
diferenciacdo final em ameloblastos secretores. Assim, a claudina-1 exerceria influéncia no
estabelecimento da polaridade destas células, mas ndo estaria relacionada com a manutencao
desta polaridade nos ameloblastos secretores. Modificagdes na expressdo das claudinas
durante a morfogénese também foram descritas por Qi et al (2007) em culturas de células
glandulares e tais autores sugerem que as mudancas do padrdo de expressdo das claudinas sdo
essenciais para o desenvolvimento de glandulas salivares durante a organogénese dos

roedores.

Discordante dos nossos resultados descritos anteriormente, Jodo e Arana-Chavez
(2004) detectaram em germes dentais de ratos na fase de coroa, expressdo significativa da
claudina-1 na porgdo basal dos ameloblastos e na regido apical a expressdo foi fraca tanto nas
fases inicias como nas fases finais de diferenciagdo. Em ameloblastos secretores também
identificaram expressdo fraca na superficie lateral destas células. Tais diferengas poderiam ser
resultado da utilizacdo de diferentes espécies bem como diferentes técnicas para a detecgdo
das claudinas, pois no nosso estudo utilizamos a técnica imuno-histoquimica, enquanto os
autores citados realizaram imunofluorescéncia direta, entretanto, Bello et al (2007) também
em estudo imuno-histoquimico em germes dentais humanos admitiram expressiva presenca de
marcagdo em membrana e citoplasma dos ameloblastos secretores. Assim, acreditamos que
uma quantidade maior de estudos necessitam ser realizados com o intuito de esclarecer
imuno-histoquimicamente o perfil de expressdo da claudina-1 em ameloblastos, para que se

possa definir melhor a fung¢ao desta molécula.
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Em nenhum germe dental, as células ectomesenquimais da papila foram positivas para
a claudina-1 e em apenas um caso as células do epitélio externo foram marcadas na membrana
e no citoplama. Ohazama e Sharpe (2007) também ndo verificaram imunoexpressdo da
claudina-1 nas células ectomesenquimais mas no epitélio externo verificaram nimero

consideravelmente maior de germes dentais positivos.

\

Divergindo dos nossos resultados no que tange a expressio da claudina-1 nos
odontoblastos pré-secretores e secretores, Jodo e Arana-Chavez (2004), através da
imunofluorescéncia direta, descreveram positividade ainda que fraca nestas células. Nao
identificamos imunomarcacdo neste tipo celular em nenhuma das fases da odontogénese.
Fundamentados na fraca marcagdo para a claudina-1 em estudos de imunofluorescéncia,
podemos sugerir que a claudina exiba niveis extremamente baixos de expressdo, os quais
poderiam nao ser detectados pela técnica imuno-histoquimica. Bello et al (2007) também
descreveram positividade fraca ou ausente para os odontoblastos. A minima ou ausente
expressdo da claudina-1 nos odontoblastos leva-nos a acreditar que esta molécula ndo exerga
papel significativo no estabelecimento e manutencdo da polaridade dos odontoblastos em
diferenciagdo, nem durante a dentinogé€nese. Jodo e Arana-Chavez (2004) acreditam que o
papel da expressdao da claudina-1 ¢ diferente entre os odontoblastos e ameloblastos pois
descrevem que a claudina-1 interfere na amelogénese, entretanto, pela sua fraca marcagao nos

odontoblastos ndo deve influenciar na dentinogénese.

Apesar de ndo considerarmos para efeito estatistico a intensidade de marcacdo das
claudinas, quando comparamos os germes dentais humanos imunocorados para as claudinas,
pudemos constatar que a claudina-7 expressou-se de forma significativamente mais intensa
que a claudina-1 durante todas as fases da odontogénese por nds avaliadas. Os resultados
indicaram positividade em todos os casos, variando apenas o tipo celular corado em cada

germe.

Nas células do reticulo estrelado, a claudina-7 exibiu expressdo positiva durante as
fases de campénula inicial e tardia de todos os espécimes analisados a nivel membranar,
citoplasmatico e nuclear, ndo demonstrando alteracdo no padrdo da distribuicio mesmo em
estagios distintos da odontogénese corroborando as descrigdes de Bello et al (2007) em que
também observaram expressdo semelhante mesmo em estagios distintos da diferenciagdo.
Dessa forma, no germes dentais em fase de coroa apresentavam positividade semelhante
mesmo apos a diferenciacdo, visualizada da porgdo apical em dire¢do cervical. Ohazama e

Sharpe (2007) também verificaram expressdo no reticulo estrelado, entretanto, descreveram
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uma modificacdo da expressdo relacionada a evolucdo da citodiferenciacdo, pois, durante a
fase de coroa ndo detectaram expressdo da claudina-7 nestas células dentriticas frouxamente

organizadas, discordando dos nosso achados e dos de Bello et al (2007).

No estrato intermediario da maioria dos germes dentais observou-se positividade na
membrana das células epiteliais e a marcagdo citoplasmatica e nuclear em menos da metade
dos casos. No epitélio externo do 6rgdo do esmalte, praticamente todos os casos exibiram
expressdo membranar e citoplasmatica e apenas dois casos foram positivos no nucleo das
células do epitélio externo. No epitélio interno, a marcagao foi positiva predominantemente na
membrana citoplasmatica e em aproximadamente metade dos casos observou-se marcacgao
citoplasmatica e nuclear. A expressdao da claudina-7 nestes tipos celulares corrobora com os

achados descritos por Bello et al (2007) em estudo imuno-histoquimico.

Em germes dentais, o primeiro sinal de formagdo das junc¢des do tipo tight é observado
no citoplasma distal da membrana citoplasmatica dos ameloblastos indiferenciados, quando
ainda ndo inverteram a sua polaridade. Jodo e Arana-Chavez (2003) verificaram que de
acordo com a evolug@o da diferenciacdo celular ocorre um aumento da imunoexpressdao da
Z0-1 e conexina no citoplasma dos ameloblastos secretores, que ja inverteram a polaridade
nuclear. Tais resultados podem conduzir ao pensamento que as jungdes do tipo tight além de
participarem da manutencdo da barreira celular, atuam na formag¢do e manutencdo da

polaridade celular dos ameloblastos no 6rgao do esmalte.

As células ectomesenquimais na fase de coroa exibiram positividade na membrana
celular e no citoplasma, sendo a expressao nuclear identificada em apenas 1 dos casos.
Quando comparamos a expressao da claudina-7 na papila e odontoblastos dos germes dentais
em fase de campanula inicial com a fase de coroa (campanula tardia) verificamos que houve
um decréscimo da expressdo da claudina-7. Na maioria dos germes dentais em fase de coroa,

ndo identificamos nestas células expressdo para a claudina-7.

As alteragdes de expressdo das claudinas -1 e -7 verificadas em fungdo da
diferenciagdo celular nos ameloblastos e odontoblastos podem ser decorrentes de
modificacdes das necessidades metabolicas das células ja que, fundamentados nos relatos de
Morin (2005) e Furuse e Tsukita (2006) as jungdes celulares tipo tight estabelecem as
caracteristicas de permeabilidade paracelular especifica tecidual para que sejam mantidas as

funcdes celulares determinando a manutencao da homeostase durante a morfogénese.
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Apesar de ainda desconhecido o papel das claudinas durante a morfogénese dental, a
presenga destas moléculas, bem como alteragdes sofridas na sua expressdo em virtude da
progressdo da citodiferenciacdo nos germes dentais leva-nos a inferir que, assim como outras
moléculas de adesdo (ZO-1, conexina, caderinas, cateninas, por exemplo) as claudinas devem
participar contribuindo para evolugdo dos eventos morfogenéticos que culminam com a
formagdo dos elementos dentarios (HEYMANN et al, 2002; JOAO, ARANA-CHAVEZ,
2003; JOAO, ARANA-CHAVEZ, 2004; BELLO et al, 2007; OHAZAMA, SHARPE, 2007).

A constatacdo da imunoexpressdo das claudinas na membrana das células epiteliais
ndo apresenta nenhuma modificacdo dos relatos da literatura, entretanto, a expressdo
citoplasmatica, por nos verificada coincidem com as descrigdes da imunoexpressdo das
claudinas em germes dentais realizadas por Bello et al (2007) que também revelam além da
positividade membranar a expressdo citoplasmatica nas células dos germes em
desenvolvimento. Também investigando a morfogénese, mas em relagdo as glandulas
salivares, Lourenco et al (2007) identificaram expressdo citoplasmatica para as células que
exibiam diferenciacdo ductal, mas declaram que o padrdo de expressdo citoplasmatico deva
ser mais profundamente investigado, podendo ser resultado da presenca de moléculas inativas

no compartimento intracitoplasmatico.

Nos nossos resultados, reconhecemos além da expressdao membranar e citoplasmatica,
a expressdo nuclear e de acordo com os relatos de Matter ¢ Balda (2007) essa expressdo
intracitoplasmatica e nuclear pode revelar associacdo entre as jungdes oclusivas e mecanismos
reguladores de traducdo. Tais autores aventam a possibilidade de participagdo nos
mecanismos reguladores da transcricdo e modificagdo da estrutura da cromatina para o

processamento do RNAm até a traducao.

Assim, somada a capacidade de manutencdo de diferentes composicdes entre as
porcdes apical e basolateral das células epiteliais e endoteliais, julga-se que a expressdo
citoplasmatica e nuclear podem indicar envolvimento das jung¢des do tipo tight na regulacdo
da proliferagdo e diferenciacdo, gracas a habilidade que elas possuem de recrutar moléculas

de sinalizagao celular (MORIN, 2005).

A participagdo da jungdes tight, com énfase para as claudinas, na tumorigénese foi
aventada particularmente devido as modificagdes na expressdo destas moléculas em diversos
tipos de céanceres. A regulacdo negativa da expressdo dos genes das claudinas em neoplasias
malignas (mama, colon) pode estar relacionada com a diminuicdo da diferenciagdo e

polaridade celular, diminui¢do da capacidade de adesdo e alteracdo das caracteristicas normais
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de nutricdo por alteracdes da permeabilidade, perfil este compativel com o das células

neoplasicas malignas (RANGEL et al, 2003; MORIN, 2005; OKU et al, 2006).

Paradoxalmente verifica-se em canceres de ovario, prostata e pancreas, por exemplo,
um aumento da expressdo de claudinas, aventando um efeito positivo destas moléculas na
tumorigénese. Outrossim, a fun¢do das claudinas € tecido especifica e pode modificar-se a
depender do exato momento do desenvolvimento celular (RANGEL et al, 2003; MORIN,
2005).

Na tentativa de contribuir para melhor compreensdo dos aspectos morfologicos no que
tange a participacdo das jungdes oclusivas nas interagdes celulares em ameloblastomas
verificamos a expressdo das claudinas nesses tumores comparando a expressdo entre as

células centrais e periféricas deste tumor.

A expressdo da claudina-1 em ameloblastomas unicisticos foi na maioria dos casos
uniforme quando consideramos a expressdo entre as células basais ¢ as células luminais.
Positividade predominantemente citoplasmatica e membranar foi identificada, ndo sendo
observada em nenhum dos casos positividade nuclear. Apesar da ndo haver discrepancias na
expressdo entre as células, quando analisamos caso a caso, o padrdo de distribuicdo da
expressdo da claudina-1 foi bastante variado, observando-se expressdo difusa, regional, focal
e por vezes ausente. A claudina-7 em ameloblastomas unicisticos ndo mostrou diferenga
quanto ao padrdo de distribui¢do, que foi difuso em todos os casos. A localizagdo dessa
expressdo foi vista predominantemente na membrana e citoplasma das células basais e

luminais, com positividade nuclear observada em apenas um caso nas células luminais.

Considerando que neste estudo observamos expressdo das claudinas -1 ¢ -7 em todas
as cé¢lulas do componente epitelial dos ameloblastomas unicisticos, mesmo com alteracdes ao
nivel de distribuicdo dessa expressdo, acreditamos que a presenca dessas claudinas esteja
possivelmente relacionada com as suas fun¢des na manutengdo da organizacdo estrutural do

revestimento epitelial, no que tange a polaridade e arranjo arquitetural das células.

Em ameloblastomas solidos plexiformes verificou-se que a expressdo da claudina-1
nas células periféricas ndo obedeceu a um padrdo de distribuicdo uniforme, ocorrendo de
forma bastante variavel sendo que houve casos com auséncia de expressdo, expressdo focal,
regional e difusa. Quanto as células centrais também observamos resultados extremos, sendo
notadas auséncia de expressdo, expressdo focal, regional e na maioria dos casos expressao

difusa. Tanto nas células centrais como nas periféricas a expressdo da claudina-1 foi
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predominantemente membranar e citoplasmatica, ndo sendo identificada expressdo nuclear

em nenhum dos ameloblastomas plexiformes.

A claudina-7 demonstrou expressdo predominantemente difusa tanto para as células
centrais como periféricas. Entretanto, também foi observada expressao focal e regional para
ambos os tipos celulares e em apenas um caso, a expressao nas células periféricas foi negativa
para esta claudina. A marca¢do na membrana e citoplasma também foram mais prevalentes,
entretanto, diferentemente do observado para a claudina-1 a expressdo nuclear foi identificada

nas células periféricas de cinco casos.

Nas células periféricas dos ameloblastomas foliculares ndo observamos
imunoexpressdo para a claudina-1. As células centrais foram em grande parte positivas, ¢ a
expressdo membranar e citoplasmatica exibia aspecto homogéneo principalmente nas areas
em que as células circundam cavidades cisticas, ndo sendo visto em nenhum dos casos
expressdo nuclear. A expressdo foi predominantemente focal, sendo que a expressdo
observada nas células frouxamente organizadas poderia ser justificada, como sugere Bello et
al (2007) como uma tentativa para a manutencao das jungodes celulares quando da formacgao
de microcistos e de acimulo de substincia fundamental. Tais resultados encontrados na
presente pesquisa corroboram em parte as descrigoes de Bello et al (2007) que também
retrataram a expressdo da claudina-1 como predominantemente difusa nas células centrais que
exibiam degeneracdo cistica, entretanto a positividade das células periféricas foi observada

pelos autores em menos de 75% das células neoplasicas.

Quando comparamos a expressdo das claudinas-7 nos ameloblastomas plexiformes,
foliculares e no so6lido com aspecto de placas solidas verificamos que para os trés tipos a
expressdo foi predominantemente difusa, com padrdo semelhante tanto nas células centrais
como nas periféricas, observando-se células imunocoradas ao nivel de membrana e
citoplasma e em poucos casos também positividade nuclear. Tais resultados imuno-
histoquimicos confluem, a excec¢do da expressdo nuclear, com os relatados por Bello et al
(2007) em ameloblastomas benignos.

A expressao fraca, ou mesmo ausente da claudina-1 e difusa da claudina-7 nas células
neoplésicas polarizadas perifericamente localizadas nos ameloblastomas a semelhanga do
observado para os ameloblastos durante a odontogénese, ¢ compativel com a semelhanca
histomorfologica verificada entre tais células. As células centrais dos ameloblastomas
assumem o aspecto morfoldgico caracteristicamente observado no reticulo estrelado do 6rgao

do esmalte e de forma analoga as células periféricas, também revelaram expressdo semelhante
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ao reticulo sendo difusa e de intensidade consideravel, com predominio da imunomarcacao

membranar e citoplasmatica para ambas as claudinas estudadas.

Ha de se considerar que conforme as descrigdes anteriores, além de achados
morfoldgicos equivalentes, estes tipos celulares apresentaram perfil de expressdo das
claudinas estudadas similares, denotando que a participagdo destas moléculas exerceria papel
durante a morfogénese, o que de acordo com Bello et al (2007) poderia ser equiparado a sua
participacdo nas interacdes reciprocas durante a tumorigénese, apesar do mecanismo exato de

participacd@o das claudinas ainda ndo estar completamente elucidado.

No presente estudo, as células neoplasicas dos ameloblastomas que exibiam
metaplasia escamosa revelaram expressao mais significativa para as claudinas -1 e -7 do que
as que nao exibiam metaplasia. A expressdo das claudinas (-1, -6, -11 e -18) nas células
escamosas do epitélio de revestimento da pele foi estudada por Troy et al (2006) que
identificaram imunoexpressdo do epitélio maduro principalmente nas camadas epiteliais
suprabasais, as quais estdo em estagio de diferenciacdo mais avancado, demonstrando que a
expressdo ¢ intensificada com a evolucdo da diferenciagdo escamosa. Entretanto tais autores
relatam que seus achados diferem de estudos anteriores em que a imunoexpressdo da
claudina-1 foi evidenciada também nas células epiteliais basais, o que estd de acordo com
nossos achados para as células basaldoides na medida em que observamos expressdo

significativa das claudinas -1 e -7 nas células neoplasicas que exibiam tal morfologia.

Cumpre-nos ressaltar que, da mesma forma que foi verificado para os germes dentais,
apesar de também ndo consideramos para efeito estatistico, a intensidade de marcacdo para a
claudina-7 foi mais significativa do que para a claudina-1 nos ameloblastomas e quando
comparados os germes dentais com os ameloblastomas, a expressdo também foi mais intensa

na neoplasia.

A importancia das claudinas na participagdo da diferenciagdo celular e principalmente
no estabelecimento da permeabilidade paracelular foi demonstrada por Lourengo et al (2007)
durante a morfogénese de glandulas salivares. Verificaram que a expressdo das claudinas em
cada segmento glandular (ductos, tubulos terminais ou &cinos) confere propriedades de
permeabilidade distintas a estas células garantindo que a composi¢do e qualidade da saliva

secretada sejam adequadas.

Desta forma, embasados nos relatos acerca da habilidade da claudina em determinar a

especificidade de permeabilidade celular, poderiamos sugerir que a difusa expressdo da
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claudina-7, que foi mais forte na neoplasia do que na odontogénese, poderia ser capaz de
modificar o influxo de nutrientes e fatores de crescimento levando a um estimulo para o
crescimento tumoral. Swissehelm (2005) consideram que alteragdes na permeabilidade celular
podem determinar estimulacdo autdcrina e pardcrina nas células epiteliais em neoplasias

mamarias malignas.

Swisshelm et al (2005) defendem ainda uma fungdo supressora de tumor para a
claudina-1, pois constataram em cultura de células malignas que quando o gene desta claudina
foi introduzido houve uma indugdo da apoptose em células de cultura. Apesar de ndo
verificarmos uma diminui¢ao da expressao das claudinas dos germes dentais humanos para os
ameloblastomas, a fraca expressdo da claudina-1 quando comparada com a claudina-7 nao
poderia ser descartada como uma possibilidade para sugerir o silenciamento genético da

claudina-1 nas células neoplasicas.

Uma outra participacdo das claudinas na tumorigénese do ameloblastoma poderia ser
resultado de modificagdes no controle do ciclo celular induzindo alta atividade proliferativa.
Os altos indices de proliferacdo celular identificados nesta neoplasia por Barboza et al (2005)
através de marcadores de proliferacio (PCNA e Ki67) e a expressdo mais significativa da
claudina-7, por n6s verificada em ameloblastomas quando comparada com os germes dentais,
sugerem que estes eventos possam estar relacionados. Tais sugestdes encontram suporte nas
descrigdes de Bello et al (2007) que também estudaram a expressdo desta claudina em
ameloblastomas e verificaram da mesma forma uma superexpressdo da claudina-7 nas

neoplasias em relagdo a odontogénese.

A explicacdo para esta relacdo decorre de que as claudinas estabelecem conexdes com
as proteinas ZO-1 e ZO-2 que tém a capacidade de ligar-se a sitios do acido nucléico e
interferir na transcricdo de moléculas importantes para o controle do ciclo celular, como a
ciclina e c-erbB-2. Assim, além da possibilidade de permitir maior influxo de fatores de
crescimento, as claudinas poderiam, ainda que indiretamente, controlar a proliferacdo celular
(BELLO et al, 2007; OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007). Esta assertiva ja foi
confirmada, por exemplo, para a expressao da claudina-6 no desenvolvimento da epiderme e
foliculos pilosos onde a sua superexpressdo culminou com uma desregulacao da diferenciacao
e aumento da proliferacdo celular (OLIVEIRA, MORGADO-DIAZ, 2007). Assim, em
ameloblastomas estudos posteriores através da utilizagdo de recursos de biologia molecular e

celular poderiam verificar tal possibilidade.
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Adicionalmente pode-se sugerir que o potencial invasivo do ameloblastoma, de certa
forma poderia também ser influenciado pela expressdo das claudinas pois, de acordo com os
relatos de Oku et al (2006), vinculado ao aumento da expressdo das claudinas, verifica-se
incremento da atividade das MMP-2 e MTI-MMP em carcinomas epidermodide orais. As
metaloproteinases da matriz degradam matriz dssea e ativam fatores mitogénicos que
favorecem a proliferagdo tumoral e em ameloblastomas a atividade proliferativa e invasiva ja
foi relacionada com a maior expressdo das MMPs -1, -2 ¢ -9 por Kumamoto et al (2003) e

Pinheiro et al (2004).

O tipo clinico-patologic do ameloblastoma, se s6lido ou unicistico, revela potencial de
invasdo distinto (NEVILLE et al, 2004; GARDNER et al, 2005). O comportamento bioldgico
mais agressivo verificado para os ameloblastomas solidos ndo parece estar relacionado com a
expressdo das claudinas analisadas, pois nossos resultados estatisticos ndo revelaram
diferenca entre a expressao das claudinas -1 e -7 entre os ameloblastomas, considerando os
tipos sélido e unicistico. A auséncia de associagdo da expressdo das claudinas com o tipo de
ameloblastoma nos conduz a acreditar que a expressdao das moléculas ora estudadas, apesar da
possibilidade de associagdo com a proliferacdo celular, como anteriormente admitida, ndo nos
parece relacionada as diferencas no comportamento bioldgico destas duas entidades.
Entretanto, acreditamos que uma quantidade maior de casos de ameloblastomas solidos e
unicisticos devam ser analisados quanto a expressdo das claudinas para estabelecimento da

relagdo entre a expressdo dessas moléculas e o comportamento bioldgico dos ameloblastomas.

A expressao das claudinas nas células periféricas dos ameloblastomas nem sempre foi
observada de forma homogénea ¢ isto pode levantar a hipotese de que alteragdes nessa
expressdo poderiam modificar a estrutura das juncdes oclusivas comprometendo sua funcao
bioldgica normal de mantutengdo de contato intercelular, podendo contribuir de certa forma,

para o potencial invasivo do ameloblastoma.

A presenca ¢ o padrdo da expressdo para as claudinas -1 e -7 na membrana e
citoplasma das células epiteliais neoplasicas centrais foram semelhantes ao observado nas
células periféricas, sendo positivos na maioria dos casos em ambas as células. A positividade
nuclear para a claudina-1 ndo foi identificada em nenhum caso nas células periféricas e em
apenas um caso das células centrais. A positividade nuclear para a claudina-7 tanto das células
centrais como periféricas ocorreu de forma independente da expressdo membranar e

citoplasmatica.
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Na tentativa de embasar nossos resultados em que verificamos além da expressdo das
claudinas na membrana, expressdo no citoplasma e nuclear, pudemos constatar também nas
descrigdes de Blackman et al (2005) a expressdo citoplasmatica para as claudinas, as quais
foram identificadas em glandulas mamarias. Tais autores descreveram que através de
imunofluorescéncia de alta magnificacdo essa imunomarcagdo esta representada por pequenas
vesiculas citoplasmdticas que parecem originar-se da membrana celular basolateral e sdo
capazes de interagir com componentes da matriz extracelular. A expressdo da claudina-7
durante morfogénese glandular mamaria de roedores demonstrou ainda que os niveis
hormonais sdo capazes de modificar a expressao da claudina-7 nas glandulas mamarias, com

superexpressdo na gestagdo e declinio apos fase de lactagéo.

A expressado citoplasmatica das claudinas -1, -8 e -12 também foi descrita por Grone et
al (2007) em estudos com carcinoma de cdlon. Tais autores descreveram que a expressao da
claudina-1 no citoplasma foi mais fraca do que a expressdo membranar nesta neoplasia em
que se verifica superexpressdo da claudina-1. Tais autores descrevem o padrdo de marcacio
com aspecto vesicular em alguns casos, assemelhando-se a descricdo citoplasmatica

observada por Blackman et al (2005) em glandulas mamarias normais.

Rangel et al (2003) descrevem como intrigante a expressdo citoplasmatica das
claudinas -3 e -4 em tumores de ovario e explicam que essa expressdo pode ser resultado da
ativacdo mitotica da via da proteina cinase ou ativagdo da proteina cinase C. Esta via merece
atencdo especial, segundo os autores, pelo seu papel na reorganizagdo das juncdes oclusivas
em células do cancer ovariano, sendo a propria ruptura das jungdes oclusivas capaz de

determinar essa localizagdo citoplasmatica das claudinas.

Tais assertivas podem suportar os resultados por nés encontrados onde a expressao
citoplasmatica foi verificada na maioria das células que circundavam os espagos cisticos que
se formavam nas ilhas epiteliais neoplasicas. Assim poderiamos sugerir que uma das fungdes
das claudinas em ameloblastomas seria participando da reorganizacao das juncdes oclusivas

nesta areas microcisticas dos ameloblastomas.

A expressdo citoplasmatica e nuclear das claudinas de acordo com Morin (2005) e
Matter e Balda (2007) poderia estar relacionada com uma possivel participacdo destas nos
mecanismos reguladores de transcricdo tais como recrutamento de proteinas sinalizadoras da
transcri¢do. Baseado nos relatos dos autores anteriormente mencionados, a expressao por nos
verificada a nivel citoplasmatico e nuclear pode sugerir que a desregulacdo na expressdo das

claudinas pode estar influenciando a proliferaciao das células neoplasicas nos ameloblastoma.
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Diante do exposto, acreditamos que as claudinas estudadas desempenhem papel
importante na morfogénese dental e que podem influenciar a tumorigénese dos
ameloblastomas, entretanto os mecanismos que determinam a expressao dessas moléculas e as

interagdes que irdo determinar a sua expressao ainda precisam ser melhor eslcarecidos.



Gonclusées
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos por meio da metodologia empregada no presente

trabalho, podemos concluir que:

- A expressdo das claudinas foi estatisticamente semelhante entre os ameloblastomas
solidos e unicisticos, demonstrando que neste estudo ndo foi possivel verificar
diferencas entre a expressdo das claudinas e o comportamento biologico dos
ameloblastomas.

- Identificamos expressdo membranar e citoplasmatica como anteriormente descrito na
literatura, mas adicionalmente constatamos expressao nuclear nas células epiteliais do
orgdo do esmalte e nas células epiteliais neopldsicas do ameloblastoma que talvez
possam sugerir participagdo destas moléculas em mecanismos reguladores da
transcri¢do nestas células.

- De uma maneira geral, os resultados deste estudo revelam uma tendéncia para
expressdao mais significativa das claudinas avaliadas nos ameloblastomas do que nos
germes dentais em desenvolvimento, o que nos leva a sugerir que a maior expressao
dessas moléculas pode influenciar de alguma forma o desenvolvimento neoplasico.

- Tanto as células normais como as neoplasicas expressaram imunomarcacao para as
claudinas -1 e -7, sugerindo participagdo destas moléculas de adesdo juncional nos
eventos morfogenéticos que culminam com a formag¢do dental e com o

desenvolvimento neoplasico dos ameloblastomas.
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APENDICE B - Ficha para coleta dos dados imuno-histoquimicos dos germes dentais em

desenvolvimento
Fase Cld-7 Epitélio Cld-7 Epitélio | Cld-7 Reticulo Cld-7 Estrato Cld-7 Células
germe externo interno estrelado intermediario ectomes.
N M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
feto Fase Cld-1 Epitélio Cld-1 Epitélio | Cld-1 Reticulo Cld-1 Estrato Cld-1 Células
germe externo interno estrelado intermedirio ectomes.
M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
Fase Cld-7 Epitélio Cld-7 Epitélio | Cld-7 Reticulo Cld-7 Estrato Cld-7 Células
germe externo interno estrelado intermedidrio ectomes.
N M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
feto Fase Cld-1 Epitélio Cld-1 Epitélio | Cld-1 Reticulo Cld-1 Estrato Cld-1 Células
germe externo interno estrelado intermediario ectomes.
M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
Fase Cld-7 Epitélio Cld-7 Epitélio | Cld-7 Reticulo Cld-7 Estrato Cld-7 Células
germe externo interno estrelado intermedirio ectomes.
N M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
feto Fase Cld-1 Epitélio Cld-1 Epitélio | Cld-1 Reticulo Cld-1 Estrato Cld-1 Células
germe externo interno estrelado intermedidrio ectomes.
M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
Fase Cld-7 Epitélio Cld-7 Epitélio | Cld-7 Reticulo Cld-7 Estrato Cld-7 Células
germe externo interno estrelado intermedidrio ectomes.
NG M C N M| C | N M C N M C N M C N
feto Fase Cld-1 Epitélio Cld-1 Epitélio | Cld-1 Reticulo Cld-1 Estrato Cld-1 Células
germe externo interno estrelado intermediario ectomes.
M C N M| C | N M C N M C N M C N
Fase Cld-7 Epitélio Cld-7 Epitélio | Cld-7 Reticulo Cld-7 Estrato Cld-7 Células
germe externo interno estrelado intermedidrio ectomes.
N M C N | M|C|N|M C N M C N M | C N
feto Fase Cld-1 Epitélio Cld-1 Epitélio | Cld-1 Reticulo Cld-1 Estrato Cld-1 Células
germe externo interno estrelado intermedidrio ectomes.
M C N M| C | N M C N M C N M C N

M = expressao membranar

C = expressao citoplasmatica

N = expressao nuclear

Cld-1 = claudina-1
Cld-7 = claudina-7
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N°
Registro

Tipo
Histologico

Localizagdo

Cld-7
Membrana

Cld-7
Citoplasma

Cld-7
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Céls
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histoldgico

Localizagdo

Cld-1
Membrana

Cld-1
Citoplasma

Cld-1
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histolégico

Localizagio

Cld-7
Membrana

Cld-7
Citoplasma

Cld-7
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histoldgico

Localizagdo

Cld-1
Membrana

Cld-1
Citoplasma

Cld-1
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histologico

Localizagdo

Cld-7
Membrana

Cld-7
Citoplasma

Cld-7
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Nutmero
Registro

Tipo
Histologico

Localizagio

Cld-1
Membrana

Cld-1
Citoplasma

Cld-1
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histologico

Localizagio

Cld-7
Membrana

Cld-7
Citoplasma

Cld-7
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histologico

Localizagdo

Cld-1
Membrana

Cld-1
Citoplasma

Cld-1
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Nutmero
Registro

Tipo
Histologico

Localizagio

Cld-7
Membrana

Cld-7
Citoplasma

Cld-7
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas

Numero
Registro

Tipo
Histologico

Localizagdo

Cld-1
Membrana

Cld-1
Citoplasma

Cld-1
Nucleo

Expressao
focal

Expressao
regional

Expressao
Difusa

Células
centrais

Células
Periféricas
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ANEXO I — Aprovagio do Projeto de Pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRN

Prot. n°

Folha de Rosto:
CAAE:

N° Processo UFRN:
Titulo:

Area de Conhecimento:
Pesquisador Responsavel:

Pesquisadores Colaboradores:

Instituigdo pesquisadora:
Periodo:

Numero de voluntarios
Finalidade
Revisao ética

MINISTERIO DE EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE — UFRN
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

PARECER 204/2007

(Final)

PARECER 174/2007

CEP-UFRN 076-07
147310 - SISNEP
0084.0.051.000-07
23077.023476/2007-13

Parecer 204/2007-CEP-UFRN

IMUNOEXPRESSAO DAS CLAUDINAS 1 E 7 EM AMELOBLASTOMAS E

GERMES DENTAIS HUMANOS
Grupo I1I-ODONTOLOGIA

DEBORAH PITTA PARAISO IGLESIAS
MARCIA CRISTINA DA COSTA MIGUES
Centro de Ciéncias da Saude, UFRN

Inicio arrolamento — 10/2007
Término arrolamento— 11/2007
20

mestrado

14 de setembro

RELATO

Considerando que as pendéncias expostas por este Comité, embora atendidas, deixou de cumprir
algumas recomendagdes, que ndo constituem impeditivos éticos para que a pesquisa seja realizada, este Comité
enquadra o protocolo de pesquisa em pauta na categoria de APROVADO COM RECOMENDAGOES.

Recomendamos ao pesquisador responsavel revisar a linha 3 de paragrafo 2 da pagina 2/3, termo de
consentimento livre e esclarecido a ser aplicado aos guardides legais das amostras provenientes da

Universidade Federal de Pernambuco, em virtude desta sentenca esta incompleta.

Orientagbes ao Pesquisador: em conformidade com a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP) através do Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa (Brasilia, 2002) e Resol. 196/96 —
CNS o pesquisador responsavel deve:

L. entregar ao sujeito da pesquisa uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), na integra, por ele assinada (Resol. 196/96 — CNS — item IV.2d);

2 desenvolver a pesquisa conforme foi delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente ap6s a analise das razdes da descontinuidade pelo CEP/UFRN (Resol. 196/96 — CNS —

item 111.32);

3t apresentar ao CEP/UFRN eventuais emendas ou extensdes ao protocolo original, com
justificativa (Manual Operacional para Comités de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia — 2002

—p.41);

4. apresentar ao CEP/UFRN relatorio parcial e final (Manual Operacional para Comités de Etica em

Pesquisa - CONEP - Brasilia — 2002 — p.65);

Os formularios para os Relatérios Parciais e Final estdo disponiveis na pagina do CEP/UFRN
(www.etica.ufrn.br).

Natal, 19 de setembro de 2007.

SA MY ARV S
Selma Maria Bezerra Jeronimo

Coordenadora
CEP-UFRN

Comité de Etica em Pesquisa, Universidade Federal do Rio Grande do Norte, CP 1666, Natal, RN, 59078-970, Brasil,

fone/fax: xx (84) 3215-3135, e-mail cepufrni

reitoria.ufrn.br, http:// www. etica.ufrn.br
n




mandibulares dos fetos humanos.

u:-: ‘ FOP

UNIVERSIDADE
DE PERNAMBUGO

FACULDADE DE
[ODONTOLOGIA DE
PERNAMBUCO

UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PERNAMBUCO
DISCIPLINA DE PATOLOGIA BUCAL
LABORATORIO DE PATOLOGIA CIRURGICA RILDEGE ACIOLI

A Dr* .. Déborah Pitta Paraiso Iglesias

Venho, por meio deste instumento, informar a concessio de oito blocos em
paraﬂrrla,iprrovenientes de fetos humanos entre a 14° e a 28° semanas de desenvolvimento
intra-uterino, para utilizagio na pesquisa intifulada:. “Imunoexpressio das claudinas 1 e 7
em ameloblastomas e germes dentais humanos”, que serd desenvolvida no Laboratorio de
Patologia Oral do Departamento de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte. Esta concessio & feita sem dnus para ambas as partes.

Ressalto que este material cedido foi uiilizado em pesquisa, no Laboratério de
Patologia Cirirgica da Faculdade de Odontologia da Universidade de Pemambuco
(FOP/UPE), previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da referida
Tnstituigdo sob o protocolo de namero CEP/UPE 084/2002.

Fago a ressalva de que este material for provemente de fetos humanos que se
encontravam arquivados no Laboratdrio da FOP/UPE sem qualquer identificagfo, ndo
sendo possivel desta forma, serem reconhecidos seus responsaveis legais para obtengio de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Camaragibe, 13 de julho de 2007

Prof. Dr. Emanuel Savio de Souza Andrade matric 6966-3
Coordenador do Laboratério de Patologia Cirirgica da FOP-UPE

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PERNAMBUCO

Avenida General Newton Cavalcanti, 1650 - Tabatinga - Camaragibe -PE - CEP: 54753-901 - Fone: (81} 3458.1088 - Fax: (81) 3458,1476
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ANEXO 1II — Consentimento do Laboratério da FOP/UPE para utilizacdo dos espécimes



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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