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MELO, Leonardo Araujo. Expressdao de STAT3 em tumor odontogénico queratocistico e
ameloblastoma, 79 f Tese (Doutorado). Faculdade de Odontologia, Universidade Federal da
Bahia, Salvador, 2015.

RESUMO

Stat3 é um fator de transcricdo que estd envolvido em diversos processos fisiologicos
incluindo proliferacdo e sobrevivéncia celular. Expressdo elevada da Stat3 tem sido
encontrada em diversos tipos de neoplasias de mama, pulmao, prostata, eséfago, figado e
ovario. O objetivo deste estudo foi investigar a expressdo da Stat3 em uma série de tumores
odontogénicos para adicionar mais informag6es ao conhecimento do perfil biologico deste
grupo de neoplasias. Para isto, nds quantificamos a expressdo do gene Stat3 por gPCR em
30 amostras de tumores odontogénicos sendo 23 casos de tumor odontogénico
queratocistico (TOQ) e 7 casos de ameloblastoma (AB) e comparamos esta expressdo com
a mucosa bucal ndo-neoplasica. Nos também mensuramos a expressdo da proteina Stat3 por
imuno-histoquimica em 43 casos de TOQ e 47 casos de AB. Transcritos de Stat3 foram
encontrados em 96,6% dos tumores estudados, no entanto este gene foi subexpresso nos
TOQ e AB comparado a amostra bucal ndo-neoplasica. TOQs esporadicos apresentaram
maiores niveis de transcritos de Stat3 em relacdo aos TOQs sindromicos (p=0,04). Nao foi
observada diferenca na expressdo do gene Stat3 entre TOQ e AB (p=0,88). Na
imunomarcacdo da Stat3, ndo foi observada diferenca estatistica na proporcao de células
positivas, intensidade de marcacao e escore final entre os TOQs esporadicos e associados a
SCBCN (p=0,31; p=0,39; p=0,65, respectivamente), bem como nao foi observada diferenca
entre ABs solidos e unicisticos (p=0,35; p=0,13; p=0,37, respectivamente). ABs
apresentaram uma significativa maior imunomarcacdo da Stat3 em relacdo aos TOQs
(p=0,03). Foi evidenciado que os TOQs com inflamacdo tiveram uma maior proporcdo de
células marcadas pela Stat3 (p=0,001). Em TOQs e ABs, a marcacdo da Stat3 foi
predominantemente citoplasmatica ndo sendo observada diferenca na localizacdo celular da
Stat3 entre estes tumores (p-0,58). Nossos achados mostraram uma baixa expressdo de
Stat3 nos TOQs e ABs. No entanto, foi observada uma maior imunomarcacdo da Stat3 nos
ABs em comparacdo aos TOQs demonstrando que Stat3 pode contribuir no comportamento
mais agressivo dos ABs. A presenca de inflamacdo parece ter influenciado numa maior
imunomarcacao da Stat3 nos TOQs.

Palavras-chave: tumor odontogénico queratocistico; ameloblastoma; Stat3



MELO, Leonardo Araujo. STAT3 in odontogenic keratocystic tumor and ameloblastoma,
79 f Thesis (PhD degree). School of Dentistry, Federal University of Bahia, Salvador,
2015.

ABSTRACT

Stat3 is a transcription factor that is involved in diverse physiological processes including
cell proliferation and survival. High expression of STAT3 has been found in many types of
breast cancers, lung, prostate, esophagus, liver and ovary. The objective of this study was to
investigate the expression of Stat3 in a series of odontogenic tumors to add more
information to the knowledge of the biological profile of this group of neoplasms. For this,
we quantified expression of Stat3 gene by gPCR in 30 odontogenic tumors samples, which
23 odontogenic tumors of keratocystic (OKT) and 7 cases of ameloblastoma (AB) and
comparing this expression to non-neoplastic oral mucosa. We also measure of Stat3 protein
expression by immunohistochemistry in 43 cases of OKT and 47 cases of AB. Transcripts
of Stat3 were found in 96.6% of tumors studied, however this gene was subexpression in
OKT and AB compared to non-neoplastic oral sample. Sporadic OKT had higher levels of
Stat3 transcripts in relation to syndromic OKT (p = 0.04). There was no difference in the
expression of Stat3 gene between OKT and AB (p = 0.88). In immunostaining of Stat3,
there was no statistical difference in the proportion of positive cells, staining intensity and
final score between sporadic and associated with syndromic (p = 0.31; p = 0.39; p = 0.65,
respectively) and there was no difference between solids and unicystic ABs (p = 0.35; p =
0.13; p = 0.37, respectively). ABs showed a significantly higher immunostaining of Stat3 in
relation to OKT (p = 0.03). It was shown that OKT with inflammation have a higher
proportion of labeled cells by Stat3 (p = 0.001). In OKT and AB, immunostaining of Stat3
was predominantly cytoplasmic and it was not observed difference in cellular localization
of Stat3 between these tumors (p=0.58). Our findings showed low expression of Stat3 in
OKT and ABs. However, we observed a greater immunostaining of Stat3 in ABs compared
to OKT demonstrating that Stat3 may contribute to more aggressive behavior of the ABs.
The presence of inflammation seems to have influenced a higher immunostaining of Stat3
in OKT.

Keywords: odontogenic tumor keratocystic; ameloblastoma; Stat3
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1. INTRODUCAO

Tumor odontogénico queratocistico (TOQ) e ameloblastoma (AB) sdo neoplasias
odontogénicas que frequentemente afetam os 0ssos maxilares. Embora sejam considerados
tumores benignos, eles sdo caracterizados pela agressividade local devido ao crescimento
destrutivo com envolvimento de tecidos adjacentes e alto potencial de recidiva ap6s
tratamento (Soluk Tekkesin et al., 2011; Soluk Tekkesin et al., 2012; Bologna-Molina et
al., 2014; Rosa et al., 2014). Em adicdo, o0 TOQ pode se apresentar tanto esporadicamente
ou associado a sindrome de carcinoma basocelular nevdide (SCBCN), também conhecida
como sindrome de Gorlin, ocorrendo tipicamente como lesdes multiplas (Hong et al.,
2014).

Stat3 (signal transducers and activators of transcription) constitui uma familia de
proteinas que atuam como fator de transcricdo e exibem uma organizacdo estrutural
conservada de 750-850 aminoacidos (Schaefer, 1997). Foi descrita pela primeira vez como
um fator ligante ao DNA, estimulada pela interleucina-6 (IL-6), capaz de regular a
expressdo de proteinas da fase aguda no figado em resposta ao estresse (Akira et al., 1994;
Kishimoto, 2005). O gene que codifica Stat3 estd localizado no cromossomo 17¢g21
(Aggarwal et al., 2009).

Stat3 é uma proteina citoplasmatica latente que é ativada atraves de fosforilacdo da
tirosina por quinases Jak ou Src na presenca de citocinas e fatores de crescimento. Stat3
fosforiladas (Stat3p) formam dimeros e se translocam para o ndcleo onde se ligam a
sequéncias promotoras especificas nos DNAs e regulam a expressdo de genes envolvidos

na proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celular além de favorecer a angiogénese e



inflamagdo, eventos estes também fundamentais para o estabelecimento da oncogénese
(Yu, Jove, 2004; Frank, 2007; Qi Qr et al., 2014; Bosch-Barrera e Menendez, 2015).

Stat3 ativada pode promover a proliferacdo celular através do controle da expressao
dos genes ciclina D1 e c-myc. Stat3 ainda regula a expressdo de genes anti-apoptéticos
incluindo Bcl-2, p53, Bcl-xL, MCL-1 e fator nuclear-x8 (NF- k) contribuindo para a
sobrevivéncia celular (Kim et al., 2007; Bowman et al., 2000; Barré et al., 2007). Stat3
ainda pode estar envolvida no processo de invasdo e metastase tumoral através da regulacdo
de genes que controlam adeséo celular, incluindo E-caderina (Suiging et al., 2005), bem
como pelo controle das metaloproteinases de matriz que promovem degradacdo da matriz
extracelular (MEC) (Qiu, et al., 2007; Li et al., 2011). Siveen et al. (2011) ainda relatam
que STAT3 desempenha um papel importante na regulacdo da resposta imune tumoral por
ativar a expressdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento através do controle de
genes que sdo fundamentais para a inflamacao, incluindo a IL-6, IL-1 e COX-2.

Stat3 tem sido alvo de muitos estudos em uma variedade de tumores incluindo
cancer de ovario (Gest et al., 2012), pancreas (Huanh e Xie, 2012), mama (Wagner e
Schmidt, 2012; Liao et al., 2014), prostata (Sun et al., 2012; Han et al., 2014), pulméo (Liu
et al.,, 2012; Qian et al., 2014), hepatocelular (Chen et al., 2014), da cabeca e pescoco
(Yadav et al., 2011) e das glandulas salivares (Araujo et al., 2008). Estes relatos tém
demonstrado que Stat3 ativada, através do controle de genes-alvos, contribui para uma
maior proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celular, alem de promover angiogénese e
inflamacéo favorecendo a formacéo e progressdo tumoral.

Considerando que estudos prévios envolvendo TOQ e AB demonstram alteracfes
em vias de sinalizacdo que controlam proliferacdo e sobrevivéncia celular incluindo RAS-

RAF-MAPK (Diniz et al., 2015; Malcic et al.,2015; Kurppa et al.,2014; Kumamoto e Ooya,
2
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2007), Sonic Hedghog (Gurgel et al., 2014), Wnt (Siar et al.; 2012; Kibe et al., 2013). E,
tendo em vista que Stat3 € um dos componentes de uma via de sinalizacdo que também
controla o ciclo celular e apoptose e que alteracdo na expressdo da Stat3 tem contribuido
para a progressao e invasividade em diversos tumores, 0 presente estudo se propde a avaliar
a expressdo génica e imuno-histoquimica da Stat3 em uma série de tumores odontogénicos
incluindo tumores odontogénicos queratocisticos esporadicos e associados a SCBCN, e
ameloblastomas solidos e unicisticos, na tentativa de adicionar mais informacfes ao

conhecimento do perfil biologico deste grupo de neoplasias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tumor Odontogénico Queratocistico

Tumor odontogénico queratocistico (TOQ) é uma neoplasia odontogénica comum
nos 0ss0s gnaticos e requer atencdo especial pelo seu comportamento biolégico agressivo,
alta taxa de recorréncia, associagdo com a sindrome do carcinoma basocelular nevdide
(SCBCN) e caracteristicas histoldgicas tipicas, tais como, alto potencial de mitose do
revestimento epitelial e presenca de cistos satélites na capsula cistica (Guler et al., 2012).

TOQ pode ocorrer em qualquer parte dos 0ssos maxilares, no entanto, apresentam
predilecdo pela regido posterior da mandibula com pico de incidéncia em pacientes de 10 a
30 anos. Radiograficamente, apresenta-se como uma como area radioltcida unilocular ou
multilocular, com bordas esclerdticas uniformes, envolvendo normalmente dentes inclusos.
Deslocamento de dentes, reabsorcdo de raizes, extrusdao de dentes erupcionados podem
estar presentes (Stoelinga, 2001; Chirapathomsakul et al., 2006; Mello et al., 2011).

Sindrome do carcinoma basocelular nevéide (SCBCN) também conhecida como
sindrome de Gorlin-Goltz (GGS) é uma doenca autossdmica dominante rara, caracterizada
por multiplos carcinomas de células basais, TOQ, sinais palmares e plantares e
calcificacOes ectopicas na foice cerebral. Estas manifestacGes clinicas surgem na primeira a
terceira década de vida, sendo o TOQ uma das primeiras manifestacfes da sindrome
(Mehta et al., 2014). O diagndstico da SCBCN é baseado nos critérios propostos por Evans
et al. (1993) que é estabelecido quando dois critérios maiores ou um maior e dois menores
estdo presentes. Os critérios maiores incluem: 1) maltiplos carcinomas de células basais ou

um ocorrendo abaixo de 20 anos; TOQ nos maxilares histologicamente comprovados;



sinais palmares e plantares (trés ou mais); calcificacdo na foice cerebral; historico familiar
de SCBCN. E como critérios menores: anormalidades esqueléticas, bossa frontal, fibroma
ovarianos e cardiacos, cistos linfomesentéricos, fenda no labio ou palato, polidactilia,
catarata e coloboma.

Histopatologicamente, esta lesdo caracteriza-se com um tumor cistico revestido por
um epitélio escamoso estratificado paraqueratinizado, atrofico (entre cinco a oito camadas),
com células da camada basal disposta de forma palicada e com nlcleos intensamente
basofilicos apresentando polaridade invertida. Em algumas lesdes, pode-se observar
presenca de cistos satelites, displasia epitelial e figuras mitdticas (Shear 2002; Philipsen,
2005; Kolar et al., 2006).

Muitos estudos tém buscado avaliar a expressdo de marcadores de proliferacao,
adesdo e migracdo celular, bem como estudar componentes da via de sinalizacdo Sonic
Hedgehog (SHH) e MAPK para justificar o comportamento biologico agressivo do TOQ
(Vera-Sirera et al., 2015; Amm et al. 2013; Gurgel et al., 2014; Gurgel et al., 2008; Malcic
et al., 2015).

Vera-Sirera et al. (2015) observaram imunomarcacdo de ciclina D1
predominantemente na camada suprabasal dos TOQs e relataram que esta expressao sugere
desregulacdo da progressao do ciclo celular de G1 para a fase S e pode contribuir para a
agressividade destas lesdes.

Gurgel et al. (2008) observaram imunomarcacdo de Ki-67 e p53 na camada
suprabasal em 97,3% e 91,9% dos casos de TOQ, respectivamente, e relatam que seja
possivel que o comportamento bioldgico do TOQs possa estar relacionado com o
compartimento proliferativo subrabasal do epitélio do revestimento cistico o que foi

demonstrado pelos altos niveis de Ki-67 e p53. Moosvi e Rekha (2015) mostraram 80% de
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positividade para a expressdo de c-Myc principalmente nas camadas basal e suprabasal do
TOQ sendo esta expressdo significativamente superior a encontrada no cisto dentigero e
cisto radicular demonstrando um maior potencial de crescimento do TOQ em relagdo aos
demais cistos.

Amm et al. (2013) avaliaram a expressdo de 18 MMPs humanas em células
primarias do TOQ e observaram que 9 tipos de MMP foram expressas. MMP-2 e MMP-14
foram altamente expressas no TOQ, enquanto que a MMP-1, 3, 11, 12, 16, 17, e 19 foram
moderadamente expressas. Os autores supracitados apesar de néo ter encontrado diferencas
significativas nos perfis de expressdo das MMPs entre populacdes de celulas sindrémicas e
ndo-sindrémicas, concluem relatando que populacdes de células priméarias do TOQ
expressam uma ampla gama de MMPs, que provavelmente desempenham um papel no
caracter invasivo destes tumores.

Gurgel et al. (2014) observaram uma sobre-expressdao de genes da via SHH
incluindo PTCH1, SMO, GLI1, CCND1 e BCL2 em todos os casos de TOQ e AB
estudados e relataram que a ativacao constitutiva desta via no TOQ e AB que pode sugerir
um dos mecanismos que participam no desenvolvimento destes tumores.

Malcic et al. (2015) relataram que a desregulacdo da via MAPK em TOQ leva a
uma progressdo do ciclo celular e, consequentemente, a um aumento da capacidade
proliferativa das células epiteliais deste tumor e que seja possivel que o envolvimento da
sinalizacdo MAPK no desenvolvimento do TOQ possa ser ainda mais agravado pela

expressao de citocinas inflamatdrias.



2.2 Ameloblastoma

Ameloblastoma (AB) é um tumor odontogénico de alta incidéncia nos 0ssos
maxilares e a sua relevancia clinica é devido ao seu comportamento agressivo e alto
potencial de recidiva (Gadbail et al., 2012; Gomes et al., 2010). De acordo com a
classificacdo de tumores da Organizacdo Mundial de Salude de 2005 as variantes do
ameloblastoma sdo: sélido ou multicistico, unicistico, desmoplasico e periférico (Barnes et
al., 2005).

Clinicamente, o AB se apresenta como um aumento de volume assintomatico
envolvendo a regido posterior da mandibula em individuos entre 30 a 60 anos de idade no
momento do primeiro diagnostico. Imaginologicamente, pode apresentar-se como uma area
radiolucida unilocular ou multilocular, normalmente associada a dentes inclusos,
deslocando unidades dentarias e reabsorvendo raizes. O padrao solido pode exibir aspectos
caracteristicos descritos como “favos de mel” ou “bolhas de sabdo” (Arotiba et al., 2005;
Hertog et al., 2012).

Histologicamente, o ameloblastoma sélido pode ser dividido em dois tipos béasicos:
folicular e plexiforme. O padrdo folicular consiste em ilhas epiteliais dentro de um estroma
fibroso. Tipicamente, as células da camada periférica dessas ilhas sdo colunares, dispostas
em palicada e nucleos com polarizacdo invertida, enquanto que as células centrais sdo
arranjadas frouxamente lembrando o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte. O padrdo
plexiforme contém células basais arranjadas em forma de cordBes anostomosantes. O
estroma nos dois padrdes é delicado com frequentes &reas de degeneracéo cistica (Barnes et

al., 2005).



Dois padrfes histopatoldgicos também podem ser observados no ameloblastoma
unicistico: o luminal e o mural. A variante luminal é uma lesdo cistica limitada por um
epitélio ameloblastomatoso e ndo existe infiltracdo tumoral dentro do estroma fibroso. No
padrdo mural, o epitélio ameloblastomatoso infiltra-se na cépsula cistica (Barnes et al.,
2005).

Ameloblastomas sélidos frequentemente apresentam um comportamento mais
infiltrativo enquanto que os ABs unicisticos sdo geralmente tumores encapsulados. Em
relacdo ao tratamento, resseccdo cirurgica com margem de seguranca de 1,5 a 2 cm tem
sido sugerido para o AB sodlido, no entanto uma abordagem mais conservadora incluindo
marsupializagdo seguida de enucleacdo completa tem sido defendida por alguns autores
para o AB unicistico (Hertog et al., 2010).

Para Pogrel e Montes (2009), ABs solidos tém uma alta taxa de recorréncia (60-
80%) apbs enucleacdo simples e exigem um tratamento mais agressivo. O tratamento de
escolha é a resseccdo com margens de 1cm. Isso pode exigir a resseccdo segmentar na
mandibula e maxilectomia parcial. Para o0 ABs unicisticos, taxas de recorréncia também séo
altas para enucleacdo simples. O subtipo intraluminal do AB unicistico pode ser tratado
com enucleac¢do, mas o subtipo intramural ndo pode, e uma vez que estes podem nao ser
identificados é recomendado o tratamento mais agressivo, incluindo enucleacdo com
ostectomia periférica ou enucleacdo com o tratamento subsequente do 0sso circundante
com nitrogénio liquido ou solucdo de Carnoy.

Diversos estudos tém buscado avaliar a expressdo de marcadores de progndstico
tumoral e componentes de vias de sinalizagdo incluindo RAS-RAF-MAPK, SHH e Wnt

para fornecer dados que possam ajudar na compreensdo sobre a patogénese do



ameloblastoma (Diniz et al., 2015; Kurppa et al., 2014; Pereira et al., 2015; Kibe et al.,
2013; Siar et al., 2012).

Diniz et al. (2015) avaliaram em AB a mutacdo no gene BRAF, um potente ativador
da MAPK a qual coordena um amplo espectro de processos celulares, incluindo
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e apoptose e esta desregulada em
tumores malignos. Estes autores observaram que 82% dos ameloblastomas mostraram
mutacdo no gene BRAF.

Kurppa et al. (2014) ao avaliar a expressdo do gene EGFR e mutacdo no BRAF em
24 amostras de ameloblastomas, observaram um sobreexpresséo génica e proteica de EGFR
em AB comparado ao TOQ e amostras da mucosa bucal. Os autores ainda relatam que o
gene BRAF estava mutado em 63% dos casos de ABs 0 que sugere envolvimento da
sinalizacdo RAS-RAF-MAPK na patogénese destes tumores.

Kumamoto e Ooya (2007) relataram que a expressdo alterada de MAPK foi mais
alta em ameloblastoma do que nos germes dentarios em formacao, 0 que sugere que esta
via de sinalizacdo pode contribuir na proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose tanto no
tecido odontogénico em desenvolvimento quanto na formacdo neoplasica. Segundo estes
autores, a expressdo alterada da MAPK fosforilada em ameloblastoma sinaliza o
envolvimento desta proteina na patogénese deste tumor.

Pereira et al. (2015) mostraram que 12 casos de ameloblastoma dos 14 estudados
exibiram localizacdo nuclear de receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) sendo
a coloracdo observada principalmente nas células semelhante a ameloblastos e que a ciclina
D1 estava no mesmo compartimento celular do EGRF. Para estes autores, EGFR nuclear
ocorre em ameloblastomas em associacédo com a expressdo de ciclina D1 e esta coloragéo

foi evidente nos compartimentos mais proliferativos do AB.
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Kibe et al. (2013) avaliaram a expressio de componentes da via Wnt e
metaloproteinases de matriz por q°PCR em uma linhagem de células derivadas de
ameloblastoma (AM-3) e observaram que as células derivadas de ameloblastoma
sobreexpressaram RNAm de Wnt-5a, frizzled-2, MMP-2 e MMP-9 e 0s autores sugerem
que a sinalizacdo Wnt induz a expressao de MMP-9 em células de ameloblastoma.

Siar et al. (2012) ao examinar a expressao imuno-histoquimica de Wnts incluindo,
Whnts 1, 2, 3, 8a, 8b, 10a e 10b em 72 casos de ameloblastomas sendo 19 unicisticos, 35
solidos, 8 desmoplasicos e 10 recorrentes, relataram expressao de todas Whnts, exceto Wnt-
10b, nos ameloblastomas e sobreexpressdo de Wnt-1 em todos os subtipos de ABs. Para 0s
autores, a via Wnt é uma importante via de transducdo de sinais nos ABs e a Wnt-1 é

molécula sinalizadora chave envolvida na tumorigénese deste tumor.

2.3 Stat

Stat (signal transducers and activators of transcription) sdo proteinas
citoplasmaticas que exibem dominios conservados contendo de 750 a 850 aminoacidos
(Aggarwal et al., 2009). Estruturalmente, Stat apresentam seis dominios conservados:
dominio amino-terminal (NH2), um dominio helicoidal importante para a interagdo com
outros fatores de transcricdo e co-reguladores; dominio de ligacdo ao DNA; dominio de
ligacdo; dominio Src homdlogo-2 (SH2), que é essencial para a interacdo com locais
especificos de tirosina fosforilada para formar dimeros paralelos importantes na sinalizacdo
da Stat ativada; e um dominio carboxi-terminal conhecido como dominio ativador da
transcricdo o qual sofre fosforilacdo na tirosina ou serina (Zouein et al., 2013; Kisseleva et

al., 2002; Chen et al., 1998) (Fig 1). Stat quando ativada por receptores de superficie célular
10



se translocam para o nlcleo e podem regular a expressao de genes envolvidos em diversas
fungdes fisiologicas das células incluindo proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e
migracao celular (Darnell, 1997; Siveen et al., 2014).

Foram descritos sete membros da familia das proteinas Stat em mamiferos: Statl,
Stat2, Stat3, Stat4, StatbA, Stat5B, Stat6. Estes membros foram descritos em 3
cromossomos humanos distintos: Statl e Stat4 no cromossomo 2, Stat3, Stat5a e Stat5b no
cromossomo 17, enquanto que Stat2 e Stat6 no cromossomo 12 (Copeland et al., 1995).
Stat estdo envolvidas em diversos eventos bioldgicos tais como desenvolvimento
embrionario, morte celular programada, imunidade inata e adaptativa e regulacdo do
crescimento celular (Mali, 2015). Com base nas suas funcdes, a familia Stat pode ser
dividida em dois grupos. O primeiro grupo consiste de Stat2, Stat4, e Stat6 e estdo
envolvidos no desenvolvimento de células T e sinalizagdo de intérferons- y (IFN-y). O
segundo grupo inclui Statl, Stat3, Stat5 e estdo envolvidos no desenvolvimento das
glandulas mamarias e embriogénese. Este segundo grupo de Stat também desempenha um
papel chave na oncogénese uma vez que podem regular o ciclo celular e apoptose

(Bromberg e Darnell, 2000; Subramaniam, et al., 2013).
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Figura 1. Estrutura da STAT. Diagrama ilustra um dimero de STAT ligado ao
DNA. O dominio helicoidal ¢ mostrado em verde, o dominio de ligacdo ao DNA em
vermelho, o dominio de ligacdo em laranja, o0 dominio SH2 e 0s segmentos da tirosina
fosforilada s&o mostrados em azul. O DNA é colorido em cinza. As letras N e C indicam 0s
dominios terminais (Chen et al., 1998).

As Stat sdo ativadas através da fosforilacdo de tirosinas apos a ligacao e estimulagéo
do complexo de quinases com receptor de citocinas ou do complexo receptor com fator de
crescimento tais como EGF (Fator de Crescimento Epidérmico), FGF (fator de crescimento
de fibroblastos), PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), GCSF (fator de
estimulacdo de coldnias de granuldcitos) e Interleucina-6 (IL-6). Outras classes de proteinas
tirosina quinase ndo-receptoras também podem estimular a ativacdo da Stat incluindo
quinases da familia Src e quinases Jak da familia Janus, as quais podem ativar diretamente
a Stat (Leaman et al., 1996; Devarajan e Huang, 2009) (Fig. 2). Statl, Stat3, Stat5 podem
ser ativadas diretamente pelo receptor de EGF independente de Jak ou Src (Mali et al.,
2015). Adicionalmente, a ativagdo da Stat também pode acontecer pela fosforilagdo dos
residuos de serina (Chung et al., 1997; Ouédraogo et al., 2015). Stat fosforiladas formam
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homo ou heterodimeros, se translocam para o ndcleo onde se ligam a regides promotoras
especificas de genes alvos conduzindo a um aumento da atividade transcricional (Bowman

et al., 2000; Bromberg e Darnell, 2000).

STAT signaling mechanisms

Growth Factors (EGF, PDGF) Cytokines (IL-6,IFN)
v v
Growth Factor Receptors Cytokine Receptors Non-Receptor Tyrosine Kinases

Extracellular

Dimerization
Cytoplasm

D> — )+ D

Nuclear import

Cyclin D1/Bcl-XL

TAT3

@ Transcription
,—D

MMP-2/MMP-9
VEGF/bFGF/HIF-1

Nucleus

Stat3 binding site

Figura 2. Sinalizacdo Stat. Apds ativacdo pelos receptores dos fatores de
crescimento e receptores de citocinas, a STAT torna-se fosforilada e se transloca para o
nucleo para ativar a transcri¢ao de genes-alvo (Devarajan e Huang, 2009).

Degradacdo proteossdmica dos componentes da via de transdugdo Stat, assim como
dos receptores e das quinases Jak contribuem para a diminuicdo da expressdo da Stat. Este
feedback negativo também pode ser mediado pelas proteinas SOCS (suppressor of cytokine
signaling) a partir de trés mecanismos: 1) ligacdo com o dominio SH2 das proteinas da
familia Src inativando-as; 2) ligacdo com as quinases Jak, inativando-as; 3) competicdo
com sitios receptores da Stat impedindo a fosforilacdo (Groner et al., 2008; Grivennikov e

Karin, 2010).
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Outro mecanismo de retroalimentacdo negativa é através das enzimas fosfatases que
desfosforilizam a Stat e quinases Jak. A fosfatase 1 e 2 tem mostrado agir diretamente na
desfosforilagdo de quinases Jak e Statb, respectivamente. A fosfatase, PTPRT, € capaz
especificamente de desfosforilar e inativar a Stat3 (Groner et al., 2008; Grivennikov e

Karin, 2010).

2.4 Stat3

Foi descrita pela primeira vez como um fator ligante ao DNA, estimulada pela
interleucina-6 (IL-6), capaz de regular a expressao de proteinas da fase aguda no figado em
resposta ao estresse (Akira et al., 1994; Kishimoto, 2005). O gene que codifica Stat3 esta
localizado no cromossomo 17g21. Stat3 medeia diversas fungdes biologicas incluindo
proliferacdo, diferenciacdo e crescimento celular (Aggarwal et al., 2009). No entanto,
inativacao deste gene causa letalidade embrionaria devido a delecédo do timo, e em adultos,
leva a diminuicdo da sobrevivéncia de linfocitos T e das células epiteliais do timo, delecao
das células apresentadoras de antigenos e excessiva proliferacdo de granuldcitos (Takeda et
al., 1997; Sano et al 2001; Lee et al,, 2002).

Stat3 é encontrada no citoplasma da célula normalmente na forma inativa podendo
ser ativada por IL-6, EGF, fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (Grivennikov e Karin, 2010). A interacdo das
citocinas com receptores na superficie celular (gp130) resulta na ativacdo da gp130 devido
a associacdo com Janus quinases, especialmente Jakl e 2, as quais promovem a fosforilagdo
da gp130. Esta molécula fosforilada atrai Stat3 e leva, consequentemente, a fosforilacdo da

Stat3. Mondmeros de Stat3 fosforilados se combinam para formam dimeros e translocam
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para o nucleo para induzir a transcri¢cdo dos genes envolvidos na proliferacdo, diferenciacéo

e sobrevivéncia celular (Hirano et al., 2000) (Fig 3).

The IL-6 family of cytokines
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Figura 3. Interacdo IL-6 com gp130 resulta na fosforilagdo da gp130 pelas quinases Jak. gp
130 estimulada nas tirosinas 767, 814,905 e 915 atrai Stat3 e, consequentemente, leva a
fosforilacdo da Stat3 (Hirano et al., 2000).

A fosforilacdo da Stat3 pode ocorrer na tirosina 705 ou na serina 727 (Aggarwal et
al., 2009). Além disso, Stat3 pode ser ativada pelo mecanismo de acetilacdo da lisina 685
(Lys®®) por histona acetiltransferase. A Lys®® reside em uma regido altamente hidrofilica
entre o dominio SH2 e o dominio ativador da transcricdo. Acetilacdo da Stat3 € reversivel
por histona desacetilase do tipo | (Yuan et al., 2005).

Para ativar genes alvos, dimeros de Stat3 translocados para o nucleo se ligam com
varios coativadores complexos tais como, receptor coativador de esterdide 1la (NCOA-1a),
quinases dependente de ciclina 9 (CDK9) ou gene Brahma 1 (BRG1). Estas ligacdes

induzem a remodelacdo local de cromatina em promotores alvos para iniciar o processo de

transcricdo (Barré et al., 2007).
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Stat3 ndo exerce seus efeitos unicamente como fator de transcrigdo nuclear. A
constatacdo de que a Stat3 também se localiza nas mitocondrias e modula a respiracéo,
abriu um novo caminho através do qual Stat3 pode regular o metabolismo celular (Wegrzyn
et al., 2009). Em situacOes de excesso de citocinas e fatores de crescimento, ou estresse
oxidativo, Stat3 pode sofrer translocacéo para a mitocondria. A importacdo mitocondrial da
Stat3 é dependente de translocases de membrana externa (TOM-20) e interna (GRIM-19).
Uma vez importada, Stat3 regula DNA mitocondrial e controla respiragdo celular,
transporte de cadeia de elétrons, potencial de membrana mitocondrial e transformacéo e
crescimento celular (Gianotti et al., 2011; Meir e Larner, 2014).

Duas isoformas principais da Stat3 sdo encontradas nas células: Stat3a, a mais
abundante de comprimento total (770aa, 92 kDa); e Stat3f, menos abundante e de
comprimento truncado (722aa, 84 kDa) (NG et al., 2012). Estas duas isoformas diferem
estruturalmente nos seus dominios de transativacdo na porcao carboxi-terminal, resultando
em atividades funcionais distintas. Stat3f ndo apresenta 55 aminoacidos que formam o
dominio de transativacdo na porcdo carboxi-terminal e, em substituicdo, apresenta a

insercdo de 7 aminoécidos Unicos na sua extremidade carboxi-terminal (Shao et al., 2001)

(Fig. 4).
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Figura 4. Diagrama esquematico da Stat3a (92 kDa) e Stat3f (84 kDa). O arranjo dos
varios dominios da Stat3, em conjunto com 0s nimeros de aminoécidos no dominio limite é
indicado. Os aminoacidos 1-715 sdo idénticos nestas duas isoformas, e a sequéncia de
aminoacidos da porgdo C-terminal é mais curta para Stat3p (NG et al., 2012).

Stat3a e B desempenham funcbes distintas (Bharadwaj et al., 2014; Shao et al.,
2001). A Stat3p ndo possui o dominio de transativacdo, desta forma, ela funciona como
uma isoforma negativa reduzindo a funcdo transcricional da Stat3a (Caldenhoven et al.,
1996). Porém, esta isoforma também desempenha outras fun¢des atuando na modulacéo da
resposta de citocinas inflamatorias (Maritano et al., 2004) e diferenciacdo de granuldcitos
(Hevehan et al., 2002).

Em células normais, a ativacdo da Stat3 é rigorosamente controlada para evitar
desregulacdo na expressdo génica. Sob condicdes fisioldgicas, tanto a amplitude quanto a
duracdo da ativacdo da Stat3 induzida por receptor sdo processos rigidamente controlados.
O pico de fosforilacdo da Stat3 ocorre no prazo de 15-60 minutos de exposicdo a citocina
ou fator de crescimento, e até mesmo na presenca de citocina continua, a ativacdo da Stat3
diminui ao longo varias horas (Frank, 2007; Subramaniam et al., 2013).

Em contrapartida, mecanismos regulatorios negativos limitam a atuagdo da Stat3.
Estes mecanismos envolvem os supressores de sinalizacdo de citocinas (SOCS), proteina

inibidora da Stat ativada (PIAS), proteinas fosfatases, e degradacdo proteossémica
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dependente de ubiquitinacdo (Aggarwal et al., 2009). As proteinas SOCS, se ligam a
quinases Jak ativadas blogueando a ligagdo com o dominio SH2 da Stat3. Qito proteinas
SOCS com estruturas semelhantes foram identificadas, no entanto, SOCS3 regula
negativamente Stat3 (He et al., 2003; Yoshimura et al., 2007). He et al. (2003)
demonstraram que em linhagem de células de carcinoma de pulm&o onde o gene SOCS3 foi
silenciado por metilacdo exibiam altos niveis de pStat3 e maior crescimento tumoral, em
contraste com células normais que expressavam SOCS3 e apresentavam baixa ou nenhuma
expressao de pStat3.

A fungdo da Stat3 também pode ser blogueada através das PIAS3 que se ligam a
Stat3 e inibe a sua interacdo com o DNA, interferindo na ativacdo de genes especificos
(Kotaja et al., 2000; Chung et al., 1997). Outro mecanismo de inativacdo da Stat3 é dado
pelas proteinas tirosina fosfatases (PTPs). Esta familia de proteinas pode ser classificada
em trés subgrupos: a classica proteina tirosina fosfatases (PTPs), fosfatases de dupla
especificidade, e fosfatases de baixo peso molecular (Chen et al., 2004). Em adicéo, a Stat3

sofre inibicdo por degradacédo proteossémica mediada pela ubiquitina (Perry et al., 2004).

2.5 Genes/Proteinas alvos da Stat3

A progressdo tumoral envolve a capacidade combinada das células em se proliferar,
resistir a apoptose, manter a angiogénese e invadir tecido adjacentes. A Stat3 tem se
mostrado um alvo importante em diversos estudos por controlar a expressdo de genes
envolvidos nestes passos fundamentais para o estabelecimento da oncogénese (Yu, Jove,

2004; Frank, 2007; Subramaniam et al., 2013).
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Stat3 ativada promove a proliferacdo celular principalmente por estimulagédo da
transcricdo de genes-chaves associados com a proliferacdo de células tumorais, tais como
ciclina D1, ciclina B, c-myc, Pim-1 e Pim-2 que estdo envolvidos na regulacdo do ciclo
celular. A forma ativa da Stat3 favorece a transicdo da fase G1 para a S por meio da
expressdo da ciclina D1 (Jarnicki et al., 2010; Kanda et al., 2004; Shirogane.et al., 1999).
Segundo Fukada et al. (1998), Stat3 também pode favorecer o bloqueio do ciclo celular da
fase G1 para S através da regulacdo positiva de ciclinas D2, D3 e A, bem como, pela
concomitante regulacdo negativa de p2l e p27. Células neoplasicas com ativacéo
constitutiva de Stat3 tambem tem mostrado niveis elevados de RNAm de ciclina Dle
RNAmM de c-myc em comparacdo com células ndo-neoplésicas (Bromberg et al., 1999).

Uma das caracteristicas principais das células tumorais é a capacidade de evitar a
morte celular programada. Stat3 também contribui para o processo tumorigénico pela
regulacdo de genes anti-apoptoticos incluindo Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-2 e survivina
contribuindo para a sobrevivéncia das células tumorais (Kim et al., 2007; Bowman et al.,
2000).

Uma das primeiras indicac@es de que a sinalizacdo Stat3 esta envolvida na apoptose
veio a partir de estudos com células de mieloma multiplos os quais mostraram que o
aumento da expressdo de Bcl-xL ocorre devido a ativacdo constitutiva da Stat3. Varias
outras proteinas anti-apoptéticas, tais como survivina e outros membros da familia Bcl
(Bcl-xL, Bcl-2 e Mcl-1), que sdo conhecidas por exercerem papel na sobrevivéncia da
célula tumoral, sdo genes que podem ser regulados pela Stat3 (Catlett-Falcone, 1999). Mcl-
1 € outro gene anti-apoptético da familia Bcl-2, que é um alvo da Stat3. O bloqueio da
Stat3 em células tumorais humanas tem mostrado sub-regular a expressdo de Mcl-1 e,

consequentemente, induz a célula tumoral a apoptose (Yu e Jove, 2004). Stat3 ativada
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também pode induzir o fator nuclear-«f8 (NF-xR) que subsequentemente inibe a apoptose.
Além disso, tem sido mostrado que Stat3 reprime a transcricdo do gene p53, ligando-se ao
promotor do p53, inibindo, desta forma, a apoptose das células tumorais (Barré et al.,
2007).

A capacidade das células do tumor em proliferar e resistir a apoptose é muitas vezes
necessaria, mas nao suficiente, para o desenvolvimento tumoral. Para que o tumor possa
sustentar o seu crescimento é necessaria a formacdo de novos vasos sanguineos. Desta
forma, a maioria dos tumores produzem fatores para estimular angiogénese. O mais potente
fator angiogénico e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Yu e Jove, 2004;
Jarnicki et al., 2010).

Stat3 regula a transcricdo de fatores angiogénicos incluindo o VEGF, fator de
crescimento de fibroblastos e do fator indutor de hipdxia-1a (HIF-1a), 0s quais participam
da angiogénese por induzir a migracao, proliferacdo e diferenciacdo das células endoteliais
(Grivennikov e Karin, 2010). Alguns estudos envolvendo carcinoma de mama (Niu et al.,
2002), esofagico (Zhang et al., 2014), gastrico (Deng et al., 2014) tém demonstrado que a
ativacdo constitutiva da Stat3 aumenta a expressdo do VEGF e atividade angiogénica do
tumor, enquanto que o bloqueio da sinalizacdo Stat3 inibe a sobre-regulacdo do VEGF e
leva a uma diminuicdo da permeabilidade vascular.

Inflamacdo também contribui para formacdo dos carcinomas humanos. A resposta
inflamatéria pode induzir a morte celular por necrose acompanhada por ativacdo de
numerosas citocinas, fatores de crescimento e quimiocinas que facilitam a proliferacdo
celular e sobrevivéncia (Coussens e Werb, 2002). Stat3 pode desempenhar um papel
importante na regulacéo da resposta imune tumoral pelo controle da expressao de citocinas

inflamatdrias, responsaveis por ativar a imunidade inata e adaptativa anti-tumor (Huang,
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2007). Células do microambiente tumoral sdo capazes de induzir um grande numero de
genes que exercem influéncia na inflamacdo, incluindo a IL-6, IL-1, M-CSF e COX-2
através da ativacdo da Stat3. Esta citocinas e fatores de crescimento liberadas pelas células
tumorais se associam com receptores das células inflamatorias estromais ativando Stat3
destas células que acabam por liberar mais mediadores inflamatérios criando assim um
ciclo (Siveen et al., 2014).

Stat3 ainda pode estar envolvida no processo de invasdo e metastase tumoral através
da regulacédo de genes que controlam adesdo celular, bem como pelo controle de genes que
promovem degradacdo da matriz extracelular (MEC) e membrana basal (Siveen et al.,
2014). Diversos estudos demonstram que Stat3 pode participar destes processos atravées do
controle das metaloproteinases de matriz (MMPs) (Qiu, et al., 2007; Li et al., 2011) e E-
caderina (Suiging et al., 2005). Suiging et al. (2005) demonstraram que a expressao de p-
Stat3 correlacionou-se com a profundidade de invasdo tumoral e com metéastases o que foi
demonstrado com uma correlacdo negativa entre a intensidade de expressdo de p-Stat3 e E-
caderina em carcinoma escamocelular cutaneo. Qiu et al. (2007) observaram que o
silenciamento do gene STAT3 por RNA de interferéncia em uma linhagem celular de
carcinoma pancreatico levou a um decréscimo de MMP-2 em nivel do RNAmM e de
proteinas. Li et al. (2011) relataram que a expressdo de MMP-7 foi reduzida em tumores
silenciados para STAT3 e que a taxa de invasdo neste tumores foi significativamente
reduzida em comparacdo ao grupo controle. A figura 5 ilustra o papel da Stat3 ativada no

controle de genes-alvo.
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Figura 5. Representacdo esquematica dos genes-alvo da Stat3. Stat3 controla a expressao de
genes que sdo necessarios para a proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celular,
angiogénese e inflamacéo (Siveen et al., 2014).

2.6 Papel da STAT3 em neoplasias

Devido ao importante papel da Stat3 sobre o ciclo e sobrevivéncia celular, varios
estudos tém demonstrado a ativacdo constitutiva da Stat3 em diversos canceres humanos
incluindo de ovério (Gest et al., 2012), pancreas (Huanh e Xie, 2012), mama (Wagner e
Schmidt, 2012), préstata (Sun et al., 2012), pulméo (Liu et al., 2012), cabeca e pescogo
(Yadav et al., 2011) e das glandulas salivares (Araujo et al., 2008).

O aumento do nivel da Stat3 fosforilada em neoplasias ndo tem sido relacionado
com mutacdo no gene STAT3. Esta ativacdo constitutiva de Stat3 pode surgir de maneira
paracrina através da oferta de citocinas e fatores de crescimento, como IL-6 e EGF, dentro
do microambiente tumoral, ou de maneira autdcrina devido a eventos genéticos que

ocorrem no DNA das células neoplasicas incluindo ativacdo de oncogenes, inativacdo de
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genes supressor de tumor, mutagdes em EGFR, alta expressdo de Src e mutacdes em genes
que levam a Jak hiperativas (Johnston e Grandis, 2011).

Hiperativacdo da Stat3 também pode resultar de mutagfes em qualquer regulador
negativo da Stat3, por exemplo, o silenciamento da regido promotora das SOCS3 por
hipermetilagdo (Greenhalgh e Hilton, 2001; He et al., 2003). Para Kortylewski e Yu
(2008), embora a ativacdo constitutiva da Stat3 possa ser atribuida a subexpressao de
proteinas que agem negativamente na via de sinalizacdo Stat3, tais como, as proteinas
SOCS1 e 3 e as PIAS, esta ativacdo ocorre principalmente em resposta a superexpressao de
citocinas e fatores de crescimento, a exemplo das IL-6 e EGF que estdo excessivamente
expressas nas neoplasias. Além disso, oncoproteinas, como as Src, que estdo
frequentemente ativas em varios tipos de canceres, também séo ativadoras da Stat3.

O papel da Stat3 na formacédo e progressao tumoral tem motivado muitos estudos a
desenvolver abordagens para inibir a via de sinalizacdo Stat3. Diversos inibidores da
sinalizagdo Stat3 incluindo, Eriocalyxin B em linhagem de adenocarcinoma de pulméo (Yo
et al., 2015), Stattic em linhagem de carcinoma de mama (Schust et al., 2006), Bigelovin
em linhagem de carcinoma hepético (Zhang et al., 2015); Cryptotanshinone em linhagem
de carcinoma colorretal (Li et al., 2015) tém sido investigadas e os resultados apontam que
a inibicdo de sinalizacdo da Stat3 pode causar supressdo do crescimento tumoral.

Tu et al. (2012) identificaram importantes funcbes da IL-6 e Stat3 e suas
implicacBes para varios aspectos no desenvolvimento do osteossarcoma. Eles mostraram
que a IL-6 produzida pelas células-tronco mesenquimais ativam a Stat3 nas células do
tumor. Esta interagdo IL-6/Stat3 estimula a proliferagdo, migragdo e invasao celular, além

de inibir a apoptose das células tumorais. Os autores também demonstraram que a inibi¢do
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do STAT3 por RNAsi reduz significativamente metéstases pulmonares de osteossarcomas
in vitro.

Gest et al. (2012) ao comparar a expressao da Stat3 em uma linhagem de carcinoma
de ovario pouca agressiva (OVCAR-3) com duas linhagens de carcinoma de ovario
altamente agressiva (SK-OV-3 e HASCJ) confirmaram, por imunofluorescéncia, que a
Stat3 estd ativada em células altamente agressivas de carcinoma de ovario e que a
localizacdo da Stat3 nestas células foi nuclear.

Sun et al. (2012) relataram que o aumento da ativagdo da Stat3 ocorre
frequentemente em cancer de prostata e que esta ativagdo esta associada com a progressao
tumoral. Os autores demonstraram que o bloqueio da ativacdo da Stat3 resulta na supresséo
de crescimento do cancer de prostata. Neste estudo, foi identificado que a inativacdo da
Stat3 se da por mecanismos inibitérios da fosforilacéo.

Li et al. (2011) ao avaliar uma linhagem de carcinoma pancreatico humano
(SW1990) tratada com vetor lentiviral contendo RNA silenciador do STAT3, observaram
que a taxa de proliferacdo das celulas tumorais, a densidade microvascular e a expresséo de
metaloproteinase de matriz-7 (MMP-7) foram significativamente reduzidas em comparacgéo
ao grupo controle.

Deng et al. (2013) verificaram que a expressdo de RNAmM de STAT3 e a expressao
da proteina Stat3 foi significativamente maior em células de carcinoma gastrico em
comparacdo com as células adjacentes ao tumor e com células gastricas normais. Os autores
ainda observaram que pacientes com alta expressdo do gene e da proteina Stat3
apresentavam uma média de sobrevida muito menor do que 0s pacientes com expressao

reduzida ou negativa.
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Xuan et al. (2015) ao examinar 100 casos de carcinoma escamocelular esofagico,
observaram alta expressdo da Stat3 (89%) e da pStat3 (71%) nas células tumorais quando
comparadas com a mucosa esofagica normal. Ainda para estes autores, alta expressdo da
Stat3 e pStat3 foi correlacionada positivamente com altos niveis de metaloproteinase de
matriz-2 (MMP-2) e que a supressdo da expressdao do RNAm de STAT3 e da proteina Stat3
por RNAsi de STAT3 reduziu a invaséo celular significativamente.

Huang et al. (2000) relatam que a ativagdo constitutiva da Stat3 esta presente em
linhagem celular de carcinoma de ovario, mas esta ativacdo ndo esta presente na superficie
epitelial do ovario normal. Para estes autores, a ativagdo da Stat3 mostrou relagdo com alta
expressdo de Bcl-x e ciclina D1.

Santillan-Benitez et al. (2014) avaliaram a expressdo dos genes STAT3 e SOCS3
utilizando RT-gPCR em 43 biopsias de pacientes com tumores benignos da mama e 26
bidpsias de carcinoma mamario e observaram baixa expressdo do gene STAT3 e alta
expressdo de SOCS3 nos tumores benignos em comparagdo com 0s carcinomas de mama
sendo esta diferenca estatisticamente significante.

Lee et al. (2012) avaliaram a expressdo de Stat3 em tumor benigno e maligno de
célon. Segundo estes autores, a expressdo e intensidade de marcacdo da Stat3 foi

significativamente menor em adenomas colorretais do que nos adenocarcinomas.

Min e Wei-hong (2009) ao investigar as expressdes de Stat3 e pStat3 em tumores
ovarianos benignos e em carcinoma epitelial do ovario (CEQ) por imuno-histoquimica,
observaram que 0s tumores ovarianos benignos apresentaram uma menor expressao
significativa de Stat3 e pStat3 em comparacdo com o CEO. Os autores também

encontraram uma correlacdo entre as expressoes da Stat3 e pStat3 em CEO. A expressao da
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Stat3 e pStat3 foram significativamente maiores nos estadiamentos Il e 1V do que nos

estagios de l e 1l.
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3. HIPOTESES

H1. Stat3 esta superexpresso em TOQs e ABs, em nivel transcricional e proteico.

H2. ABs apresentam uma maior expressao da Stat3 que os TOQs.

H3. TOQs associados a SCBCN apresentam maior expressdo da Stat3 quando comparados

aos casos esporadicos.
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4. PROPOSICAO

4.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar a expressao génica e imuno-histoquimica
da Stat3 em TOQs e ABs, na tentativa de contribuir para a compreensdo dos mecanismos

moleculares envolvidos na patogénese destas lesdes.

4.2 Objetivos especificos

- Avaliar a expressao génica e imuno-histoquimica da Stat3 em TOQs.

- Avaliar e comparar expressdo génica e imuno-histoquimica da Stat3 dos TOQs

esporadicos e associados a SCBCN.

- Avaliar a expressao génica e imuno-histoquimica da Stat3 em ABs.

- Avaliar e comparar a expressdo imuno-histoquimica da Stat3 dos subtipos histologicos

solidos e unicisticos dos ABs.

- Comparar a expressao génica e imuno-histoquimica da Stat3 dos TOQs com ABs.

- Auvaliar presenca de inflamacdo nos TOQs e ABs e associar inflamacdo com a

imunomarcacao da Stat3.
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5. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos da pesquisa

A pesquisa, atendendo a Resolucdo do Conselho Nacional de Saide n° 196/96
(Brasil, 1996), foi apreciada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da

Bahia obtendo parecer favoravel de nimero 646.051 (Anexol).

5.2 Obtencao das amostras biologicas

Para a andlise da expressdo génica, um total de 30 amostras de tumores
odontogénicos foram utilizadas, sendo 7 amostras de ABs e 23 de TOQs. Das 23 amostras
de TOQs, 14 foram esporadicos e 9 de associados a SCBCN e das 7 amostras de ABs, 5
foram sélidos e 2 unicisticos. Estas amostras, que foram cedidas para nosso estudo, fazem
parte do Biorepositério de Amostras Bioldgicas do grupo de Pesquisa em Biopatologia do
Centro de Pesquisa Gongalo Muniz (CPqGM), Salvador, Bahia, e foram coletadas entre os
anos de 2005-2013 durante os procedimentos cirdrgicos para tratamento destas lesées no
Hospital Santo Antdnio/Obras Sociais Irma Dulce de Salvador, Bahia. Para preservacao do
material genético durante a coleta, as amostras eram criopreservadas em nitrogénio liquido
ou mantidas em RNAlater (Ambiom ®) sendo, posteriormente, armazenadas em um freezer
a -80°C até a extracdo do RNA. Apenas eram coletados os casos que ja tinham uma
confirmac&o prévia, apos biopsia incisional, por diagndstico histopatologico de TOQ e AB

considerando os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) em
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2005 para o diagnostico destes tumores. Apo6s enucleacdo ou ressecgdo do TOQ e AB
também era feita a confirmacdo do diagnostico histopatoldégico do espécime tumoral
completa. Foram excluidos do estudo os casos que apresentavam quantidade de RNA
insuficiente e de baixa qualidade. A maioria dos casos utilizados para analise da expressao
génica ndo apresentavam 0s correspondentes blocos em parafina para analise imuno-
histoquimica, devido a isto, ndo foram utilizados os mesmos casos para analise da proteina.

Sabendo que o calibrador das reacdes de gPCR deve ser uma amostra que expresse
0 gene estudado, investigamos e detectamos a expressdo do STAT3 em 5 amostras de
mucosa bucal ndo-neoplasica que apresentaram expressao do STAT3. As amostras foram
agrupadas em um pool o qual foi utilizado como calibrador das reagdes. As amostras de
mucosa bucal foram coletadas durante o procedimento cirargico de exodontia do terceiro
molar sobre a regido do capuz gengival.

Para andlise da expressdao imuno-histoquimica, um total de 90 casos de tumores
odontogénicos foram incluidos neste estudo sendo 43 TOQs e 47 ABs. Dos 43 casos de TOQs,
35 foram TOQs esporadicos e 8 foram associados a SCBCN, e dos 47 casos de ABs, 30
foram do tipo histoldgico so6lido, enquanto que 17 foram unicisticos. Todos estes casos
foram selecionados dos arquivos do laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) e do Biorepositério de
Amostras Bioldgicas do CPqGM, Salvador, Bahia, apds confirmacdo do diagndstico
histopatoldgico realizado por um patologista experiente considerando 0s critérios
estabelecidos pela classificacdo da OMS (2005) para o diagndstico do TOQ e do AB. Os
registros dos tumores selecionados incluiam casos coletados entre 0s anos de 2002 a 2014.
Foram incluidos no estudo os casos que exibiam quantidade suficiente de tecido tumoral no

bloco parafinado disponivel sendo excluidos do estudo os casos que ndo apresentavam
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quantidade suficiente de epitélio no tumor considerando que os dois tumores avaliados sdo
tumores de origem epitelial.

Foram considerados como sendo TOQs associados a SCBCN quando os pacientes
apresentavam os critérios diagnosticos propostos por Evans et al. (1993). O diagndstico era
estabelecido quando dois critérios maiores ou um maior e dois critérios menores estavam

presentes.

5.3 Anélise da expressao génica

5.3.1 Extracéo de RNA total

O RNA total foi extraido de 25-30 mg dos TOQs, ABs e mucosa bucal previamente
congelados de acordo com as especificacdes do fabricante (RNeasy Mini Kit, Qiagen,
Hilden, DE). O DNA gendmico foi eliminado utilizando a enzima DNase | (DNase |
Amplification Grade Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA). A pureza do RNA foi realizada por
espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) sendo
considerada satisfatoria valores entre 1.9-2.05 (A260/280) e a quantidade de RNA total foi
avaliada por fluorimetria (QuBit™, Life Technologies, USA). A integridade do RNA total
foi confirmada num gel de agarose contendo 1% de formaldeido sendo considerado 6timas
bandas ribossdmicas nitidas e intensas 18s e 28s nas proporces 2:1. O cDNA foi
sintetizado a partir de 2 de pg de RNA total utilizando primers oligo (dT) e Kit
Transcriptase Reverse Il Superscript Il (Invitrogen) num volume de reacdo de 20 pl de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. As misturas destes produtos foram

incubadas a 42°C durante 2 min, seguido por 65°C durante 50 min, 42°C durante 55 min,
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70°C durante 15 min, 37°C durante 20 min, e 4°C durante 5 min). A eficiéncia da
transcriptase reversa foi avaliada através da amplificagdo dos genes de referéncia GAPDH e

B2M.

5.3.2 Reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qQPCR)

As reacOes de qPCR foram realizadas em duplicata utilizando TagMan Gene
Expression Assays™ inventoriados para o gene STAT3 (Hs00374280_m1), bem como para
0s genes de referéncia GAPDH (Hs02758991 g1) e B2M (Hs00984230_m1) (Tab. 1), os
quais foram selecionados a partir de um grupo de 6 genes candidatos a referéncia (HPRT1,
18s, GAPDH, B2M, UBC e ACTB). As amostras foram normalizadas através da média

geométrica dos genes de referéncia (GAPDH e B2M) (Fig. 6).

As reagdes foram conduzidas no aparelho ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Applied BiosystemsTM, Foster City, CA), utilizando placa de 96 pogos e com um volume
total de 20 uL. Cada um dos poc¢os possuia: 2.5ng/ul. de cDNA da amostra (4uL), 1uL de
Assay (Applied BiosystemsTM, Foster City, A), 10uL de Tagman PCR Master Mix Kit
(Applied BiosystemsTM, Foster City, CA) e 5uL de agua livre de RNAse. O programa de
amplificacdo consistiu de um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos,

seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
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Figura 6. Demonstracdo dos genes de referéncia GAPDH e B2M nas amostras de TOQ e

AB.

Tabela 1. Especificacbes dos genes STAT3, GAPDH e B2M utilizados no estudo.

Gene Assay RefSeq Proteina traduzida
STAT3 Hs00374280_m1 NM_003150.3 NP_003141.2
NM_139276.2 NP_644805.1
NM_ 213662.1 NP_644805.1
GAPDH Hs02758991 gl NM_001256799.1 NP_001243728.1
NM_002046.4 NP_002037.2
B2M Hs00984230_m1 NM_004048.2 NP_004039.1
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5.3.3 Anélise da expressao génica

Apos as corridas de amplificacdo, os valores de Quantificacdo Relativa (QR) foram
obtidos com o auxilio do software Expression Suite v.1.0.3 (Applied Byosistems, USA), o
qual utiliza o método comparativo de Cq (AACQ) (Fig 7). O valor de Cq de cada amostra
foi normalizado utilizando a média geométrica dos valores de Cq dos genes referéncias,
GAPDH e B2M. O calibrador das reag¢des consistiu de um “pool” de amostras da mucosa

bucal ndo-neoplésica.

Figura 7. Célculo matematico do método comparativo de Cq (AACQ)

ACQ avo= CQaivo — Cq referencia AACQ= ACQ alvo — ACQ calibrador 244CQ ACQ
— —
ACQ calibrador = Cq calibrador — C0 referéncia

5.4 Analise da expressdo imuno-histoquimica

5.4.1 Técnica imuno-histoquimica

Cortes de trés micrometros de espessura foram obtidos a partir dos espécimes
emblocados em parafina e acondicionados sobre laminas previamente silanizadas. Para
desparafinizacdo, os cortes foram submetidos a imersdo em xilol em temperatura ambiente,
em dois tempos de dez minutos e, em seguida, alcool absoluto, em dois tempos de cinco

minutos e, posteriormente, foram lavados em agua destilada por trinta segundos.
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Para a recuperacdo antigénica foi utilizada uma solugéo de citrato (pH 6.0) durante
10min (Dako, Carpinteria, USA) para Stat3. As laminas foram lavadas em agua destilada e
a area do corte histologico foi demarcada com o auxilio de uma caneta hidrofébica
apropriada (Dako, Carpinteria, USA). Em seguida, os cortes foram embebidos em solucgéo
salina fosfatada (PBS) 0,01 molar, pH 7.4. Para o bloqueio da peroxidase endégena foi
utilizada uma solucédo de peroxido de hidrogénio a 3% diluido em agua destilada durante 15
minutos, em temperatura ambiente e sob protecdo de luz direta. Ap6s lavagem com agua
destilada, os cortes foram imersos em PBS, em dois tempos de cinco minutos cada.

O anticorpo primario Stat3 (clone F-2, Santa Cruz Biotechnology) foi incubado
overnight, a temperatura de 4°C, na diluicdo de 1:100. Em seguida, os reagentes HRP Link
e HRP Enzyme (Advance™, Dako Corporation, Carpinteria, USA) foram aplicados nos
cortes histoldgicos, 20 minutos cada. Para revelacdo das reacOes, utilizou-se 3,3-
diaminobenzidina (Dako ,Carpinteria, USA) por 5 minutos, em camera escura. Ap0s nova
lavagem em agua destilada, as se¢Oes histoldgicas foram contra-coradas com hematoxilina
de Harris, desidratadas com alcool absoluto e diafanizadas com xilol para entdo preceder as
montagens das laminas em permount.

Todas as reacdes foram acompanhadas por um controle positivo sendo utilizados
cortes histologicos de carcinoma escamocelular de pulméo. Para controle negativo das

reacdes, 0 anticorpo primario foi substituido por soro normal de mesmo isotipo.
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5.4.2 Andlise imuno-histoquimica

A anélise imuno-histoquimica foi feita por um examinador previamente treinado
usando microscopia de luz acoplado a um sistema de camara digital (AXIOCAM ICC3;
2008; ZEISS, Goetingen, Germany, 2008) usando o software (Axio Vision4.8; ZEISS,
Goetingen, Germany, 2008). As células imunopositivas foram identificadas como uma cor
castanha e foram classificadas quanto a intensidade da marcagdo seguindo 0s seguintes
critérios: escore 0, nenhuma marcacdo; escore 1, marcacdo discreta; escore 2, marcagdo
moderada; ou escore 3, marcacdo intensa (Tab. 2). A propor¢do da imunomarcagdo foi
definida de acordo com a proporc¢éo de células positivas e também seguiu escores de 0-3: 0,
até 5% de células positivas; 1, 6-25% de células positivas; 2, 26-75% de células positivas;
3, >75% de células positivas (Tab. 3). A multiplicacdo dos escores da intensidade (0-3) pela
proporcao de células marcadas (0 a >75%) resultou nos seguintes escores finais: quando o
produto dos escores era 0, o caso foi classificado como negativo; quando o produto dos
dois escores variou de 1 a 3 o caso foi classificado como baixa expressdo imuno-
histoquimica; e quando o produto era >4 o caso foi classificado como alta expressao imuno-
histoquimica (Tab. 4). (Escores baseado em Dultra et al., 2012).

A distribuicdo das proteinas foi avaliada particularmente nas camadas basal,
intermediaria e superficial dos TOQs esporadicos e associados a sindrome (SCBCN), bem
como nas ilhas tumorais, epitélio do revestimento cistico e nas areas de metaplasia
escamosa dos ABs. Também foi observado se a imunomarcacdo era citoplasmatica ou

nuclear. Ainda foi observado presenca de inflamagdo no estroma tumoral sendo a

36



inflamacédo classificada como ausente, ndo-significante (presenga de inflamagéo discreta)

ou significante (quando a inflamagédo era moderada ou intensa).

Tabela 2. Escores da intensidade da imunomarcacao da Stat3

Escores Definicéo

0 Auséncia de marcacao
1 Marcacao discreta

2 Marcacdo moderada

3 Marcagéo intensa

Tabela 3. Escores da proporg¢éo das células marcadas pela Stat3.

Escores Definicéo
0 <5% das células positivas
1 6-25% das células positivas
2 26-75%das células positivas
3 >75% das células positivas
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Tabela 4. Escore final obtido pelo produto da multiplicagéo dos escores da intensidade pela
proporc¢do de células marcadas pela Stat3.

Produto escores Definicéo
0 Caso negativo
1-3 Baixa expressao
>4 Alta expressédo

5.5 Analise estatistica

Os dados da expressdo génica e proteica foram avaliados quanto a normalidade
segundo a teste de Shapiro-Wilk e Kolgomorov-Smirnov. Devido aos dados ndo seguirem
uma distribuicdo normal na curva de Gauss foram realizados os testes ndo paramétricos:

- teste de Mann-Whitney: utilizado para analisar os dados da expressao génica.

- teste de Fisher: utilizado para analisar os dados da expressdo imuno-histoguimica.

Todos os calculos estatisticos foram realizados utilizando o GraphPad Prism 5.01
(San Diego, CA, EUA). Um valor de p <0,05 foi considerado como sendo estatisticamente

significativo.
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6 RESULTADOS

6.1 Expressdo do gene STAT3em TOQ e AB

Expressaio de RNAm de STATS3 foi encontrado em 29 (96,66%) dos 30 dos
tumores odontogénicos estudados. Nos TOQs, transcritos de STAT3 estavam presentes em
todos os casos com QR variando entre 0,095 a 19,39 e uma mediana de QR= 0,402 (DP=
1,807) estando este gene subexpresso comparado a amostra calibradora (Fig. 8). Vale
ressaltar que em dois casos de TOQ os valores de QR dispersavam dos valores das outras
amostras sendo de 9,021 e 19,394 e representaram casos de TOQ esporadicos/recorrentes.
TOQs esporadicos apresentaram maiores valores de QR em relagcdo aos TOQs sindrdmicos
(p=0,04; teste de Mann Whitney) (Fig. 9). Em ABs, transcritos de STAT3 néo foi presente
em um caso com valores de QR variando de 0 a 1,315 e uma mediana de QR de 0,325
(DP=1,975) estando este gene subexpresso comparado ao calibrador (Fig. 8). Nao foi
observada diferenca na expressdao do gene STAT3 entre TOQ e AB (p=0,88; teste de Mann

Whitney. Fig. 10).
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Figura 8. Expressdo do gene STAT3 nos tumores odontogénicos queratocisticos (TOQ) e
ameloblastomas (AB) em relagéo a amostra calibradora.
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Figura 9. Comparacdo da expressdo do gene STAT3 nos tumores odontogénicos
queratocisticos (TOQs) esporadicos e associados a SCBCN.
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Figura 10. Comparacdo da expressao do gene STAT3 nos tumores odontogénicos
queratocisticos (TOQ) e ameloblastomas (AB).
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6.2 Expressdo imuno-histoquimica da Stat3 em TOQ e AB

Nos avaliamos a imunomarcacdo da Stat3 em 90 casos de tumores odontogénicos
sendo 43 TOQs e 47 ABs. Dos 47 casos de TOQs estudados, 35 foram tumores esporadicos
e 8 associados a SCBCN. Stat3 foi detectada em 29 casos (67,44%) de TOQ, sendo que 8
casos exibiram escore 3, 9 casos exibiram escore 2 e em 12 casos o escore foi 1. Em relagdo
a intensidade da marcacdo, 5 casos exibiram marcagéo intensa, 8 casos exibiram marcacao
moderada e em 16 casos a marcacao foi discreta (Fig. 11). Considerando o escore final
obtido pela multiplicacdo da intensidade pela proporcdo de celulas marcadas, 14 casos
(32,55%) de TOQ foram negativos, 19 casos (44,18%) foram classificados como baixa
expressdo imuno-histoquimica da Stat3 e 10 casos (23,25%) foram categorizados como alta
expressao (Fig. 12).

A imunomarcacdo no TOQ foi evidente principalmente nas camadas basal e
intermediaria do revestimento epitelial da parede cistica fibrosa (Tab. 6 e Fig. 13).
Marcacdo citoplasmatica apenas foi evidenciada em 58,62% (n=17) dos casos de TOQs que
Stat3 foi detectada, enquanto que marcacdo citoplasmatica e nuclear, simultaneamente, foi
observada em 41,37% (n=12) dos casos. Ndo foi observada diferenca estatistica na
proporcao de células positivas, intensidade de marcacdo e escore final da Stat3 entre os
TOQs esporadicos e associados a SCBCN (p=0,31; p=0,39; p=0,65, respectivamente; teste
de Fisher). Assim como, ndo foi observada diferenca na marcacéo nuclear da Stat3 entre os
TOQs esporadicos e sindromicos (p=0,66; teste de Fisher) (Tab 5).

Dos 47 casos de ABs avaliados, 17 foram unicisticos e 30 solidos. Stat3 foi
detectada em 37 casos (78,72%) dos casos de ameloblastoma sendo que 19 (51,35%) casos

exibiram escore 3, 7 casos (18,91%) exibiram escore 2 e em 11 casos (29,72%) o escore foi
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1. Esta marcagdo foi intensa (n=13), moderada (n=11) e discreta (n=13) em 35,13%,
29,72% e 35,13% dos casos, respectivamente (Fig. 11). Considerando o escore final, 10
casos (21,27%) de AB foram negativos, 16 casos (34,04%) foram classificados como baixa
expressao imuno-histoquimica da Stat3 e 21 casos (44,68%) foram categorizados como alta
expressao (Fig. 12).

Nos ABs, as células imunomarcadas foram mais frequentemente evidentes no
parénquima tumoral das ilhas epiteliais e em todas as camadas de revestimento cistico
quando presentes. Por vezes, a marcacao nas células periféricas das ilhas tumorais era mais
evidente que nas células centrais. Imunoreatividade para a Stat3 também foi observada em
areas de metaplasia escamosa (Tab. 6 e Fig. 14). Marcacdo citoplasmatica apenas foi
evidenciada 64,86% (n=24) dos casos de ABs imunoreativos, marcagdo citoplasmatica e
nuclear simultaneamente foi observada em 32,43% (n=12) dos casos, enquanto que em
apenas um caso (2,7%) foi observado apenas marcagdo nuclear. N&o foi observada
diferenca estatistica na proporcdo de celulas positivas, intensidade de marcacao e escore
final da Stat3 entre os ABs solidos e unicisticos (p=0,35; p=0,13; p=0,37, respectivamente;
teste de Fisher). Também, ndo foi observada diferenca na marcagdo nuclear da Stat3 entre
0s ABs sdlidos e unicisticos (p=0,32; teste de Fisher) (Tab 5).

Houve diferenca estatistica na imunomarcacéo da Stat3 entre TOQ e AB, pode-se
observar que os ABs apresentaram uma maior propor¢do de células marcadas pela Stat3
(p=0,03; teste de Fisher). No entanto, ndo houve diferenca na marcacdo nuclear da Stat3

entre TOQ e AB (p=0,58; teste de Fisher).
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Distribuicdo dos escores da intensidade e propor¢do de células marcadas
pelo STAT3 nos TOQs e ABs
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Figura 11. Distribuicdo dos escores da intensidade e proporcdo de células marcadas pela
Stat3 em TOQs e ABs.

Escore final (intensidade da marcacdo X proporgédo de células marcadas)
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Figura 12. Produto dos escores intensidade pela propor¢do de células marcadas pela Stat3
nos TOQs e ABs.
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Tabela 5. Avaliacdo da proporcéo de células marcadas, intensidade, escore final e marcagdo celular em TOQ esporadico e sindrémico
e AB solido e unicistico.

Proporcéo de células marcadas Intensidade da marcacéo Produto dos Escores Marcagédo
Celular
Tumor
Total >75% células positivas (%) p Moderada/ Intensa (%) p Alta expressdo (%) p Nuclear (%) p

TOQ esporadico 85 8 (22,85%) 0,31 12 (34,28%) 0,39 9 (25,71%) 0,65 9 (25,71%) 0,66

TOQ sindrémico 8 0 (0) 1 (12,5%) 1 (12,45) 3(17,64%)
AB s6lido 30 14 (46,66%) 0,35 18 (60%) 0,13 15 (50%) 0,37 10 (33,3%) 0,32

AB unicistico 17 5 (29,41%) 6 (35,29%) 6 (35,29%) 3(17,64%)

Dados estatisticos avaliados pelo teste de Fisher
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Tabela 6. Imunomarcacéo da Stat3 de acordo com a distribuicéo histolégica em TOQ e AB.

Camada Epitelial llhas Areas

Tumor tumorais metaplasicas
Basal Intermediaria  Superficial

TOQ Esporadico 17 99 6 ) )

TOQ Sindrémico 6 7 5 - -

AB Unicistico 7 7 7 5 3

AB Solido - - - 27 15

Dos 29 casos de TOQ imunomarcados, inflamacéo significativa foi encontrada em
11 casos, inflamagdo ndo-significativa em 16 casos, e em 2 casos ndo foi evidenciada
presenca de inflamacdo. Em 16 casos dos TOQs imunomarcados foram evidenciadas
imunomarcacao da Stat3 nas celulas inflamatorias. Dos 37 casos de ABs imunomarcados,
inflamacédo significativa foi encontrada em 3 casos, inflamacdo nédo-significativa em 28
casos, e em 6 casos ndo houve inflamacdo. Em 3 casos de ABs foram evidenciadas
imunomarcacdo da Stat3 nas células inflamatorias. A tabela 7 ilustra a presenca de
inflamacéo de acordo com os escores da proporcdo de células marcadas nos TOQs e ABs
imunoreativos. Foi evidenciado associacdo estatistica significativa entre a presenca de
inflamacdo com a imunomarcagdo da Stat3 nos TOQs sendo que TOQs com inflamacao

tiveram uma maior proporcdo de células marcadas pela Stat3 (p=0,001; teste de Fisher).
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Tabela 7. Presenca de inflamacdo em TOQs e ABs e sua relacdo com a proporgdo de
células imunopositivas.

Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3

TOQ

Inflamac&o ausente 0 0 1 1

Inflamag&o néo significante 14 10 5 1

Inflamacéo significante 0 2 3 6
AB

Inflamac#o ausente 0 2 0 4

Inflamagdo n&o significante 10 9 5 14

Inflamacéo significante 0 0 2 1
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Figura 13. Imunomarcacdo da Stat3 no tumor odontogénico queratocistico (TOQ). (A)
Epitelio do revestimento cistico exibindo imunomarcacgéo citoplasmatica da Stat3 em todas
as camadas; (B) Marcacdo citoplasmatica nas celulas da camada intermediaria do epitélio
do revestimento cistico do TOQ e capsula fibrosa com intensa inflamagéo exibindo células
inflamatdrias e fibroblastos imunomarcados; (C) Marcacdo nuclear da Stat3 nas células da

camada basal e intermediaria do epitélio do revestimento cistico do TOQ.
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Figura 14. Imunomarcacdo da Stat3 no ameloblastoma (AB). Ameloblastoma sélido (A, B,
C) e ameloblastoma unicistico (D). (A) Marcacdo predominantemente citoplasmatica e
eventual marcacao nuclear da Stat3 nas areas centrais e periféricas das ilhas tumorais; (B)
Area cistica com brotamentos epiteliais exibindo marcacéo citoplasméatica pela Stat3; (C)
Area de metaplasia escamosa imunomarcada; (D) Marcac3o citoplasmatica pela Stat3 em

todas as camadas do revestimento cistico.
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7. DISCUSSAO

Avancos recentes na compreensdo da sinalizacdo Stat3 e no seu papel na progresséo
e agressividade tumoral levaram ao estabelecimento dessa proteina como um alvo potencial
em diversos estudos (Min e Wei-hong, 2009; Yadav et al., 2011; Lee et al., 2012; Gest et
al., 2012; Huang e Xie, 2012; Sun et al., 2012; Peyser e Grandis, 2013; Zhang e Lali, 2014;
Liao et al., 2014). Este estudo se propds a avaliar a expressdo génica e imuno-histoquimica
da Stat3 em TOQ e AB, dois tumores odontogénicos frequentes com diferentes graus de
comportamento agressivo e distintas taxas de recorréncia para adicionar conhecimento
sobre o perfil molecular deste grupo de tumores.

NOs observamos uma subexpressdo de RNAmM de STAT3 em TOQ e AB, assim
como observamos que 76,74% dos casos de TOQ e 55,31% dos casos de AB foram
negativos ou apresentaram uma baixa expressdo imuno-histoquimica da Stat3. Outros
estudos que avaliaram a expressdo do gene e da proteina Stat3 em tumores benignos
também tém observado baixa expressdo da Stat3 (Santillan-Benitez et al., 2014; Zhu et al.,
2013; Lee et al., 2012; Min e Wei-hong, 2009). Santillan-Benitez et al. (2014) avaliaram a
expressdo dos genes STAT3 e SOCS3 utilizando RT-qPCR de 43 biopsias de pacientes
com adenomas da mama e 26 biopsias de carcinoma mamario. Estes autores observaram
baixa expressdo do gene STATS3 e alta expressdo de SOCS3 nos adenomas em comparacao
com os carcinomas de mama sendo esta diferenca estatisticamente significante. Zhu et al.
(2013) observaram que a expressdo imuno-histoquimica da Stat3 foi negativa em 80% dos
casos de dos adenomas adrenocorticais, ao contrario dos tumores malignos que exibiram
79,17% dos casos positivos. Lee et al. (2012) compararam a expressdo de STAT3 em tumor

benigno e maligno de c6lon. Segundo estes autores, a expressao e intensidade de marcacao
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da STAT3 foi significativamente menor em em adenomas coloretais do que em
adenocarcinomas. Em adicdo, Min e Wei-hong (2009) avaliaram por imuno-histoquimica a
expressdo da STAT e pSTAT3 em tumores ovarianos benignos e observaram que o0 STAT3
e pSTAT3 foi negativo em 45% e 80% dos casos, respectivamente, sendo predominante
uma fraca marcagdo. No entanto, Andreasen et al. (2015) observaram superexpressdo de
RNAmM e da proteina Stat3 tanto nas células ductais quanto nas células mioepiteliais em
adenomas pleomérficos da glandula parétida quando comparada com a glandula salivar
normal.

De forma interessante, a expressdo imuno-histoquimica da Stat3 nos tumores
odontogénicos estudados foi mais evidente que a expressdao génica. Stat3 tem duas
isoformas predominantes: Stat3o, a mais abundante de comprimento total e Stat3, menos
abundante e de comprimento truncado (Shao et al., 2001). A isoforma beta tem sido
relatada como uma isoforma negativa reduzindo a fungdo transcricional da Stat3a
(Caldenhoven et al., 1996; Hevehan et al., 2002). Nos verificamos que o primer utilizado
neste estudo era especifico para as duas isoformas da Stat3 e descartamos a possibilidade de
que esta subexpressdo génica tenha ocorrido em uma isoforma especifica. Handel-
Fernandez et al. (2009), também encontraram uma diferenca entre a expressdo do gene e da
proteina Stat3 em linfocitos de ratos induzidos para desenvolver adenocarcinoma mamario.
Estes autores encontraram baixa expressdo proteica da Stat3 nos ratos portadores dos
tumores apOs quatro semanas, no entanto, ndao observaram diferenca nos niveis de
transcritos do STAT3 em relacdo ao grupo controle apds o mesmo periodo e justificam que
esta diferenca ocorreu devido a uma maior atividade de proteossomas nas células T dos

ratos portadores de tumores.
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No presente estudo, nos sugerimos que esta diferenca entre a expressdo génica e
imuno-histoquimica da Stat3 pode ter sido ocasionado por uma superexpressao de proteinas
inibiboras da via incluindo proteinas SOCS e PIAS ou por uma superexpressao de miRNAs
que ocasionavam uma diminuicdo da expressdo génica. Cheng et al. (2015) relataram que a
superexpressdo de miR-124 suprimiu significativamente a expressao da Stat3, bem como
dos seus genes-alvo em células de carcinoma de es6fago in vitro e em tumores enxertados
in vivo. Yang et al. (2013), reportaram que expressdo de pStat3, Bcl-2, Mcl-1, ciclina D1 e
MMP2 foram reduzidas em carcinoma hepatocelular que apresentavam superexpressao de
miR-26a. Em adicdo, Koukos et al. (2013) avaliaram os niveis de miR-124 e de pStat3 em
bidpsias de pacientes pediatricos com colite ulcerativa ativa e inativa e observaram que 0s
niveis de miR-124 estavam significativamente diminuidos e os niveis de RNAm de Stat3 e
pStat3 significativamente aumentadas em pacientes pediatricos com a forma ativa da
doenca. Ainda segundo estes autores, 0s miRs com o maior efeito sobre a ativacdo Stat3
s80 miR-124, let-7, miR-125, miR-26 e miR-101.

NOs observamos que a imunomarcacdo da Stat3 nos TOQ e AB foi
predominantemente citoplasmatica sendo a marcacdo nuclear observada menos
frequentemente. Baseado em estudos prévios o0s quais relatam que a importacdo nuclear da
Stat3 € fundamental para a sua funcdo como um fator de transcricdo e controle de genes
especificos (Schust et al., 2006; Rezende et al., 2009; Cimica et al., 2011; Reich, 2013), n6s
sugerimos que nos tumores odontogénicos estudados a Stat3 estava exibindo baixa
atividade transcricional ja que a imunomarcacdo foi predominantemente citoplasmatica e a
expressdo do gene Stat3 estava subexpresso.

Outros autores também tém buscado avaliar a distribuicdo da marcacéo celular da

Stat3 e correlacionar este achado com grau de displasia (Cury et al., 2007), agressividade e
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progndstico tumoral (Ryu et al., 2010; Berclaz et al., 2001). Cury et al. (2007) observaram
expressao nuclear da Stat3 em lesdes de queilite actinica com displasia moderada e severa,
e marcacgdo citoplasmatica nas lesdes com displasia leve. Ryu et al. (2010) demonstraram
que os pacientes que apresentavam alta expressao nuclear da pStat3 apresentavam tempo de
sobrevida mais curto em relacdo aos pacientes com baixa expressdao nuclear da pStat3. No
entanto, Berclaz et al. (2001) em uma andlise imuno-histoquimica com 62 amostras de
cancer de mama ndo observaram correlacdo entre os niveis de Stat3 nuclear e agressividade
tumoral e sobrevida do paciente.

No presente estudo, apesar de ndo ter sido encontrado diferenca estatistica na
expressaio de RNAm entre TOQ e AB, foi observado uma maior expressdo imuno-
histoquimica da Stat3 no AB. Este achado sugere que Stat3 pode influenciar no
comportamento mais agressivo dos ABs em relagcdo aos TOQs. Outros estudos também tém
buscado avaliar diferenca entre marcadores de prognostico tumoral entre TOQ e AB
(Zhang et al., 2009; Chaisuparat et al, 2013; Gurgel et al., 2014). Zhang et al. (2009)
realizaram imuno-histoquimica e RT-PCR para detectar expressdo da proteina e 0s niveis
de mRNA das metaloproteinases de matrix-2 (MMP-2) em TOQs, ABs e carcinomas
ameloblasticos e constataram que a expressao imuno-histoquimica e dos niveis de mRNA
das MMP-2 foi significativamente maior em AB e carcinoma ameloblastico em
comparacdo aos TOQs. Chaisuparat et al. (2013) ao avaliar por imuno-histoquimica a
sinalizacdo Akt/mTOR em 30 cistos dentigeros, 30 TOQs e 30 ABs, observaram que 0s
ABs apresentaram uma maior expressdo da p-Akt (Serd73), p-Akt (Thr308) p-RPS6 em
comparagdo aos TOQs sendo a menor expressao encontrada nos cistos dentigeros. Gurgel
et al. (2014) ndo observaram diferenca estatistica na expressdo relativa dos genes

envolvidos na via de sinalizagdo Sonic hedgehog (SHH) entre TOQs e ABs.
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Diversos estudos utilizando distintos marcadores moleculares tém buscado avaliar
diferencas entre o comportamento biolégico dos TOQs esporadicos e associados a SCBCN
(Hakim et al., 2011; Leonardi et al., 2013; Gurgel et al., 2014). Nds observamos uma
significativa maior expressdao do gene Stat3 nos TOQs esporadicos em relacdo aos
associados a SCBCN. Corroborando com nosso estudo, Gurgel et al. (2014) mostraram
uma superexpressdo de outros genes, tais como, SMO, PTCH1, CCND1, e BCL2 em TOQs
recorrentes e atribuiram que a maior expressao destes genes nos TOQs recorrentes pode ser
devido a um comportamento agressivo e uma maior atividade proliferativa das células
tumorais neste tipo de TOQ. No entanto, Leonardi et al. (2013) relataram uma significativa
menor expressao imuno-histoquimica de B-catenina e survivina nos TOQ esporadicos em
relacdo aos TOQs sindromicos sugerindo que estas proteinas estdo relacionadas com
recorréncia e proliferacdo dos TOQs. Por outro lado, Hakim et al. (2011) ndo observaram
diferenca estatistica na sinalizacdo Wnt-1 e Wntl0OA entre TOQs esporadicos e
sindrémicos.

Apesar de ndo ter sido encontrado diferenca estatistica na imunomarcacdo da Stat3
entre ABs solidos e unicisticos, foi observado que os ABs sélidos apresentaram uma maior
imunoreatividade para Stat3 em relacdo aos ABs unicisticos. Apesar de estudos prévios ndo
terem avaliado a expressdo da Stat3 em ABs, alguns dos seus genes-alvo vem sendo
avaliados incluindo survivina e bcl-2 (Gonzalez-Gonzalez et al., 2015), p53 (Sharifi-
Sistani et al., 2011), ciclina D1 (Kumar et al., 2011) e MMP-2 (Zhang et al., 2010). Alguns
autores tém observado uma maior expressao destes marcadores em ameloblastoma sélidos
em relacdo aos unicisticos (Gonzélez-Gonzalez et al., 2015; Zhang et al., 2010), enquanto
outros, corroborando com 0 nosso estudo, ndo tem observado diferenca estatistica entre

estes dois tipos histoldgicos (Kumar et al., 2011; Sharifi-Sistani et al., 2011).
55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharifi-Sistani%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21959406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharifi-Sistani%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21959406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharifi-Sistani%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21959406

NOs observamos imunomarcacdo da Stat3 em células semelhantes ao reticulo
estrelado e em areas de metaplasia escamosa nos ABs, bem como, nas camadas
intermediaria e superficial dos TOQs sugerindo uma possivel participacdo da Stat3 na
morfogénese e diferenciacdo das células epiteliais neoplasicas desses tumores. Segundo Wu
et al. (2003), Stat3 ativada participa do processo de diferenciacdo do epitélio escamoso
estratificado através da regulacdo da expressao génica da citoqueratina 13 (CK13) e estudos
prévios demonstram que a CK13 é observada principalmente nas células semelhantes ao
reticulo estrelado do 6rgédo dentario e areas de metaplasia escamosa nos ABs (Criveline et
al., 2003), bem como nas camadas intermediaria e superficial do epitélio do revestimento
cistico dos TOQs sugerindo uma completa diferenciacdo do componente epitelial do TOQ
(Santos et al., 2009).

A imunomarcacdo para Stat3 foi observada nos compartimentos mais proliferativos
dos TOQs e ABs. Nos TOQs, imunoreatividade esteve presente principalmente na camada
suprabasal do revestimento epitelial da parede cistica fibrosa, enquanto que nos ABs esta
imunomarcacao foi evidente principalmente nas células mais periféricas das ilhas epiteliais
do parénquima tumoral. Outros estudos também tém observado marcacdo para Stat3
principalmente em areas tumorais mais invasivas e com alto indice de proliferacdo (Lee et
al, 2012; Chang et al., 2013, Mano et al., 2013).

No presente estudo, foi evidenciado que os TOQs com presenca de inflamacéo
apresentaram uma significativa maior imunomarcacdo da Stat3. Desta forma, é possivel que
a inflamacdo tenha influenciado a imunomarcacdo da Stat3 nos TOQs. Outros estudos
também tém associado expressdo da Stat3 com inflamacéo e carcinogénese (He e Karin,
2011; Yu et al., 2014; Kao et al., 2015). He e Karin (2011) relatam que a inflamagéo

crbnica pode promover o crescimento e progressdo de carcinoma de carcinoma
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hepatocelular por manter NF-kB ativado nos hepatdcitos, os quais produzem citocinas e
quimiocinas, tais como, IL-6 que recrutam e ativam outras células inflamatdrias, mantém
um microambiente inflamatério e ativam Stat3. Yu et al. (2014) relatam que aumentos
graduais na producdo de citocinas devido a uma inflamacgdo prolongada promove uma
ativacdo persistente da Stat3 favorecendo a proliferacdo celular e crescimento tumoral. Em
adicdo, Kao et al. (2015) relataram que a ativacdo da Stat3 pela IL-6 agrava a inflamacéo e
carcinogénese em doencas do figado.

Tem sido demonstrado que a Stat3 desempenha um papel fundamental no processo
de transicdo epitélio-mesénquima por regular fatores de transcricdo relacionados com este
processo incluindo Snail, Zeb e Twist (Tania et al., 2014; Chen et al., 2015; de Jong et al.,
2014). No presente estudo observamos eventualmente fibroblastos imunomarcados. Chang
et al. (2013) relataram que a alta expressdo de fibroblatos em carcinomas mamarios foi
relacionada com uma maior expressdo de Stat3. Para Liu e Lin (2011) esta relacdo pode ser
explicada pela producdo de IL-6 pelos fibroblastos, uma citocina potente na ativacdo da
Stat3. Segundo Hendrayani et al. (2014), Stat3 desempenha um papel importante na
ativacdo de fibroblastos estromais de carcinoma de mama demonstrando que a Stat3
desempenha um grande papel na carcinogénese, ndo s6 em células do parénquima tumoral,
mas também em fibroblastos do estroma e coordenacdo reciproca entre as células

cancerigenas e as células mesenquimais promove o crescimento e disseminagdo tumoral.
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8. CONCLUSOES

1- TOQs e ABs mostraram uma baixa expressao do gene Stat3;

2 - Nao foi observada diferenga na expressdao do gene Stat3 entre TOQs e ABs, no entanto

ABs apresentaram uma maior imunomarcacao da Stat3 em comparagédo aos TOQs;

3 - TOQs esporadicos apresentaram maior expressdao génica de Stat3 em relacdo aos

sindrémicos;

4 - Imunomarcacgdo da Stat3 foi predominantemente citoplasmatica nos TOQs e ABs;

5 - Presenca de inflamacdo parece ter influenciado numa maior imunomarcacao da Stat3

nos TOQ:s.
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