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RESUMO

O ameloblastoma € caracterizado por um padrao de crescimento lento, no entanto,
localmente invasivo, com propensao a recorréncia local. Na busca por mecanismos
celulares que justifiquem tal progresséao, a investigagcao do papel das células-tronco e
sua relagao com ceélulas cancerosas tem ganhado destaque na biologia tumoral, com
pesquisas relacionando sua participagdo no crescimento, na progressao e recorréncia
dos tumores. Para analisar a presenga das células-tronco a literatura aponta alguns
biomarcadores importantes, como SOX-2, NANOG e OCT4, que sao considerados
reguladores criticos de autorrenovagao e pluripoténcia embrionaria capazes de mediar
a iniciagao, proliferacédo e a diferenciagdo tumoral. Assim, o objetivo deste estudo é
analisar, utilizando imuno-histoquimica, a expressao das proteinas relacionadas com
a atividade das células-tronco no ameloblastoma. As amostras de ameloblastoma
apresentaram marcagao estatisticamente significante dos biomarcadores, quando
comparadas com cisto dentigero e foliculo dentario (p<0.001), sendo observada uma
correlacdo da area imunomarcada das proteinas OCT4 e SOX-2 nas células
neoplasicas do ameloblastoma (r=0.4544), assim como uma relagao linear positiva
entre a marcacdao de OCT4 e SOX-2 nas células neoplasicas do ameloblastoma
(r*>=0.2065). A imunomarcacéao das proteinas estudadas no ameloblastoma, indicam

o provavel papel das células-tronco na génese e progressao dessa neoplasia.

Palavras-chave: Ameloblastoma; Células-Tronco; Fatores de Transcricdo SOX;

Fatores de Transcrigdo de Octamero; Imuno-histoquimica.
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ABSTRACT

Ameloblastoma is characterized by a slow growth pattern, however, locally invasive,
with a propensity for local recurrence. In the search for cellular mechanisms that justify
such progression, the investigation of the role of stem cells and their relationship with
cancer cells has gained prominence in tumor biology, with studies relating their
participation in the growth, progression and recurrence of tumors. To analyze the
presence of stem cells, the literature points out some important biomarkers, such as
SOX-2, NANOG and OCT4, which are considered to be critical regulators of embryonic
self-renewal and pluripotency capable of mediating tumor initiation, proliferation and
differentiation. Thus, the aim of this study is to analyze, using immunohistochemistry,
the expression of proteins related to the activity of stem cells in ameloblastoma.
Ameloblastoma samples showed statistically significant marking of biomarkers when
compared with dentigerous cyst and dental follicle (p <0.001), with a correlation of the
immunostained area of OCT4 and SOX-2 proteins in ameloblastoma neoplastic cells
(r=0.4544), as well as a positive linear relationship between OCT4 and SOX-2 staining
in ameloblastoma neoplastic cells (r? = 0.2065). The immunostaining of the proteins
studied in ameloblastoma indicates the probable role of stem cells in the genesis and

progression of this neoplasm.

Keywords: Ameloblastoma; Stem Cells; SOX Transcription Factors; Octamer

Transcription Factors; Immunohistochemistry.
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1. INTRODUGAO

O ameloblastoma (AME) é tumor odontogénico de origem epitelial (Effiom et
al., 2017) e, embora classificado como um tumor benigno, & caracterizado por um
padrao de crescimento localmente invasivo e com potencial para envolvimento de
estruturas vitais quando ocorre na regiao posterior de maxila (Nastri et al., 1995;
Leibovitch et al., 2006). O tratamento de escolha é a remocado cirurgica, mas
geralmente, quando técnicas conservadoras sado aplicadas, pequenas ilhas de tumor
nao sao totalmente removidas, que posteriormente resultam em recorréncia em 60—
80% dos casos em AME solidos e multicisticos (Pogrel et al., 2009).

Nos ultimos anos, estudos identificaram alteracbes moleculares nessa lesao,
no entanto, esses achados ainda ndo esclareceram totalmente as razbes de seu
comportamento bioldgico localmente agressivo (Kumamoto et al., 2004; Henriques et
al., 2009; Gomes et al., 2010). Na busca por mecanismos celulares que justifiquem tal
progressdo, a investigacdo do papel das células-tronco (CTs) e sua relagdo com
células cancerosas (CCs) tem ganhado destaque na biologia tumoral, com pesquisas
relacionando sua participagcdo no crescimento, na angiogénese, na progressao e na
recorréncia tumoral (Reya et al., 2001; Silva et al., 2016).

Tanto as CTs como as CCs possuem a capacidade de se autorrenovarem,
porém, nas CTs isso ocorre de maneira altamente regulada, enquanto as CCs se
autorrenovam de maneira pouco controlada. Nesse sentido, os dois tipos celulares
tém capacidade organogénica, mas as CTs geram tecidos normais e as CCs geram
tecidos anormais (Pardal et al., 2003).

Um terceiro tipo celular sdo as células-tronco cancerigenas (CTCs) que
segundo a American Association for Cancer Research (AACR), sao células
encontradas no interior do tumor que se autorrenovam e geram linhagens
heterogéneas de CCs que irdo compor esse tumor. Ou seja, no microambiente
tumoral, existe uma pequena populacdo de células com capacidade de se comportar
como células-tronco (Sathi et al., 2011). Foi considerado que as CTCs podem ser
responsaveis pela recidiva e metastase do cancer. Essas caracteristicas também
estdo presentes nas CTs, sugerindo que moléculas comuns podem existir entre CTCs
e CTs (Reya et al., 2001; Dick et al., 2008).
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Para analisar a presenca das CTs a literatura aponta alguns biomarcadores
importantes, como SOX-2, NANOG e OCT4, que sao considerados reguladores
criticos de autorrenovacdo e pluripoténcia embrionaria capazes de mediar a
proliferagéo e a diferenciagao tumoral (Chambers et al., 2003; Luo et al., 2013; Ren et
al., 2016)

A proteina SOX-2 (gene 2 da HMG-box relacionado ao SRY) atua como um
importante fator de transcricdo na manutencéo da capacidade de autorrenovagao das
células-tronco (Dalerba et al., 2007). Além disso, apresenta fungdo pro-oncogénica
em tumores, como cancer de mama, de es6fago e de pulmao (Bass et al., 2009;
Wilbertz et al., 2011). Também foi relatada a alta expressao dessa proteina em
carcinoma epidermoide oral (Ren et al., 2016), assim como, no AME, onde sugere-se
que essa expressao esta ligada a permanéncia do estado progenitor do epitélio do
AME, e que o tumor pode ser originario de epitélios da lamina dental que expressam
SOX-2 (Juuri et al., 2013).

A NANOG (proteina homeodominio) é outro fator de transcricdo que
desempenha um papel central na manutencdo da pluripoténcia celular durante o
desenvolvimento embrionario, além de estar associada a proliferagao e renovacao das
células (Fan et al., 2017). A alta expressao de NANOG foi encontrada em pacientes
com cancer renal, embora nenhuma associacado tenha sido observada entre a sua
expressao e as caracteristicas clinico-patolégicas (Yu et al., 2016). Em outros tipos
de céncer, como de colorretal (Humphries et al., 2018), cervical (Gu et al., 2012) e
nasofaringeo, foi notada uma relagdo com o comportamento clinico (Luo et al., 2013).
Analisada também no estroma de tumores odontogénicos, demonstrou expressao
positiva em alguns casos de AME (Chacham et al., 2020).

A OCT4 (proteina 4 de ligagao ao octamero), conhecida por associar-se a SOX-
2, também € um regulador essencial da pluripoténcia e da autorrenovacgao celular
(Schulenburg et al., 2006). Ao interagir com outros fatores de transcricao, como SOX-
2 e NANOG, é capaz de ativar a expressao génica das CTs em camundongo (Pesce
et al., 2001). Junto com NANOG, sado consideradas reguladoras essenciais para o
desenvolvimento inicial das CTs (Chambers et al., 2003). Alguns autores relatam que
a expressdo de OCT4 pode estar relacionada a proliferagao celular e progressao
tumoral, como estudado no adenocarcinoma de pulmao (Hu et al.,, 2020). Até o
momento, apenas Monroy et al. (2018) verificaram a expressao de OCT4 nas células

epiteliais do AME, relacionando-a com o desenvolvimento e diferenciagao celular,
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sendo um estudo inicial sobre a expressdo dessa proteina em lesdes de origem
odontogénica.

OCT4 e SOX-2 sao fundamentais para a manutencao e o desenvolvimento das
CTs. Embora ambas tenham papeis independentes em diferentes tipos celulares, uma
parte de suas fungbes nas CTs ocorre por meio da interacao sinérgica entre as duas
para conduzir a transcrigao de genes alvos (Avilion et al., 2003), sendo NANOG um
dos alvos dessa interagdo (Rodda et al, 2005 e Kuroda et al, 2005). Quando juntas,
SOX-2, NANOG e OCT4, se ligam aos promotores de seus proprios genes, formando
loops autorregulatorios interconectados. Acredita-se que essa rede de autorregulagao
pode fornecer vantagens para as CTs, como tempo de resposta reduzido a estimulos
ambientais e maior estabilidade da expressao génica, mantendo dessa forma o
destino celular (Boyer et al., 2005). Caracteristicas essas, importantes para a
sobrevivéncia celular, estabilidade e progressao tumoral.

Foi relatado que as neoplasias odontogénicas, como o AME, se originam de
CTs remanescentes da lamina dentaria (Harada et al., 2002). No entanto, a real
contribuigdo das CTs para o mecanismo molecular envolvido na patogénese do AME
ainda precisa de esclarecimento (Juuri et al., 2013; Silva et al., 2016). Pelo que nos
consta, este é o primeiro trabalho a estudar essas trés proteinas (SOX-2, NANOG e
OCT4) conjuntamente no ameloblastoma. Nesse sentido, identificar quais tipos de
células possuem as caracteristicas de autorrenovacéao e pluripoténcia e os possiveis
mecanismos celulares que justificam o comportamento biolégico do AME, torna-se de

suma importancia para o desenvolvimento de melhores tratamentos e progndsticos.

2. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental laboratorial, no qual foram utilizadas 23
amostras de AME, recuperadas dos arquivos do Departamento de Patologia Oral da
Faculdade de Odontologia do Centro Universitario do Estado Para (CESUPA),
somadas a 10 amostras de Cisto Dentigero (CD) e 10 amostras de Foliculo dentario
(FD) obtidas do Laboratério de Anatomia Patoldgica e Imuno-histoquimica da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Para (UFPA). Os dados
clinicos das amostras de AME foram adquiridos por meio dos prontuarios com laudos

presentes nos arquivos, coletados manualmente, e classificados histologicamente por
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um patologista oral. Este estudo foi cadastrado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Para - CEP / ICS/ UFPA (CAAE: 30647720.6.0000.0018).

Para a analise imuno-histoquimica as laminas foram desparafinizadas em xilol
e hidratadas em concentragdes decrescentes de alcool etilico (100%, 90%, 80% e
70%), finalizando a hidratagdo em duas passagens em agua destilada. Em seguida,
foram imersas em H202 a 6% e metanol numa raz&o de 1:1 durante 30 min, para inibir
a atividade da peroxidase enddégena. A recuperacao antigénica foi realizada em
tampao citrato (pH 6,0) em camara de pressdo Pascal (Dako Cytomation®,
Carpinteria, CA, EUA) durante 30 s, em uma temperatura de 124 °C e pressao de 13,5
psi. As ligagcdes ndo especificas foram bloqueadas com albumina de soro bovino
(BSA) a 1% (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MI, USA) em tampao fosfato-salino (PBS
1x) por 1 h. O protocolo de coloracgéao foi otimizado para cada um dos anticorpos, por
titulagdo, para selecionar a concentragao ideal em que o tecido de controle positivo
apresentasse a melhor coloragao positiva e minima coloracédo de fundo. Os tecidos
de AME, CD e FD foram entdo incubados com os anticorpos Anti-SOX-2 (1:50
Sigma®), Anti-Nanog (1:150 Millipore, Burlington, MA, EUA), Anti-Oct4 (1:25
Millipore®) durante 1 h. Em seguida, as laminas foram incubadas durante 30 min com
o sistema de detecgcdo Immunohistoprobe plus (Advance Biosystems, San Francisco,
CA, EUA). A diaminobenzidina (DAB) — High Constrast (ScyTek, Logan, UT, EUA) foi
utilizada como cromdégeno durante 5 min. As laminas foram entdo contracoradas com
hematoxilina de Mayer (Sigma®) por 3 minutos e entdo montadas com Permount
(Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, EUA) para permitir a visualizagdo em microscopio de
campo claro. Como controle positivo foram utilizadas amostras de carcinoma de
células escamosas oral. Como controle negativo o anticorpo primario foi omitido e
substituido por BSA e soro fetal bovino em tampao TRIS.

Cinco imagens de campo claro de cada amostra, foram adquiridas
aleatoriamente em microscopio AxioScope (Carl Zeiss, Oberkochen, DEU) equipado
com camera CCD a cores AxiocCam HRC (Carl Zeiss®). As imagens foram obtidas
com as mesmas ampliagdes (400x) e salvas em formato TIFF. As areas coradas pela
diaminobenzidina foram analisadas usando o “Immunohistochemistry (IHC) Image
Analysis  Toolbox” (Jie Shu, Guoping Qiu e Mohammad Illyas,
https://imagej.nih.govV/ij/plugins/ihc-toolbox/index.html) do software ImageJ (software

de dominio publico, desenvolvido por Wayne Rasband (NIMH, NIH, Bethesda, MD,
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EUA, http://rsbweb.nih.gov/ij/). A andlise semiautomatica das imagens foi entido

realizada por meio da detecg¢ao da coloragcao de DAB. O modelo para identificagao de
pixels marrons foi ajustado para o presente estudo. Apos a detecgdo de cores da
coloracdo por DAB, as imagens coloridas RGB foram convertidas em arquivos de 8
bits. Realizou-se a inversao de cores e a intensidade dos pixels, em escala cinza, foi
obtida em porcentagem.

As médias de porcentagem de marcagdo em parénquima tumoral, dos cinco
campos por amostras, foram analisadas no software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Os dados clinicos-histolégicos foram entado tabulados e analisados utilizando
estatistica descritiva. Para analise da expressao das trés proteinas (SOX-2, NANOG
e OCT4) comparando as amostras de ameloblastoma com as de cisto dentigero e de
foliculo dentario foram utilizados os testes estatisticos ANOVA (amostras com
distribuicdo paramétrica) e Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparagao multipla
de Dunn (amostras com distribuicdo ndo paramétrica). Para verificar a associagéo
entre as proteinas estudadas, foi utilizado o teste de regresséo linear. Para verificar
correlagao, foi utilizado o teste de correlagao de Pearson (amostras com distribuicdo

paramétrica). Adotou-se nivel de significancia a= 0,05.

3. RESULTADOS

Os dados clinico-histolégicos dos pacientes com AME estdo demonstrados na
Tabela 1. Na amostra estudada a média de idade foi de 39 anos, com 61% dos
individuos abaixo dessa média e o restante, 39%, acima. O género masculino
mostrou-se mais prevalente, com 56% dos casos. E, a localizacdo de maior
acometimento foi a mandibula, totalizando 91% dos casos. Em relagdo ao tipo
histolégico, foram divididos em 10 casos do tipo folicular, 08 do plexiforme, 03

acantomatoso e 02 de células granulares.


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Tabela 1. Dados clinicos e histopatoldgicos dos pacientes com ameloblastoma

Género Localizagcido Tipo histolégico
1 Masculino 45 Maxila Plexiforme
2 Feminino 31 Mandibula Folicular
3 Masculino 31 Mandibula Plexiforme
4 Feminino 27 Mandibula Plexiforme
5 Masculino 34 Mandibula Plexiforme
6 Feminino 32 Mandibula Folicular
7 Masculino 34 Mandibula Folicular
8 Feminino 55 Mandibula Plexiforme
9 Feminino 20 Mandibula Plexiforme
10 Masculino 32 Mandibula Plexiforme
11 Masculino 33 Mandibula Acantomatoso
12 Feminino 59 Mandibula Folicular
13 Feminino 47 Mandibula Acantomatoso
14 Feminino 14 Mandibula Folicular
15 Masculino 42 Mandibula Células Granulares
16 Masculino 43 Mandibula Células Granulares
17 Masculino 28 Mandibula Folicular
18 Masculino 27 Mandibula Acantomatoso
19 Feminino 62 Mandibula Folicular
20 Masculino 84 Maxila Folicular
21 Masculino 49 Mandibula Folicular
22 Masculino 22 Mandibula Plexiforme
23 Feminino 38 Mandibula Folicular

As amostras de AME apresentaram maior expressao das proteinas SOX-2,
NANOG e OCT4 quando comparadas com as de CD e de FD (p<0,001). Nao foi
observada diferenca estatistica entre CD e FD (p>0,05). (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1. Comparacéo da imunomarcagao de SOX-2 entre as amostras de ameloblastoma (AME), cisto
dentigero (CD) e foliculo dentario (FD). Houve maior imunomarcacdo de SOX-2 nas células
parenquimatosas do ameloblastoma quando comparadas ao epitélio de revestimento do cisto dentigero
e ao epitélio do foliculo dentério. Teste estatistico: ANOVA (***p<0,001).
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Figura 2. Comparagéo da imunomarcagdo de NANOG entre as amostras de ameloblastoma (AME),
cisto dentigero (CD) e foliculo dentéario (FD). Houve maior imunomarcagcdo de NANOG nas células
parenquimatosas do ameloblastoma quando comparadas ao epitélio de revestimento do cisto dentigero

e ao epitélio do foliculo dentario. Teste estatistico: Kruskal-Wallis (***p<0,001).

kkk

80_ o
1
= 60-
1]
©
o
© 404
© —— ——
=
3 20 T
<
R — p—
0 T T 1
AME CD FD

Figura 3. Comparagéo da imunomarcagao de OCT4 entre as amostras de ameloblastoma (AME), cisto
dentigero (CD) e foliculo dentario (FD). Houve maior imunomarcacdo de OCT4 nas células
parenquimatosas do ameloblastoma quando comparadas ao epitélio de revestimento do cisto dentigero

e ao epitélio do foliculo dentério. Teste estatistico: Kruskal-Wallis (***p<0,001).

A marcagao imuno-histoquimica dos fatores de transcricao, SOX-2, NANOG e
OCT4 foram localizadas principalmente nos corddes e ilhas do epitélio tumoral
odontogénico. A marcagao de SOX-2 apresentou-se predominantemente no nucleo,
enquanto NANOG e OCT4 foram verificadas no nucleo celular e difusamente no
citoplasma das células do parénquima tumoral.
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No epitélio cistico do CD foram observadas marcagdes nucleares sutis de SOX-
2, OCT4 e NANOG, o mesmo ocorreu nas ilhas epiteliais do FD. NANOG foi marcada

difusamente no tecido conjuntivo do FD (Figura 4).

Figura 4. Imunomarcagao de SOX-2 (A, B e C), NANOG (D, E e F) e OCT4 (G, H e I) nas amostras de

ameloblastoma (A, D e G), cisto dentigero (B, E e H) e foliculo dentario (C, F e I). Imunomarcagéo

predominantemente nuclear no parénquima das células do ameloblastoma para as trés proteinas (A, D
e G). No epitélio do cisto dentigero, nota-se fraca imunomarcagao das trés proteinas no nucleo de
algumas células epiteliais (B, E e H), assim como é observado no foliculo dentario (C, F e I). Ha
imunomarcagdo difusa de NANOG no tecido conjuntivo do foliculo dentario (F).

AME= ameloblastoma; CD= cisto dentigero; FD= foliculo dentario.

Além disso, foi observada uma correlagdo da area imunomarcada pelas
proteinas OCT4 e SOX-2 nas células neoplasicas do AME (r=0.4544) e houve uma
relagao linear positiva entre a marcagao de OCT4 e SOX-2 nas células neoplasicas
do AME (r?=0.2065). (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Correlagao positiva da area imunomarcada das proteinas OCT4 e SOX2
nas células neoplasicas de ameloblastoma. Teste estatistico: Correlagao de Pearson.

Células Neoplasicas de Ameloblastoma

Proteina 1 Proteina 2 r valor de p

OCT4 SOX2 0.4544 0.0294*

r. Coeficiente de Pearson

*p < 0.05.

Tabela 3. Regresséo linear mostra associagdo das areas imunomarcadas das
proteinas OCT4 e SOX2 nas células neoplasicas de ameloblastoma.

Células Neoplasicas de Ameloblastoma

Proteina 1 Proteina 2 r? valor de p

OCT4 SOX2 0.2065 0.0294*

R? Coeficiente de determinagao

*p < 0.05.

4. DISCUSSAO

O estudo em questao verificou a expressdo de SOX-2, NANOG e OCT4,
marcadores de célula tronco, no parénquima do AME, CD e FD. Foi observada alta
expressao das proteinas estudadas no parénquima de todas as amostras de AME
examinadas. Adicionalmente, verificou-se tanto a correlagcdo como a relacao linear
positiva entre os fatores OCT4 e SOX-2, presentes nas células neoplasicas do AME.
Observou-se também uma expressao sutil desses marcadores de células tronco no
epitélio odontogénico do CD e do FD.

O AME é considerado a neoplasia mais comum de mandibula, sendo o tumor
odontogénico mais frequente (Rioux-Forker et al., 2019). Os dados clinico-histolégicos
das amostras estudadas, corroboram com os dados encontrados na literatura sobre a
prevaléncia do AME solido multicistico, onde o tumor mostra predominancia da
terceira a sétima década de vida, e a mandibula € a localizacdo de maior
acometimento (Effiom et al., 2017).

A origem do AME esta relacionada com a indugao e reativagdo das estruturas

odontogénicas (Dias, 2010). O processo de odontogénese, por sua vez, € regulado
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por fatores de transcricdo que controlam a expressao génica, e sdo capazes de
determinar a maneira como as células funcionam e respondem aos estimulos
ambientais, assim como, mediar as interacbes entre as camadas dos tecidos
odontogénicos (da Cunha et al., 2013).

Em nosso estudo, observou-se uma alta expressao dos fatores de transcrigéo,
SOX-2, NANOG e OCT4, no parénquima das amostras de AME. Em contrapartida,
houve uma fraca expressao desses fatores em CD, que assim como o AME também
€ derivado do epitélio odontogénico, mas que por sua vez possui um comportamento
menos agressivo, e em FD, que ndo apresenta um padrao de crescimento neoplasico.

Cunha et al. (2013) realizaram analise imuno-histoquimica da expressao de
fatores de transcricdo das CTs (OCT4, SOX-2, NANOG e Stat-3) em germes
dentarios, e observaram que todos os fatores analisados estavam ativos durante a
morfogénese fetal dos dentes humanos, sugerindo amplo potencial de
desenvolvimento e diferenciacdo. Baseado nisso, esses autores concluiram que a
inter-relacao entre esses fatores de transcricdo esta relacionada com a formacéao de
ninhos de células-tronco, que regulam a diferenciagdio em ameloblastos e
odontoblastos. Na nossa analise imuno-histoquimica a expressao de SOX-2, NANOG
e OCT4 foi observada tanto nas células da periferia como nas células centrais dos
ninhos e corddes epiteliais, que podem ter relagdo com a ampla expressao desses
fatores no desenvolvimento do AME, tendo em vista que as CTs da |lamina dental sé&o
possiveis alvos de agentes carcinogénicos (Harada et al., 2002).

A expressao de SOX-2, neste estudo, foi predominantemente nuclear, como
observado em carcinoma nasofaringeo, cancer gastrico, colorretal, de pulmao, e de
mama (Luo et al., 2013; Ren et al., 2016). Além disso, a expressao nuclear de SOX-2
esta intimamente associada com mau progndstico em pacientes com carcinoma
epidermoide de lingua (Du et al., 2011). Juuri et al. (2013) também observaram a
presenca de SOX-2 no AME e relacionou-a com a proliferagcao e origem embrionaria
desse tumor. Em nosso trabalho foi observada uma maior expressao de SOX-2 no
parénquima do AME em relagdo ao epitélio de revestimento do CD e os ninhos
epiteliais do FD. Embora menor, € curiosa a expressao nuclear de SOX-2 no epitélio
odontogénico do CD e FD. Estudos indicam papel essencial de SOX-2 na génese
tumoral (Boumahdi et al., 2014; Ravindran Menon et al., 2018). A delegdo de SOX-2
em papiloma e em carcinoma de células escamosas de pele iniciais levaram a

regressao do tumor e diminuiram a capacidade das células cancerosas de se



21

propagarem apos o transplante para camundongos imunodeficientes, apoiando o
papel essencial de SOX-2 em regular as fungbes na iniciagdo e progressao do
carcinoma de células escamosas (Boumahdi et al. 2014). Foi apontado, que a
expressao dessa proteina em células originarias do epitélio odontogénico da lamina
dental poderia levar ao desenvolvimento do AME (Jurri et al., 2013). Especula-se aqui
se 0 mesmo nao poderia ocorrer com o CD e com o FD, ja que os epitélios dos
mesmos expressam SOX-2.

Alta expressao de OCT4 foi detectada nas CTCs de préstata (Ben-Porath et al.,
2008) e de mama (Hu et al., 2008) e nas células iniciadoras de tumor em um modelo
de camundongo com tumor p53 -/ - (Darini et al., 2012), mostrando que a expressao
OCT4 tem um papel critico na sobrevivéncia das células tumorais. Khan et al. (2018),
nao detectaram a expressdo de OCT4 em 20 casos de AME sélido multicistico
agressivo, afirmando em seu estudo que essa proteina poderia ser usada como um
indicador util para distinguir histologicamente o carcinoma ameloblastico do AME
sélido multicistico agressivo, enquanto que no nosso estudo foi observada a alta
expressdo de OCT4 em 23 casos de AME sélido convencional, colocando em prova
se OCT4 realmente pode funcionar como um marcador para diferenciar tumores
benignos e malignos de cabega e pesco¢o. Porém, ndo podemos deixar de levar em
consideragao as divergéncias verificadas ao realizar a comparagdao entre as
metodologias empregadas. Em nosso estudo foi utilizado um método de calor e
pressado (Camara de Pascal) e uma diluicdo menor do anticorpo (1:25), enquanto que
no trabalho de Khan et al (2018), o método foi apenas o de calor (microondas), e a
diluicao do anticorpo foi maior (1:300).

OCT4 também foi observado em componentes epiteliais e mesenquimais
durante o desenvolvimento do dente e acredita-se que essa proteina participe no
processo de diferenciacao dos ameloblastos (Kero et al., 2014). Em nossas amostras,
observamos marcacdes tanto nucleares como citoplasmaticas de OCT4. Segundo
Monroy et al. (2018), a presenga de OCT4 no nucleo esta ligada a “stemness” celular,
enquanto a presenca de OCT4 no citoplasma ¢é observada em células em
diferenciagao ou diferenciadas.

Por sua vez, NANOG, foi encontrada expressa no parénquima tumoral das
amostras de AME aqui estudadas. A expressao epitelial de NANOG ja foi descrita em
canceres de cabeca e pescogo, como no carcinoma de células escamosas oral (Lee

et al., 2015) e no carcinoma mucoepidermoide de glandula salivar associada com
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estagio, grau, metastase de linfonodo e pior prognéstico (Destro et al., 2017). Sua
expressao foi recentemente investigada no estroma de lesbes odontogénicas,
incluindo no AME, por Chacham et al. (2020), onde foi verificada a presenca de células
mesenquimais positivas para NANOG. No entanto, a frequéncia encontrada nao foi
capaz de distinguir lesdes agressivas de lesbes n&o agressivas, e os autores
atribuiram esse resultado a possivel existéncia de mais de um gene codificante para
diferentes proteinas NANOG, sendo até o presente momento, o unico estudo a
observar a expressao dessa proteina no parénquima do AME.

Segundo Grubelnik et al. (2020), que estudaram a expressao de NANOG e a
relacionaram com o desenvolvimento humano e a carcinogénese, essa proteina
possui diferentes fungcbes que podem resultar em uma reacdo citoplasmatica,
referente a transdugéo da proteina, possuindo menor influéncia sobre outros genes;
ou uma reacao nuclear, que faz referéncia ao NANOG ativado, influenciando na
transcricdo de outros genes. Tanto a marcagao citoplasmatica quanto a nuclear foram
detectadas no presente estudo.

De modo geral, o padréo de expressao obtido de SOX-2, NANOG e OCT4 esta
de acordo com sua fungao biolégica como fatores de transcrigao. A literatura aponta
que esses sao os fatores de transcricdo cruciais, capazes de permitir que as CCs
obtenham propriedades semelhantes as das CTs (Yu et al., 2020). As CTCs, por sua
vez, manifestam propriedades semelhantes as de CTs, a partir da reprogramacéao
oncogénica de diferentes genes de autorrenovacéo, apresentando caracteristicas de
imortalidade, que como tal, persistem nos tumores, geralmente em ninhos,
representando a fonte de expansao do crescimento e manutencao do tumor, formagao
de metastase e recidiva do tumor (Grubelnik et al., 2020).

Encontra-se na literatura uma dificuldade na denominacdo das células
neoplasicas do AME que expressam essas proteinas. Parece inadequado denomina-
las de CTs, vistos as varias alteragdes génicas e protedmicas descritas nas células
neoplasicas do AME (Gomes et al., 2010). Ainda mais equivocado seria denomina-las
de CTCs. O termo células-tronco tumoral, parece ser o mais adequado, uma vez que
descrevé-las como células que apresentam caracteristicas de CTs (Monroy et al.,
2018; Silva et al., 2020) ou células que expressam marcadores de CTs (Chacham et
al., 2020), nos parece um tanto quanto vago.

Rodda et al. (2005), mostraram, usando a imunoprecipitacdo da cromatina, que

OCT4 e SOX-2 interagem sinergicamente e se ligam a NANOG em células-tronco
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embrionarias humanas e de camundongo vivo, conduzindo a expressao de genes
alvos relacionados com a pluripoténcia. De acordo com Boyer et al. (2005), quando
juntos, os fatores de transcrigdo, se ligam aos promotores de seus proprios genes,
formando loops autorregulatérios interconectados, formando uma rede de
autorregulagcao que é capaz de fornecer vantagens para as CTs, importantes para a
sobrevivéncia celular, estabilidade e progressao tumoral. Em comparagdo com o
epitélio ndo tumoral, observamos que os niveis de expressdo de SOX-2, NANOG e
OCT4 estavam aumentados no parénquima do AME, sugerindo que essas moléculas
podem estar envolvidas na patogénese do AME. Vale ressaltar que na literatura nao
existem estudos que avaliem em conjunto a expressao desses trés marcadores no
parénquima dessa neoplasia.

Adicionalmente, a interacdo entre OCT4 e SOX-2 também é sugerida em
nosso estudo, uma vez que foi verificada uma relagao linear positiva, assim como uma
correlagao entre os dois fatores nas células neoplasicas.

A imunomarcagao nuclear de NANOG e OCT4, mesmo que sutil no CD e no
FD, pode estar relacionada ao potencial de desdiferenciagdo das células da camada
basal e suprabasal do epitélio, no caso do CD, e no caso do FD pode estar envolvida
com seu potencial proliferativo. Em relagcdo a imunomarcagao difusa de NANOG,
encontrada em tecido conjuntivo nos casos de FD, pode estar relacionada as CTs

mesenquimais indiferenciadas presentes no tecido folicular (Kim et al., 2017).

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, ao verificar a alta imunoexpressao dos
marcadores SOX-2, NANOG e OCT4 nas células neoplasicas do AME, confirma-se a
presenca e provavel participacao dessas proteinas no desenvolvimento do AME, além
de sugerir que esse tumor possua células com caracteristicas de CTs que estédo
relacionadas com a progressao e recorréncia dessa neoplasia.

A imunoexpressao das proteinas estudadas revela tendéncias interessantes
que indicam o provavel papel das CTs na origem e na progressao do AME,
destacando a correlagédo observada entre SOX-2 e OCT4.

Os resultados deste estudo, abrem portas para elaboracao de novos estudos e

métodos terapéuticos, a partir dos marcadores de CTs, para o AME.
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ANEXO I: NORMAS PARA SUBMISSAO NA EXPERIMENTAL CELL RESEARCH
Trabalho elaborado e formatado conforme as normas do periédico cientifico.

Disponivel em:
https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/6228267?generatepdf=true

Instructions for authors
Article structure

Introduction: State the objectives of the work and provide an adequate background,
avoiding a detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods: Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by
an independent researcher. Methods that are already published should be
summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a previously
published method, use quotation marks and also cite the source. Any modifications to
existing methods should also be described.

Results: Results should be clear and concise.

Discussion: This should explore the significance of the results of the work, not repeat
them. A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid
extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions: The main conclusions of the study may be presented in a short
Conclusions section, which may stand alone or form a subsection of a Discussion or
Results and Discussion section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add
your name between parentheses in your own script behind the English transliteration.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
names. Indicate all affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the
author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address
of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of
each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages
of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes
answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
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the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of
your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that
capture the novel results of your research as well as new methods that were used
during the study (if any). Please have a look at the examples here: example Highlights.
Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s).
Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they
must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents of
the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information
site. Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Keywords Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using
American spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid,
for example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These Keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must
be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency
of abbreviations throughout the article.
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Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements: Funding: This work was supported by the National Institutes of Health
[grant numbers xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant
number zzzz]; and the United States Institutes of Peace [grant number aaaa]. It is not
necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization
that provided the funding. If no funding has been provided for the research, please
include the following sentence: This research did not receive any specific grant from
funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit sectors.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case,indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Artwork
Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse
and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the
following policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured,
moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance
are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must
be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork
General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and
tables within a single file at the revision stage.
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* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files. A detailed guide on electronic artwork is available. You are urged to visit
this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'. TIFF (or
JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. TIFF (or JPG):
Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is
required.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

* Supply files that are too low in resolution.

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and
other sites) in addition to color reproduction in print. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not
on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

References

Citation in text Please ensure that every reference cited in the text is also present in
the reference list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given
in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the
reference list they should follow the standard reference style of the journal and should
include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has
been accepted for publication.
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Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be
included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript
by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically
formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal, please
follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you
use reference management software, please ensure that you remove all field codes
before submitting the electronic manuscript. More information on how to remove field
codes from different reference management software. Users of Mendeley Desktop can
easily install the reference style for this journal by clicking the following link:
http.//open.mendeley.com/use-citation-style/experimental-cell-research. When
preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plugins for Microsoft Word or LibreOffice.

References

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOl is highly
encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the accepted
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article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof
stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they
should be arranged according to the following examples:

For reference style 1 numbered:

[5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

For reference style 1a numbered without article and chapter titles:

[5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

For reference style 2 Harvard:

Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

For reference style 3 Vancouver Numbered:

[5] Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

For reference style 4 Vancouver Name and Year:

Oguro M, Imahiro S, Saito S, Nakashizuka T. Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

For reference style 5 APA:

Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

For reference style 6 AMA:

5. Oguro, M, Imahiro, S, Saito, S, Nakashizuka, T. Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1; 2015.
http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.
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Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readersinteract
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published
exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online).
Please submit your material together with the article and supply a concise, descriptive
caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods
and other useful materials related to the project. Below are a number of ways in which
you can associate data with your article or make a statement about the availability of
your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of these
ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please
refer to the "References" section for more information about data citation. For more
information on depositing, sharing and using research data and other relevant research
materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.
There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page. For
supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect. In addition, you can link to relevant data or entities
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through identifiers within the text of your manuscript, using the following format:
Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. The datasets will be listed and directly accessible to readers next to your
published article online. For more information, visit the Mendeley Data for journals

page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated,
formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication.

You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your
research article is accepted, your data article will automatically be transferred over to
Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access data
journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 600 USD is payable for
publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website.
Please use this template to write your Data in Brief.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data
is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate
why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect.
For more information, visit the Data Statement page.
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ANEXO II: APROVACAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

UFPA - INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA gzmwgm
UNIVERSIDADE FEDERAL DO asil
PARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo in vitro e in vivo sobre a associagdo das proteinas relacionadas a
pluripoténcialidade celular e o comportamento biolégico do ameloblastoma.

Pesquisador: JOAO DE JESUS VIANA PINHEIRO

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 30647720.6.0000.0018

Instituigao Proponente: Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para - ICS/ UFPA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.003.555

Apresentacao do Projeto:

O ameloblastoma (AME) & um tumor odontogénico de origem epitelial e, embora classificado como um
tumor benigno, é caracterizado por um padrdo de crescimento localmente invasivo, com propensdo a
recorréncia local e potencial para envolvimento direto de estruturas vitais, quando localizado na maxila. Nos
ultimos anos, varios estudos identificaram alteragées moleculares nesta lesdo, no entanto, ndo esclareceram
totalmente as razdes de seu comportamento biolégico agressivo. Na busca por mecanismos celulares que
justifiquem tal progressao, a investigagdo do papel das células-tronco tem ganhado cada vez mais destaque
na biologia tumoral com diversas pesquisas relacionando sua participagdo no crescimento, na angiogénese
e na invasividade do tumor, além da sua relagdo com os fibroblastos associados ao cancer (CAFs) ser
apontada como um fator importante na progressdo tumoral. Para analisar a presenca das células-tronco
cancerigenas (CSCs), a literatura destaca biomarcadores, como SOX2, OCT4, NANOG, que possuem
relacdo com SMAD-4 e TGF no processo de pluripoténcia e proliferacdo celular. Assim, o objetivo deste
estudo & analisar, in vivo e in vitro, a expressao das proteinas interrelacionadas com as CSCs, verificando a
imunoexpressdo dos biomarcadores, assim como, SMAD-4, TGF e alfa SMA no ameloblastoma. A
metodologia utilizada sera: imunohistoquimica, transfecgdo por shRNA, western blot, qPCR,
imunofluorescéncia indireta, ensaio de invaséo e ensaio de ferida. Consequentemente, os resultados deste
estudo podem ser base de novos métodos terapéuticos
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Continuagao do Parecer: 4.003.555

desta neoplasia.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario: Verificar a expressdo de proteinas Sox-2, Nanog, Oct4, TGF-, Smad4 e -actina musculo
liso.

Objetivo Secundario: - Avaliar a expressdo das proteinas de interesse no tecido e em linhagem celular de
ameloblastoma (AME-hTERT);- Verificar o padrdoc de marcacao das proteinas de interesse em 25 casos de
AME sdlido convencional ou multicistico;- Verificar o padréo de marcagéo das proteinas de interesse em 10
amostras de cisto dentigero; - Verificar o padrao de marcagdo das proteinas de interesse em 10 amostras
de foliculo dentario (controle);Comparar a imunoexpressao das proteinas de interesse entre as amostras de
AME, cisto dentigero e foliculo dentario (controle).- Silenciar o TGFRII em linhagem celular de AME-hTERT,
gue sera denominada AME- TGFRII, usando como controle a linhagem celular AME-hTERT néo
silenciada;Verificar se 0 shRNA de TGFRII altera a expressao das proteinas de interesse e comparar com a
linhagem controle;- Verificar se 0 shRNA de TGFRII altera a expressdo génica das proteinas de interesse e
comparar com a linhagem controle;- Verificar se o shRNA de TGFRII altera a capacidade invasiva da
linhagem AME- TGFRIIl e comparar com a linhagem nao silenciada;- Verificar se o shRNA de TGFRII altera

a capacidade de migracéo da linhagem AME- TGFRII e comparar com a linhagem controle;

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Por se tratar de pesquisa experimental e laboratorial, este estudo podera oferecer riscos para o
operador que trabalhara com a cultura de células. Entre esses riscos tem-se: Risco Biologico: A auto
inoculacéo resultante da infecgéo do operador durante a manipulagdo da cultura de células. Risco quimico:
Intoxicacdo pela manipulagdo de liquidos, gases e corantes téxicos. Risco fisico: Exposicdo a baixas
temperaturas pela manipulagdo de nitrogénio liquido, no qual as células sdo criopreservadas. Exposigdo a
radiagdo ultravioleta da camara do fluxo laminar e da sala de cultivo. Para que os riscos sejam minimizados,
todos os procedimentos de cultivo serdo executados seguindo os protocolos para a manutencao da
esterilidade dos instrumentais, materiais, suplementos e meio de cultura utilizados. E ainda, todas as etapas
gque envolvam a manipulagdo das células serdo realizadas em capela de fluxo laminar tipo I, obedecendo
todas as normas de biosseguranca exigidas pela legislacdo vigente de acordo com a CTNBIO (Comissao

Técnica Nacional de Biosseguranca).

Endereco: Rua Augusto Corréa n® 01- Campus do Guama ,UFPA- Faculdade de Enfermagem do ICS - sala 13 - 2° and.

Bairro: Guama CEP: 66.075-110
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br

Pagina 02 de 04



40

UFPA - INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA g?m«im
UNIVERSIDADE FEDERAL DO osl
PARA

Continuacdo do Parecer: 4.003.555

Beneficios: Como beneficio, a pesquisa acerca do ameloblastoma, que possui crescimento localmente
invasivo, com propensdo a recorréncia local e potencial para envolvimento de estruturas vitais, podera
fornecer para a comunidade cientifica informacdes relevantes sobre o comportamento biolégico deste tumor.
O cultivo celular € o primeiro passo para o desenvolvimento de drogas e mecanismos ligados a diminuigao
dos progndsticos ruins que envolvem as neoplasias ligadas ndo so a cavidade oral, mas com o organismo

como um todo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O protocolo encaminhado dispde de metodologia e critérios definidos conforme resolugdo 466/12 do
CNS/MS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos apresentados contemplam os sugeridos pelo sistema CEP/CONEP.

Conclusoées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Diante do exposto somos pela aprovacio do protocolo. Este € nosso parecer, SMJ.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Bésicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 02/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1528934.pdf 10:06:01
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_PROJETO.pdf 01/04/2020 |JOAOQO DE JESUS Aceito

21:03:37 _ [VIANA PINHEIRO
Projeto Detalhado / [PROJETO_CELULAS_TRONCO_FINAL| 01/04/2020 [JOAO DE JESUS Aceito
Brochura IZADO.pdf 17:38:12 | VIANA PINHEIRO
Investigador
Cronograma Cronograma.pdf 01/04/2020 | JOAO DE JESUS Aceito
17:37:18 | VIANA PINHEIRO
Outros Termo_de_consetimento_coordenador_ | 19/03/2020 | JOAO DE JESUS Aceito
LAP|.pdf 23:38:03  [VIANA PINHEIRO
Outros Termo_de_consetimento_coordenador_| 19/03/2020 |JOAO DE JESUS Aceito
LABCULT.pdf 23:37:23 _[VIANA PINHEIRO
Outros TERMO_DE_COMPROMISSO_DO_OR| 19/03/2020 |JOAOQO DE JESUS Aceito
IENTADOR.pdf 23:36:03 _ [VIANA PINHEIRO
Outros CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO.pdf 19/03/2020 |JOAO DE JESUS Aceito
23:35:22  [VIANA PINHEIRO
Outros TERMO_DE_ACEITE_DO_ORIENTAD | 19/03/2020 |JOAOQO DE JESUS Aceito
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Qutros pdf 23:34:42 |VIANA PINHEIRO Aceito
Qutros TCUD.pdf 19/03/2020 |JOAO DE JESUS Aceito
23:34:26  [VIANA PINHEIRO
Qutros DECLARACAO_DE_ISENCAO_DE_ON| 19/03/2020 |JOAO DE JESUS Aceito
US_FINANCEIRO_A UFPA.pdf 23:34:03 | VIANA PINHEIRO
Declaragéo de TERMO_DE_COMPROMISSO_DO_PE | 19/03/2020 |JOAO DE JESUS Aceito
Pesquisadores SQUISADOR.pdf 23:27:06__[VIANA PINHEIRO
Declaracéo de Termo_de_consetimento_da_instituicao.| 19/03/2020 |JOAO DE JESUS Aceito
Instituicao e JPEG 23:26:35 |VIANA PINHEIRO
Infraestrutura

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BELEM, 02 de Maio de 2020

Assinado por:
Wallace Raimundo Araujo dos Santos
{(Coordenador(a))
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