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RESUMO

As lesdes de células gigantes (LCG) compdem um grupo de doencas que
acometem os maxilares e que compartilham do mesmo quadro histopatoldgico.
Existem dois subtipos de LCG, a periférica e a central. A lesdo central de
células gigantes (LCCG) € uma leséo intradssea, usualmente assintomatica,
que afeta com maior frequéncia a regido anterior da mandibula de individuos
jovens. A lesdo periférica de células gigantes (LPCG) se manifesta
clinicamente como um nddulo usualmente de coloracdo vermelha-arroxeada,
que afeta com frequéncia a gengiva ou mucosa alveolar de individuos entre a
quarta e quinta décadas de vida. Em alguns casos, a LPCG pode se
desenvolver adjacente ao implante dentario, apresentando caracteristicas
clinicas e histopatolégicas muito semelhantes a forma convencional n&o
associada ao implante. Recentemente, nosso grupo de pesquisa reportou
mutacdes recorrentes, mutuamente exclusivas e com ganho de fungdo nos
genes TRPV4, KRAS e FGFR1, com consequente ativagao constitutiva da via
de sinalizacdo intracelular MAPK/ERK nas LCG dos maxilares. No entanto, o
perfil molecular da LPCG associada aos implantes dentarios € ainda
desconhecido. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de alteracdes
moleculares na LPCG associada aos implantes dentarios, investigando
mutacBes nos genes KRAS, FGFR1 e TRPV4 previamente descritas na lesao
convencional. Além disso, a ativacdo da via MAPK por meio da reacao imuno-
histoquimica para a forma fosforilada das proteinas ERK1/2 (fosfo-ERK1/2) foi
também avaliada. Para isso, foram utilizadas 15 amostras de LPCG associada
ao implante dentario incluidas em blocos de parafina. Mutacfes ativadoras no
gene KRAS foram encontradas em 8 das 15 amostras analisadas, afetando os
codons 12 (p.G12A/D), 14 (p.V14L), 37 (p.E37K), 127 (p.T1271) e 146
(p.A146V). N&o foram detectadas mutagOes afetando os genes FGFR1 e
TRPV4. As células mononucleares mostraram uma forte marcacdo nuclear e
citoplasmatica para a proteina fosfo-ERK1/2 na analise imuno-histoquimica, o
que sugere ativacdo da via MAPK/ERK na LPCG associada ao implante
dentario. Concluindo, este estudo mostra ativacdo da via MAPK/ERK na LPCG
associada aos implantes. Nossos achados também demonstram que as lesfes
relacionadas aos implantes apresentam perfil molecular semelhante a LPCG
convencional.

Palavras-chaves: Lesdes de células gigantes. Leséo periférica de células
gigantes. Implante dental. KRAS. FGFR1. TRPV4. Via de sinalizagdo MAPK.



ABSTRACT

KRAS mutations and activation of the MAPK/ERK pathway in peripheral
giant cell lesion associated with dental implant.

Giant cell lesions (GLC) are a group of jaw diseases that share the same
histopathological features. The GCL of the jaws have two distinct clinical
subtypes: central and peripheral. The central giant cell lesion (CGCL) is an
intraosseous disease, often asymptomatic that most commonly affects young
individuals in the anterior region of the jaw. Peripheral giant cell lesion (PGCL)
is clinically characterized by nodule with a reddish-purple color, mainly
presented in the gingiva or alveolar mucosa of female individuals between the
fourth and fifth decades of life. In some cases, PGCL may develop adjacent to a
dental implant. The clinical and histopathological features of these lesions are
very similar to those of non-implant-associated lesions. Recently, our research
group reported recurrent, mutually exclusive and activating mutations in the
TRPV4, KRAS and FGFR1 genes and a consequent constitutive activation of
the MAPK/ERK intracellular signaling pathway in the GCL of the jaws. However,
the molecular profile of PGCL associated with dental implants has not been
determined. Thus, the objective of this study was to evaluate the molecular
profile of the PGCL associated with dental implants by the investigation of
KRAS, FGFR1 and TRPV4 mutations previously reported in the conventional
lesions. MAPK activation was also evaluated through the immunohistochemical
expression of the phosphorylated form of ERK1/2 proteins (phosphoERK1/2).
For this purpose, 15 samples of PGCL associated with dental implant were
used. Activating mutations in the KRAS gene were found in 7 of the 15 samples
analyzed, affecting codons 12 (p.G12A / D), 14 (p.V14L), 37 (p.E37K) and 146
(p.A146V). Mutations in FGFR1 and TRPV4 genes were not detected.
Mononuclear cells were strong staining by phospho-ERK1/2 protein in the
immunohistochemical analysis, which confirmed the activation of the
MAPK/ERK pathway in the PGCL associated with dental implants. In
conclusion, the present study shows MAPK/ERK pathway activation in PGCL
associated with dental implants. Our findings also demonstrate that the lesions
associated with dental implants present a similar molecular profile with the
conventional PGCL.

Keywords: Giant cell lesions. Peripheral giant cell lesion. Dental implant.
KRAS. FGFR. TRPV4. MAPK/ERK pathway.
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1 INTRODUCAO

As lesbes de células gigantes (LCG) sdo um grupo de alteracdes
patolégicas de comportamento clinico distinto e quadro histopatolégico
semelhante, que acometem 0s 0ssos dos maxilares. Cisto 6sseo aneurismatico
(HENRIQUES et al., 2012), condroblastoma (KONDOH et.al.,, 2002),
querubismo  (PENARROCHA et al, 2006), tumor marrom do
hiperparatireoidismo (PEREZ-GUILLERMO et al., 2006) e LCG dos maxilares
sao as doencgas que compdem este grupo.

De forma geral, essas lesbes sdo caracterizadas por células
gigantes multinucleadas semelhantes a osteoclastos arranjadas em um fundo
de células mononucleares de formato ovoide e/ou fusiforme (FLANAGAN et al.,
2014). Apesar de compartilharem diversos achados histopatoldgicos, essas
doencas possuem perfis moleculares distintos.

Grande parte dos cistos 6sseos aneurismaticos primarios apresentam
um rearranjo cromossomial no gene USP6 (OLIVEIRA et al., 2004). Em
contrapartida, a substituicdo p.Lys36Met codificando predominantemente o
gene H3F3B é a impressao digital do condroblastoma (BEHJATI et al., 2013).
As lesdes de querubismo abrigam mutacdes 4p.16.3 no gene SH3BP2 (UEKI et
al., 2001). Estudo recente analisou o exoma das LCG dos maxilares e detectou
a presenca de mutacdes somaticas recorrentes e mutuamente exclusivas em
trés genes: TRPV4, KRAS e FGFR1 (GOMES et al., 2018). Enquanto isso, a
patogenia molecular do tumor marrom do hiperparatireoidismo e da leséo
periférica de células gigantes associada ao implante dentario ainda néo foi
elucidada.

As LCG dos maxilares séo classificadas em dois subtipos de acordo
com suas caracteristicas clinicas — lesédo central de células gigantes (LCCG) e
leséo periférica de células gigantes (LPCG). A forma intradssea é denominada
LCCG e representa cerca de 7% de todos os tumores benignos dos maxilares.
Possui predilecdo pelo sexo feminino e se desenvolve principalmente na regiao
anterior da mandibula de individuos entre as trés primeiras décadas de vida
(MANOR et al., 2013; VALENTINE et al., 2011).
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A forma extradssea € denominada LPCG e se apresenta clinicamente
como um crescimento exofitico de consisténcia firme ou macia, superficie
usualmente ulcerada e coloracdo vermelho-arroxeada, localizado na mucosa
alveolar e/ou gengival de individuos do sexo feminino, entre a quarta e quinta
décadas de vida (BRIERLEY, et al., 2018; CHRCANOVIC et al., 2018). Essa
lesdo corresponde a aproximadamente 10% das lesdes gengivais
(TRUSCHNEGG et al., 2016) e também pode ser vista em associagdo com um
implante dentario.

As lesbes periféricas de células gigantes associadas ao implante
compartilham grande parte das caracteristicas histopatolégicas observadas na
LPCG convencional. Contudo, ha um comportamento clinico distinto em cada
uma destas entidades. A perda 6ssea marginal é observada em 10% das
LPCG convencionais e em 75% das lesGes associadas a implantes dentarios.
Além disso, a taxa de recorréncia € aproximadamente quatro vezes maior nas
LPCG peri-implantares. (CHRCANOVIC et al., 2018; CHRCANOVIC et al.,
2019).

Estudo recente analisou o exoma da LPCG e mostrou mutacdes
recorrentes nos genes KRAS e FGFR1 (GOMES et al., 2018). Neste estudo,
pretende-se investigar se essas mutacfes sdo compartilhadas com as LPCG
associadas ao implante. O melhor entendimento da etiopatogenia dessas
doencas pode tornar possivel o desenvolvimento de ferramentas moleculares
que poderdo auxiliar no diagnéstico e no desenvolvimento de novas

abordagens terapéuticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lesdes de células gigantes

Células gigantes multinucleadas (CGM) podem estar presentes em
condic0es fisioldégicas nos musculos esqueléticos, placenta e 0sso. A presenca
dessas células além dessas localidades é considerada patolégica (VARSHA, et
al., 2014). Algumas les@es reativas apresentam células gigantes do tipo corpo
estranho, lesfes associadas a inflamacdo granulomatosa também podem
apresentar CGM como consequéncia da infec¢do, no entanto, nestes casos as
CGM néo representam a caracteristica histopatologica definidora (FLANAGAN
e SPEIGHT, 2014).

Existe um grupo de doencas da cavidade oral em que as CGM
compdem um achado histopatolégico patognomonico, denominado lesdes de
células gigantes (LCG). Este grupo é formado pelas LCG dos maxilares, cisto
0sseo aneurismatico, condroblastoma, querubismo e tumor marrom do
hiperparatireoidismo. O quadro histopatologico destas doencas € constituido
por um numero variado de CGM tipo osteoclastos em um fundo de células
mesenquimais mononucleares de formato ovoide e/ou fusiforme. Areas de
hemorragia, trabéculas 6sseas irregulares, deposicdo de material osteoide e
depdsitos de hemossiderina também podem ser observados em alguns casos
(FLANAGAN e SPEIGHT, 2014).

Devido a similaridade histopatolégica, a andlise microscopica é
insuficiente para distinguir as LCG. Por isso, a compreensdo  das
caracteristicas clinicas, radiograficas e moleculares de cada uma dessas
entidades é fundamental para a definicdo do correto diagnostico.

O cisto 0Osseo aneurismatico € uma lesdo osteolitica que afeta
predominantemente os ossos longos. Embora raro, alguns casos podem se
manifestar nos ossos maxilares de forma isolada ou associados a outros
processos patoldgicos, tais como displasia fibrosa, fiboroma condromixoide,

condroblastoma e tumor de células gigantes (HENRIQUES et al.,, 2012).
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Histopatologicamente, o cisto 0sseo aneurismatico pode se diferenciar das
LCG dos maxilares pela presenca de espacos preenchidos por sangue
separados por septos de tecido conjuntivo (ROSENBERG et al., 2005). A
ocorréncia de uma anormalidade vascular como a dilatacdo da rede de
vascularizacéo local € uma das teorias mais aceitas para o desenvolvimento
dessa lesdo (HENRIQUES et al., 2012). Estudos recentes mostram que 0
rearranjo cromossomial do gene USP6 é o principal evento genético na
doenca, com grande aplicacao diagnostica (BAUMHOER et al., 2019).

Assim como o0 cisto 0sseo aneurismatico, o condroblastoma &
usualmente encontrado na epifise de 0ssos longos e € extremamente raro nos
maxilares (BUI et al., 2009). Quando presente, este tumor cartilaginoso afeta
predominantemente o condilo e a articulagdo temporomandibular (GAUDET et
al., 2004; KONDOH et al., 2002; PAYNE e YUSUF, 1987). A presenca de ilhas
eosinofilicas de matriz condroide e CGM distribuidas de forma esparsa e em
menor numero do que observado nas LCG dos maxilares, pode servir como
base para o seu diagnéstico histopatoldgico diferencial (BUI et al., 2009).
Ainda, mutacdes p.K36M afetando o gene H3F3B constituem a impressao
digital genética do condroblastoma (AMARY et al., 2016; BEHJATI et al., 2014).

O querubismo é uma doenca congénita rara caracterizada pelo
alargamento bilateral simétrico e assintomatico dos ossos maxilares devido a
proliferacéo local de tecido fibro-6sseo (LIU et al., 2018). O inicio da expanséo
Ossea é observado nos primeiros anos de vida do paciente e, na maior parte
dos casos, a doenca possui um curso auto limitante, regredindo durante a
puberdade (von WOWERN, 2000). De forma distinta do observado nos casos
de cisto 6sseo aneurismatico e condroblastoma, as lesbes de querubismo néo
possuem uma caracteristica histopatologica definidora, assim, o diagndstico é
estabelecido levando em conta suas caracteristicas clinicas (PENARROCHA et
al.,, 2006). Além disso, o perfil molecular da doenca mostra mutacdes
ativadoras no gene SH3BP2, e pode ser bastante Gtil para o diagnostico do
querubismo (UEKI et al., 2001).

O desequilibrio entre a atividade osteoblastica/osteoclastica
ocasionada pela presenca do hiperparatireoidismo primario ou secundario pode
originar o tumor marrom do hiperparatireoidismo. Nessa lesdo a reabsorgéo

0ssea pode gerar espacos vacuolares preenchidos por sangue e depoésitos de
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hemossiderina (WILSON, SCHWARTZ e TEHRANY, 2013). Entretanto, as
caracteristicas histopatoldgicas sao insuficientes para a distincado entre o tumor
marrom do hiperparatireoidismo e a LCG dos maxilares. Por isso, os achados
clinicos, radiograficos e histopatolégicos devem ser correlacionados com
exames complementares, como dosagem seérica de paratormonio, fésforo e
célcio para o correto diagndstico (PEREZ-GUILHERMO, et al., 2006). Até o
momento, a patogenia molecular das lesbes de tumor marrom do

hiperparatireoidismo néo foi elucidada.

2.2 Lesao central de células gigantes (LCCG)

A lesdo central de células gigantes (LCCG) é uma leséo proliferativa
intradssea benigna que pode ocorrer de forma esporadica ou associada com a
sindrome de Noonan, sindrome de Jaffe Campanacci, sindrome de Ramon e a
Neurofibromatose tipo | (CHRCANOVIC, GOMEZ e FREIRE-MAIA, 2011; EL-
NAGGAR et al. 2017). A doenca apresenta predilecdo pelo sexo feminino e
acomete principalmente a regido anterior da mandibula, de individuos entre as
trés primeiras décadas de vida. A LCCG pode ter um comportamento clinico
indolente, sendo assintomatica, de crescimento lento ou extremamente
agressivo. Os casos agressivos sdo caracterizados por uma area extensa de
ostellise, observada na radiografia como radiolucidez multilocular que pode
ocasionar reabsorcdo das raizes dentarias, expansao e/ou erosdo da cortical
Ossea. A presenca de dor, parestesia, deslocamento dentario, ulceracdo da
mucosa oral sobrejacente, em decorréncia da perfuracéo cortical, e uma maior
taxa de recorréncia, € comumente relatada nestes casos (AGHBALI et al.,
2013; MARTINI et al., 2018).

Inimeros estudos imunohistoquimicos objetivaram definir as
diferencas moleculares entre as LCCG néo-agressivas e agressivas. Alguns
resultados evidenciaram que, nas lesdes agressivas, pode haver um aumento
na largura e na area de superficie, bem como na quantidade e atividade
mitética das CGM (HOSUR, et al., 2018). Outros estudos mostraram que

algumas citocinas relacionadas com o0s processos de osteoclastogénese e



19

angiogénese, como NFkB, CD31 e CD34, estavam mais expressas nas LCCG
agressivas (PEACOCK, JORDAN e SCHMIDT, 2012; TOBON-ARROYAVE et
al.,, 2015). A expressdao de TCIRG1, um gene relacionado a atividade
osteoblastica, foi maior nas LCCG nédo-agressivas (PEACOCK et al., 2017).
Ainda, uma menor expressao do gene pro-apoptotico WWOX foi identificada
nos casos agressivos de LCCG. A expresséao reduzida ou ausente deste gene
é vista em alguns tumores 0sSse0s agressivos, como O osteossarcoma
(AMARAL et al., 2013).

Um tumor que apresenta bastante similaridade histopatolégica com
a LCCG é o tumor de células gigantes. Um estudo comparativo mostrou que as
duas entidades, compartilharam a expressdo de metaloproteinase de matriz-9
(MMP9), catalepsina K (CTSK) e regulador imune de células T-1 (TCIRG1),
sugerindo que poderiam se tratar de lesbes semelhantes em localizacdes
distintas (PEACOCK et al., 2017). No entanto, outro estudo mostrou que 92%
dos tumores de células gigantes apresentam mutacdo no gene H3F3A que
codifica a histona de replicacdo independente H3.3, levando a substituicdo
p.Gly34Trp (p.G34W) (BEHJATI et al., 2013). Esta mutagdo néo foi detectada
na LCCG (GOMES et al., 2014). Além disso, a expressdo da proteina p63,
caracteristica de uma variedade de neoplasias, foi negativa nas LCCG,
engquanto os tumores foram p63 positivos (HOSUR et al., 2018). Logo, essas
lesBes representam entidades patolégicas distintas.

A excisao cirurgica e a injecao intralesional de corticosteroides sdo
as principais alternativas terapéuticas adotadas no manejo das LCCG. O
tratamento com esteroides foi iniciado no ano de 1988 no intuito de minimizar
os danos causados pela resseccao radical da lesdo, uma vez que a doenca
ocorre com alta frequéncia em criancas e adultos jovens, quando a remogéao
cirargica pode ser mutiladora (JACOWAY, HOWEL e TERRY, 1988;
RAJEEVAN e SOUMITHRAN, 1998). A partir de entdo, diversos relatos de
regressao da LCCG por meio da abordagem conservadora foram reportados
(DOLANMAZ, 2015; KERMER, MILLESI e WATZKE, 1994). Contudo, em
alguns casos, as injecdes intralesionais ndo surtiram efeito e a intervengao
cirdrgica se fez necesséaria (NOGUEIRA, et al., 2016).

O perfil molecular das LCCG foi recentemente estabelecido por

Nosso grupo de pesquisa com a detecgdo de mutacdes ativadoras envolvendo



20

os genes TRPV4, KRAS e FGFR1. As mutacdes no gene TRPV4 (p.M713V e
p.M713l) foram exclusivas e prevalentes nas LCCG. Essas substituicdes
levaram a um aumento na ativacao constitutiva do canal permeavel ao célcio e
na morte celular. No entanto, ndo houve associacdo entre a presenca da
mutacao e a agressividade da lesdo. O gene KRAS foi alterado principalmente
nos codons 12 e 146 e, em uma pequena porcentagem de amostras, as
mutacbes KRAS e TRPV4 coexistiram. As mutacbes no gene FGFR1
ocorreram nos codons 380 e 381 e foram mutuamente exclusivas com as
mutacBes nos demais genes. A presenca dessas mutacdes provavelmente
converge na ativacdo da via de sinalizacdo intracelular Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) (GOMES et al., 2018).

2.3 Lesao periférica de células gigantes (LPCG)

A LPCG representa a contraparte extra O0ssea das LCG dos
maxilares e usualmente possui comportamento clinico indolente. A doenca
apresenta predilecdo por individuos do sexo feminino, assim como a LCCG,
entretanto, € prevalente entre a quinta e sexta década de vida, ocorrendo em
média aos 48 anos de idade (BOFFANO et al.,, 2013). Clinicamente é vista
como um nédulo de base séssil ou pedunculada, consisténcia firme ou macia,
com superficie ulcerada e coloracdo vermelho-arroxeada, localizado na
gengiva e mucosa alveolar anterior (BRIERLEY et al.,, 2018). Cerca de um
terco das LPCG apresenta crescimento profundo na mucosa, infiltrando o
periésteo e causando uma erosdo superficial no osso alveolar subjacente
(CHRCANOVIC et al., 2018). Nestes casos é possivel observar uma area de
rarefacdo O0ssea local na radiografia (BOSCA et al., 2018; KATSIKERIS et al,
1998).

Além do comportamento clinico, algumas diferengas microscépicas
foram observadas na LPCG comparada com a LCCG. A expressao de MMP-9
e do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi menos intensa nas
LPCG do que nas LCCG. Essas citocinas estimulam a osteoclastogénese e

sua baixa expressdo pode estar associada com o0 menor potencial de
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reabsorcdo 0ssea na LPCG. Em contrapartida, as lesbes periféricas exibiram
uma maior quantidade de vasos sanguineos em seu microambiente. Os fatores
irritativos  locais promovem uma secrecdo elevada de citocinas pré-
angiogénicas e a presenca do maior numero de vasos sanguineos €
consistente com a natureza reativa da lesédo (MATOS et al., 2011).

Interacdes coordenadas entre o fator de crescimento tumoral beta
(TGF-B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) s&o eventos criticos para a
diferenciacdo osteoclastica. Na LCCG observa-se correlacdo positiva entre a
expressao dos dois fatores, enquanto a LPCG exibe aumento na expressao de
TNF-a e uma reducdo na expressdo de TGF-B. A falta da correlacdo entre os
niveis destes dois fatores e a maior expressdo de TNF-a nas lesbes periféricas
corrobora com sua natureza reativa, uma vez que essa citocina atua como
reguladora chave do processo inflamatério originado dos fatores irritativos
locais supostamente responsaveis pelo desenvolvimento da LPCG (MATOS et
al., 2012).

Mutagbes KRAS (p. G12D/A, p.G13D, p.A146V/P) foram detectadas
em 71,4% das LPCG investigadas por nosso grupo de pesquisa. Apenas 9 das
37 LCCG apresentavam essas alteracoes nesse gene. O gene FGFR1 foi
afetado de forma mutuamente exclusiva pelas substituicdes p.C381R e p.N330I
em 10% dos casos de lesdo periférica e em 16% das lesdes centrais. Nenhuma
LPCG apresentou mutacdes no gene TRPV4. A ativacao da via MAPK também
foi observada nas LPCG neste estudo (GOMES et al., 2018).

A excisdo cirlrgica associada a curetagem do o0sso alveolar
subjacente apresentou taxa de recorréncia 16% menor do que a simples
excisdo da lesédo e, por isso, é o tratamento de escolha (CHRCANOVIC et al.,
2018). LPCG recidivantes constituem cerca de 10% dos casos e 0 risco €
aumentado em lesdes com superficie ulcerada e com presenca de metaplasia
0ssea (BOFFANO et al., 2018).

A LPCG pode se desenvolver em associagdo com o implante
dentario. As caracteristicas clinicas, radiograficas e histopatologicas sao
semelhantes as descritas nas lesGes periféricas esporadicas (SCARANO, et
al., 2018). Os casos reportados sobre essa associacdo S&o escassos nha
literatura. Em um estudo retrospectivo de 2.824 LPCG, apenas 26 (0,92%)
ocorreram na mucosa adjacente a implantes (CHRCANOVIC et al., 2018).
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2.4 LPCG associada a implantes dentarios

O primeiro relato da associacdo entre implantes dentarios e LPCG
foi publicado por Hirshberg et al., (2003). Alguns autores postularam que a
exposicdo dos tecidos a superficie rugosa do implante pode tornar-se uma
fonte de irritacdo crbnica local que possivelmente ativa o gatilho para o
crescimento reacional da leséo (CLOUTIER et al., 2007). Para outros, as forcas
oclusais exercidas sobre as coroas dos implantes ocasionariam um processo
de perda 6ssea. O infiltrado inflamatorio resultante desse processo induziria
uma resposta reativa dos tecidos moles, originando a LPCG (HERNANDEZ et
al. 2009). Outras causas como restauracfes protéticas mal adaptadas que
ocasionam acumulo de placa e tartaro entre a protese e o implante, foram
também relacionadas com o desenvolvimento da doenca (OZDEN et al., 2009).

O titanio ndo é um material inerte no organismo vivo. A corrosao do
metal libera ions no meio biolégico e constitui uma das causas de perda tardia
do implante (OLMEDO, et al., 2010). Particulas de titanio podem ser
observadas em sitios acometidos pela peri-implantite e no exame
histopatolégico da LPCG associada a implante dentario (FRETWURST et al.,
2015; OLMEDO et al., 2010). Essas particulas sao vistas de forma livre ou
sendo fagocitadas por macrofagos (GUGLIELMOTTI et al., 2015). Assim, a
corrosdo do titdnio foi incluida como um possivel fator etiolégico para o
desenvolvimento da LPCG (SCARANO et al, 2018).

As caracteristicas clinicas da LPCG associada aos implantes séo
semelhantes as das lesdes periféricas esporadicas. Elas correspondem a um
nédulo de consisténcia firme e superficie lisa, erodida ou levemente ulcerada.
Sua coloracdo pode ser semelhante a mucosa adjacente, eritematosa,
vermelha-azulada ou acastanhada (PENARROCHA-DIAGO et al., 2012). O
sangramento a sondagem pode ser observado em alguns casos (OZDEN et al.
2009). Usualmente a leséo é assintomatica e, como a LPCG dos maxilares,
possui predilecdo pelo género feminino, com média de 50 anos de idade
(GALINDO-MORENO et al., 2016; JANE-SALAS et al., 2015). Diferente da

LPCG né&o-associada ao implante, as lesdes periimplantares ocorrem com
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maior frequéncia na regido posterior da mandibula e a reabsorcdo Ossea
geralmente é vista no exame radiografico (BISCHOF, NEDIR e LOMBARDI,
2004).

O exame anatomohistopatologico revela a aparéncia tipica da LPCG
esporadica. CGM dispersas em um tecido conjuntivo vascularizado com
numerosas células mononucleares de formato ovoide e/ou fusiforme séo
identificadas. Figuras de mitose muitas vezes podem ser observadas, bem
como metaplasia 0ssea e calcificacbes distréficas (SCARANO et al., 2018)
Areas de hemorragia e depdsitos de hemossiderina sdo também encontrados.
O resultado do processo de corrosdo do metal pode ser observado como
particulas pigmentadas de coloragdo enegrecida e constituem um achado
diferencial da leséo periférica ndo associada a implante (OLMEDO et al., 2010).
A positividade para CD68, tartrare-resistant acid phosphatase (TRAP) e CTSK
confirma a origem monocitica/macrofagica e a diferenciacédo osteoclastica das
CGM, assim como observado nas demais LCG dos maxilares (GALINDO-
MORENO et al., 2016).

A LPCG ocorre em periodo tardio, ap6s a osseointegracdo dos
implantes. Por isso, pode-se afirmar que essas lesdes ndo afetam o processo
de integracdo do implante ao osso. No entanto, a doenca pode aumentar a
perda 6ssea alveolar e ocasionar a perda do implante (ATARBASHI-
MONGADAM et al.,, 2017). Devido a maior taxa de recorréncia, a excisdo
cirirgica da lesdo e de uma faixa de gengiva/mucosa/peridsteo adjacentes,
associada a curetagem do osso afetado pela perda 6ssea é o tratamento
preconizado (GALINDO-MORENO et al., 2016). A remocao dos fatores
irritativos como placa, célculo, excesso de cimento e proteses mal adaptadas
também deve ser realizada. A explantacdo é considerada nos casos de perda
O0ssea acentuada e/ou quando a presenca do implante impede a remocéao
completa da leséo (CLOUTIER et al., 2007).

Os casos reportados de LPCG peri-implantar sdo escassos ha
literatura. Até o momento, foram reportados 42 casos. Destes, 22 (52,38%)
acometeram a regido posterior da mandibula de individuos do sexo feminino
(n=26 — 61,9%). Dos casos informados, 20 apresentaram reabsor¢do do 0sso
alveolar subjacente (47,61%). A biopsia excisional associada a curetagem foi o

tratamento realizado com maior frequéncia e a explantagéo foi conduzida em 6
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casos. A taxa de recorréncia foi de 26,19% e dois casos apresentaram
multiplas recidivas. A Tabela 1 reline os achados da literatura sobre LPCG
adjacente a implantes dentarios até a presente data.



Tabela 1 — Reviséo dos casos reportados de LPCG associada ao implante dentario.
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Autor

Idade

Sexo

Localizagao Anatomica

Reabsorgao
Gssea

Tratamento

Recorréncia

Hishberg et al., 2003.

Bischof et al., 2004.

Cavezzi et al., 2004.

Cloutier et al., 2007.

Hernandez et al., 2009.

Ozden et al., 2009.

Hanselaer et al., 2010.

Olmedo et al., 2010.

32

69

44

56

42

21

46

36

62

60

33

64

M*

Mandibula posterior

Maxila anterior

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Maxila posterior

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Maxila posterior

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Maxila posterior

Maxila anterior

Sim

Sim

Sim

Sim

NI

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

1.Curetagem
2.Excisdo a
laser

1.Curetagem.
2.Excisdo a
laser
3.Explantacdo

1.Curetagem.
2.Excisdo a
laser
3.Explantacdo

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional,
explantagdo e
curetagem

Bidpsia
excisional e
curetagem
Bidpsia
excisional e
curetagem
Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional e
curetagem

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim



Pefarocha-Diago et al., 2012.

Lester et al., 2014.

Brown et al., 2015.

Jané-Salas et al., 2015.

Ogbureke et al., 2015.

Pacifici et al., 2015.

Galindo-Moreno et al., 2016.

Halperin-Sternfeld et al., 2016.

Sezgin et al., 2016.

Bornstein et al., 2018.

Bozkaya et al., 2018.

Scarano et al., 2018.

54 F
68 M
18 F
70 F
68 M
49 F
46 M
64 M
44 M
60 M
74 M
53 F(8)

(média) M(1)
(n=9)

52 F
84 F
42 F
26 M

Mandibula posterior

Maxila

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Mandibula anterior

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Mandibula posterior

Maxila anterior

Maxila anterior

Mandibula posterior (8).

Maxila posterior (1)

Maxila posterior

Maxila anterior

Maxila posterior

Mandibula anterior

Sim

NI

NI

NI

NI

Nl***

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

26

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
incisional

Bidpsia
incisional

Bidpsia
incisional

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional e
curetagem

Excisdao com
margens de
seguranga

NI

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional

Bidpsia
excisional,
ostectomia
periférica e
explantagao

Sim (8)

Sim (2)

NI

NI

Sim



Bidra et al., 2019. 49

64

65

Mordini et al., 2019. 39

52

31

M Maxila anterior

F Maxila anterior

M Mandibula anterior
F Maxila anterior

F Maxila posterior

M Mandibula anterior

Sim

Nao

Sim

Sim

27

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional e
curetagem

Bidpsia
excisional,
ostectomia
periférica e
explantagao

Bidpsia
excisional,
ostectomia
periférica e
explantacdo

Sim

Sim

Legenda: * Masculino ** Feminino
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

*** Nao informado

Até 0 momento, ndo existem estudos publicados em relacdo as

alteracdes genéticas presentes na LPCG relacionada aos implantes dentarios.

A investigacdo da patogenia molecular nesse grupo de pacientes podera

contribuir para o desenvolvimento de novas ferramentas moleculares

terapéuticas para a doenca.

2.5 Patologia molecular das LCG dos maxilares

2.5.1 Componentes celulares e desenvolvimento das LCG dos maxilares

As LCG dos maxilares sé@o constituidas por trés componentes

celulares bem definidos: células mononucleares fusiformes, ovoides e CGM.
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Estudos ultraestruturais e imunohistoquimicos propdem que as células
mononucleares fusiformes sejam miofibroblastos e constituam o componente
proliferativo das LCG (SOUZA et al., 1999; SOUZA, MESQUITA e GOMEZ,
2000), enquanto as células de formato ovoide pertencam a uma linhagem
monocitica/macrofagica (TORABINIA, RAZAVI e SHOKROLAHI 2010).

Estudos iniciais de cultivo celular postularam que as CGM
representariam um componente reacional, devido ao seu rapido
desaparecimento no cultivo, em contraste com a continua proliferacdo das
células mononucleares (EL-MOFTY e OSDOBY et al., 1985; LIM e GIBBINS et
al., 1995). Outros pesquisadores (BARTEL e PIATOWSKA 1977; EL-LABAM e
LEE 1983), sugeriram que as CGM sao derivadas da fusdo entre
miofibroblastos ou entre as células ovoides macrofagicas do estroma (VARSHA
et al., 2014). Contudo, a maior parte dos estudos se alinham ao contexto de
que essas células possuem um fenoétipo osteoclastico (EDWARDS, 2015; LIU
et al., 2003; MOHTASHAM et al.,, 2017; PEACOCK et al.,, 2017; PIRES-
DUARTE et al., 2011). Por este motivo, a compreensdo do processo de
osteoclastogénese pode elucidar o microambiente biolégico associado ao
desenvolvimento das LCG.

Os osteoclastos sdo derivados de células tronco monociticas da
medula o6ssea que se diferenciam apos o estimulo de receptores
extranucleares. Macrophagy Colony Stimulating Factor-1 (MCSF-1) € uma
citocina critica para a diferenciacdo precoce dos osteoclastos (NIIDA et al.,
1999). Ela ativa e aumenta a sobrevivéncia dos mondcitos e estimula a
expresséo do Receptor Activator of Nuclear Factor k B (RANK) na membrana
dessas células, que posteriormente sera ligado ao Receptor Activator of
Nuclear Factor k B Ligand (RANKL) (TROEN, 2003).

O RANKL é um fator de membrana expresso por osteoblastos,
células estromais e células T e € um dos principais receptores responsaveis
pela inducdo da diferenciagdo osteoclastica (BROOKS, GLOGAUER E
MCCULLOCH, 2018). A ligagdo do RANKL ao RANK promove a ativagcédo de
membros da familia TNF Receptor Activating Factors (TRAFs). Os TRAFs sdo
adaptadores criticos na transmissdo de sinais extracelulares e do sinal
RANKL/RANK para diversas vias de transducao de sinal intracelulares, como a

via MAPK. Na osteoclastogénese mediada por RANKL, a ativacdo da via
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MAPK por TRAF6 leva a ativagcdo de vias MAPK como extracellular signal
regulated kinase 1/2 (ERK1/2), c-jun N terminal kinase (JNK) e p38 culminando
na formacéo dos osteoclastos (SUN, 2008).

Os dominios TRAFS também interagem com outras citocinas como
interleucina-1 (IL-1), TNF-a e lipopolissacarideos (LPS). Essas citocinas séo
expressas pelas células mononucleares fusiformes e ativam as vias de
sinalizagdo a jusante modulando a diferenciagdo e a maturacdo osteocléstica,
até mesmo na auséncia da sinalizacdo RANKL/RANK. (BROOKS, GLOGAUER
E MCCULLOCH, 2018; TROEN, 2003). Ainda, MCSF-1 pode iniciar a
osteoclastogénese de forma direta, por meio da ligacdo com seu receptor c-
fms, autofosforilacdo de ERK1/2 e ativacdo da proteina quinase p38 (SUN,
2008; TROEN, 2003).

Os achados de diversos estudos imunohistoquimicos evidenciaram
que as LCG dos maxilares expressam diversas citocinas associadas ao
processo de osteoclastogénese. A metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) e o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) sdo moléculas sollveis
usualmente associadas ao processo de angiogénese, que nas LCG, estédo
associadas com a formacéo dos osteoclastos (MATOS et al., 2011).

A producdo de MMP9 e VEGF leva a formacdo de paredes
vasculares incompletas que proporcionam uma fonte de mondcitos e
precursores de osteoclastos do sangue. Dessa forma, essas células sdo
recrutadas para o interior da lesdo por meio da producado local de Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) e TGF-B, fatores que sdo expressos
principalmente pelas células mononucleares do estroma (TOBON-ARROYAVE
et al., 2005; VARSHA et al., 2014). Uma vez recrutadas, as células de fenétipo
macrofagico produzem enzimas como TRAP e MMP9, que atuam na
desmineralizacdo Ossea, e TNF-a e TGF-B, citocinas que agem de forma
coordenada e estimulam a diferenciacdo osteoclastica (MATOS et.al., 2012).

Em um elegante estudo, Liu, Yu e Li (2003) demonstraram o papel
crucial do sistema RANKL/RANK/OPG na formagédo das CGM nas LCG dos
maxilares. Os miofibroblastos do estroma das LCG expressam RANKL,
engquanto que as células ovoides e CGM expressam RANK. Osteoprotegerina
(OPG) foi expressa por todos os componentes celulares da lesdo. As CGM e

uma fracdo de células mononucleares do estroma ainda foram reativas para
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CD68, MMP-9, CTSK, V-ATPase e CA Il, enzimas que estdo associadas com a
acidificacdo do meio e quebra de coldgeno | e Il no processo de reabsorcao
0ssea osteoclastica (LIU, YU e LI, 2003).

As células mononucleares fusiformes das LCG ndo expressam
marcadores de macrofagos e osteoclastos. Em contrapartida, expressam
intensamente citocinas produzidas durante o processo de proliferagao celular,
como PCNA e Ki-67. Embora representem o componente proliferativo das
LCG, estudos imunohistoquimicos confirmaram a negatividade destes
miofibroblastos para a proteina p63. A expressao intensa dessa proteina € vista
em uma variedade de neoplasias, portanto, sua negatividade corrobora com a
hipétese de que as LCG possuem uma natureza ndo-neoplasica (HOSUR
et.al., 2019).

A expressao nuclear de Ki-67 nao foi observada nas CGM, o que
sugere gque elas ndo possuem atividade proliferativa no desenvolvimento das
LCG (SOUZA et al., 1999). Diante deste achado, um grupo de pesquisadores
buscou elucidar a atividade apoptotica deste componente celular e
identificaram a expressao dos genes pro-apoptéticos Bcl-2 associated X protein
(BAX) e caspase 3. A expressao destes genes foi maior nas CGM das lesdes
periféricas do que nas CGM das lesbes centrais. O auto indice apoptético
observado na LPCG fortalece a hipotese de que essa lesdo possui uma
natureza reacional (AMARAL, et al., 2011).

Apesar da possivel natureza reativa da LPCG, mutacdes afetando
os genes KRAS e FGFR1 foram detectadas na doenca. Essas mutacdes
ocorrem nas ceélulas mononucleares da lesdo e promovem a ativacdo
constitutiva de uma importante via de sinalizacao celular, responsavel pelo

controle de inimeros processos celulares, a via MAPK (GOMES et al, 2018).

2.5.2 Via de sinalizacao celular MAPK

As proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs) séo proteinas
serina/treonina quinases presentes nas células eucariéticas que convertem o

estimulo extracelular em varios tipos de respostas celulares. Essas proteinas
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constituem mudltiplas vias que, de forma coordenada, regulam a expressao
génica, a atividade mitética, a motilidade, sobrevivéncia, apoptose,
diferenciacao e o metabolismo celular (CARGNELLO e ROUX, 2011).

Até o momento, seis vias de sinalizacdo intracelular MAPK foram
bem caracterizadas, extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), c-Jun
amino (N)-terminal kinases 1/2/3 (JNK1/2/3), p38 e suas isoformas (p38aq,
p38B, p38y e p380), ERKS, ERK3/4 e ERK7. No entanto as vias ERK1/2,
JNK1/2/3 e p38a, B, y, 6 sdo as mais extensivamente estudadas (KRISHNA e
NARANG, 2008).

Cada via MAPK é composta por um médulo quinase de trés camadas.
Os receptores tirosina-quinase (RTKs) captam o estimulo extracelular e os
transmitem para as proteinas de ligacdo (proteinas GTPs) que promovem a
ativacdo a jusante do moédulo MAPK quinase quinase (MAPKKK), que por sua
vez leva a fosforilagéo e ativagdo do modulo MAPK quinase (MAPKK). Por fim,
os componentes do médulo MAPKK ativam a via MAPK alvo (DHILLON et al.,
2007).

A cascata de sinalizacdo ERK1/2 é uma via de regulacédo central,
responsavel principalmente pelo controle da proliferagdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. A ativacdo dessa cascata tem inicio com a ligacdo de um
fator estimulador no dominio N-terminal extracelular dos RTKs que entédo
dimerizam e ativam o dominio C-terminal intracelular traduzindo o sinal a
jusante, principalmente por meio da interacdo com a proteina Grb2 (growth
factor receptor-bound protein 2) (OLEA-FLORES et al., 2019). Gbr2 interage
com o fator de mudanca do nucleotideo guanina SOS (son of sevenless) e
promove a mudanca do GDP (difosfato de guanosina) ligado ao RAS para GTP
(trifosfato de guanosina). Assim, as proteinas da superfamilia RAS (H-RAS, N-
RAS e K-RAS) sdo ativadas e reguladas positivamente (CARGNELLO e
ROUX, 2011).

As proteinas RAS séo as proteinas de ligacdo da via MAPK/ERK
(Mc KAY E MORRISON, 2007). Quando ativadas, transmitem o sinal para as
proteinas da familia RAF (RAF-1, B-RAF E A-RAF) que correspondem ao
modulo MAPKKK da cascata. Entdo, as proteinas RAF transmitem o sinal por
meio da fosforilagdo das proteinas MEK1/2, constituintes do modulo MAPKK.

Por dltimo, MEK1/2 ativa ERK1/2 que pertencem ao nivel MAPK da via.
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ERK1/2 ativadas se translocam para o interior do nucleo e fosforilam os seus
alvos nucleares, como os fatores de transcricdo Elk-1, c-Fos e c-Jun. Estes
fatores regulam os processos de diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia
celular WORTZEL e SEGER, 2011). A Figura 1 representa os componentes de
sinalizacao da via MAPK/ERK.

Figura 1 — Esquema de ativacao da via MAPK/ERK

Proteinas GTP

MAPKKK

MAPKK

Legenda: Um fator estimulador extracelular se liga ao receptor tirosina quinase (RTK). A
ligacdo resulta na traducdo do sinal a jusante por meio da interacdo com a proteina
Grb2 e com o fator SOS. Essa interacdo promove a ativacdo das proteinas RAS, que
entdo ativam as proteinas RAF, conduzindo & fosforilagdo de MEK1/2 e,
consequentemente, ativacdo e fosforilagdo de ERK1/2. Dessa forma, ERK1/2 se
transloca ao nucleo onde interagem com os seus fatores de transcri¢éo alvo.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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A desregulacdo da via MAPK/ERK foi associada ao desenvolvimento
de um terco das neoplasias humanas (ZHANG et al., 2015). Essa via pode
conduzir o processo de trans-diferenciacdo das células epiteliais em células
mesenquimais no cancer. Essa mudanca de fendtipo favorece um aumento na
migracdo, invasdo e resisténcia das células neoplasicas ao tratamento
quimioterapico (OLEA-FLORES et al., 2019). A via MAPK/ERK também possui
um papel na regulagdo dos sistemas cardiovascular, nervoso, urolégico,
imunoldgico e digestorio (SUN et al., 2015).

Um grupo de sindromes humanas se originam de mutacdes
germinativas upstream nos genes que compdem a via MAPK/ERK. Essas
desordens sdo denominadas RASopatias e carregam deformidades
craniofaciais, ma formacdes cardiacas, disfuncdes neurologicas,
anormalidades cutaneas, musculoesqueléticas e oftalmoldgicas (TIDYMAN e
RAUEN, 2009). Multiplas LCCG podem ocorrer nos pacientes portadores de
RASopatias como Neurofibromatose tipo 1, sindrome de Noonan, e sindrome
cranio-facial-cutanea (CHRCANOVIC, GOMEZ e FREIRE-MAIA, 2011;
NEUMANN et al., 2009).

Recentemente, foi visto que a via MAPK/ERK ¢é ativada
constitutivamente nas LCG dos maxilares e no fibroma n&o-ossificante, em
decorréncia das mutagdes nos genes KRAS, FGFR1 e TRPV4 (BAUMHOER et
al., 2019; GOMES et al., 2018). A ativacdo da via também foi observada no
ameloblastoma e no tumor odontogénico adenomatoide, que sdo tumores
odontogénicos benignos (COURA et.al., 2019; DINIZ et al., 2017; GOMES, et
al., 2016).

Diante do amplo espectro de alteracdes patolégicas mediadas por
MAPK/ERK, numerosos estudos tém sido desenvolvidos no intuito de definir
alvos terapéuticos moleculares capazes de interferir na sua acgao, inibindo a
progressdo de diversas desordens (FANG et al.,, 2018; MILOSEVIC et al.,
2014; VANDAMME et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Com esse efeito, 0
individuo afetado pode ser beneficiado com uma abordagem terapéutica mais

conservadora e com um melhor prognoéstico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de alteragbes moleculares na LPCG associada a

implantes dentarios

3.2 Objetivos especificos

Investigar mutagdes nos genes KRAS, FGFR-1 e TRPV4 em LPCG
associadas a implantes dentarios.

Estudar a ativagdo da via das MAPK na LPCG associada a
implantes dentarios por meio de analise imuno-histoquimica das proteinas
fosfo-ERK1/2.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo retrospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE:
08043219.2.0000.5149) (ANEXO A). Foram selecionados casos de LPCG
associadas aos implantes dentarios a partir dos arquivos do Servico de
Patologia Oral e Maxilo Facial da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (FO-UFMG) e da Unidade de Patologia Oral e Maxilo
Facial do Servico de Clinica Odontol6gica da Faculdade de Medicina Bucal da
Universidade do Pais Basco (UPV-EHU). Solicitou-se a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e o Termo de Compromisso de Utilizacao
de Dados foi assinado (APENDICE A).

4.2 Amostras

Laminas coradas em hematoxilina e eosina de casos arquivados de
LPCG associadas aos implantes dentarios foram revisados por um patologista
bucal (R.S.G) e selecionadas ap6s confirmacao do diagndstico. Utilizou-se uma
amostra de conveniéncia constituida por quinze espécimes de LPCG
periimplantares fixados em formol tamponado a 10%, pH 7,4 e incluidos em

parafina.

4.3 Extracdo do DNA
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Para extracdo de DNA dos tecidos parafinados utilizou-se o Kit
comercial QlAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN, Hilden, Germany). Em média
23 cortes com 5um de espessura foram obtidos, desprezando-se o0s trés
primeiros cortes de cada amostra. Visando otimizar a etapa de
desparafinizacdo, utilizou-se uma solucédo desparafinizadora (QIAGEN, Hilden
Germany), seguindo as orientac6es do fabricante. A solucdo foi adicionada
aos cortes acondicionados em microtubos que, apés agitacdo, foram incubados
por 15 minutos a 56°C. Em seguida a solucdo tampao ATL (QIAGEN, Hilden,
Germany) foi adicionada e os tubos foram centrifugados por 1 minuto a 11.000
rcf, resultando na separacao da mistura em duas fases. Assim, prosseguiu-se a
digestdo enzimatica do tecido por meio da adicdo de proteinase K (Thermo
Fisher Scientific, Sdo Paulo) na fase transparente e incubacédo a 56°C até a lise
completa do tecido. Subsequentemente, os tecidos foram incubados em banho
seco a 90°C por 1 hora para inversao das ligacdes covalentes entre os acidos
nucleicos (crosslinks) originadas da acdo do formaldeido sobre o tecido. A

primeira etapa do processo de extracao pode ser observada na Figura 2.
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Figura 2 — Primeira etapa do processo de extracdo do DNA.
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Legenda: a) Obtenc¢é&o dos cortes.
b) Incubacdo com solugdo desparafinizadora e separagdo da mistura com Buffer
ATL.
c) Incubacdo com Proteinase K e banho seco.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Em seguida, a fase transparente foi transferida para um novo
microtubo e adicionados tampdo AL e etanol 100%. Todo o conteudo foi
transferido para a coluna QlAamp Min Elute column, QIAGEN, Hilden,
Germany) e centrifugado a 6000 rcf por um minuto. O processo de lavagem
subsequente foi conduzido por meio da adicdo dos tampdes AW1 e AW2,
seguido por centrifugagéo a 6000 rcf por 1 minuto cada. Finalmente, o DNA foi
eluido em tampéo ATE. Um microlitro de DNA foi analisado quantitativamente
e qualitativamente usando o instrumento NanoDrop (NanoDrop, Thermo
Fischer Scientific, Sdo Paulo, Brasil). A razdo de absorbancia 260/280 de
aproximadamente 2 foi considerada para determinar a pureza do DNA extraido.
As principais etapas da segunda fase do processo de extragdo podem ser

observadas na Figura 3.
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Figura 3 — Segunda etapa do processo de extracdo do DNA
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Legenda: a) Transferéncia da fase transparente e adi¢do de Buffer AL e etanol 100%.
b) Transferéncia do contetdo para coluna e centrifugacao.
c¢) Processo de lavagem com Buffers AW1 e AW2.
d) Eluicdo do DNA com Buffer ATE e quantificacdo em NanoDrop.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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4.4 Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada para
amplificar as regifes de interesse para o presente estudo. Para a reacéo, foram
utilizados o reagente MyTaq™ Mix (Bioline Reagents Ltd, UK) e os primers
abrangendo a sequéncia alvo de cada gene analisado. Os primers utilizados
foram desenhados por meio do programa Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). A cauda M13 foi adicionada
para simplificar o fluxo de trabalho. Os primers utilizados e a temperatura de
melting para cada gene estdo descritos na Tabela 2. Foram utilizados um
controle negativo, no qual o DNA n&o foi inserido, e um controle positivo

constituido de DNA extraido de leses de hiperplasia fibrosa.

Tabela 2 — Primers utilizados para a Reac¢éo de PCR.

Gene Exon Primers Forward e Reverse Temperatura de
melting (°C)

5GGCCTGCTGAAAATGACTGAAS’

KRAS 2 5GGTCCTGCACCAGTAATATGC3 60
5TGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTS’

KRAS 4 5TCAGTGTTACTTACCTGTCTTGTC3’ 58
5GTCCATTTTGCTTCCGTTGT3!

FGFR1 9 5 GCAGAGTGAATGGGAGAGTCC3’ 60
5TGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTS’

FGFR1 8 5TCAGTGTTACTTACCTGTCTTGTCS’ 60
5ACCTTCAGCACCTTCTCCT3’

TRPV4 13 5CCAGATGTGCTTGCTCTCCT3’ 58

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

A termociclagem foi conduzida no equipamento Mastercycler® pro
series (Eppendorf, Hamburg, Germany). A temperatura de anelamento variou
de acordo com os primers, sendo 60°C para os primers KRAS exon 2 e FGFR1
exons 8 e 9, e 58°C para os primers KRAS exon 4 e TRPV4 exon 13. Sendo
assim, as amplificacbes foram realizadas em reacdes de termociclagem
independentes.

A desnaturacéao inicial ocorreu a 95°C por 3 minutos, seguida por 45
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento por 15 segundos,
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e extensédo a 72°C por 30 segundos. A extensao final ocorreu a 72°C por 10
minutos.

A eletroforese em gel de agarose a 1,5%, para verificar a
amplificagcdo do DNA, utilizou 5pl do marcador SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) para fluorescéncia das bandas.

4.5 Sequenciamento genbmico (Sanger)

A purificagdo enzimética dos produtos de PCR foi realizada
utilizando-se a enzima ExoSAP-IT (Affymetrix, USB®, Santa Clara, CA, USA)
de acordo com as instru¢des do fabricante. Foram adicionados 2ul de enzima
em 5pl de produto e entdo a solugdo passou por dois ciclos de termociclagem.
O primeiro a 37°C por 15 min e o segundo a 80°C por 15min (Mastercycler®
pro series, Eppendorf, Hamburg, Germany).

O sequenciamento bidirecional dos produtos de PCR foi realizado
por meio de eletroforese capilar utilizando o sequenciador automéatico ABI3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com o reagente BigDye v3.1
chemistry (Applied Biosystem). Os cromatogramas foram analisados
manualmente por meio do software SnapGene® Viewer 4.3.4 utilizando as
sequéncias referéncias de cada um dos genes. As ferramentas online
PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) e SIFT (Sorting Tolerant From
Intolerant) foram usadas para predicéo in silico do possivel impacto funcional

da substituicdo de um aminoacido na constituicdo da proteina.

4.6  Imuno-histoquimica (IHQ)

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada para investigar a ativacao
da via MAPK por meio da deteccao da proteina ERK fosforilada. A reacao de
IHQ foi conduzida em protocolo overnight. Com o uso do micrétomo, dois

cortes de 4um de espessura de cada amostra foram obtidos e fixados em
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laminas de vidro silanizadas (StarFrost, Knittel Glass, Germany). No primeiro
dia de reacao, as laminas contendo os cortes foram imersas em xilol (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) por 25 minutos para desparafinacdo. Em seguida,
os cortes foram reidratados em uma sequéncia de alcoois (alcool absoluto I, I,
alcool 95% e 80%) por 5 minutos cada. A recuperacado antigénica foi realizada
com a imerséo dos cortes em solucdo TRIS- EDTA (Tris 1,21g + EDTA 0,372g
— pH 8,0) a 90°C por 30 minutos utilizando panela elétrica a vapor (IHC-Tek™
Epitope Retrieval Steamer Set). O blogueio da peroxidase enddgena foi feito
com 2 banhos de 10 minutos cada, utilizando uma solucdo de metanol e
perdxido de hidrogénio na propor¢do de 1:1. O anticorpo primario anti-pERK1/2
(Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP® Rabbit
mAb #4370 — Cell Signaling Technology, Danvers, USA) foi diluido em 1:100 e
incubado por 18 horas a 4°C em camara umida.

O anticorpo secundario (Dako envision-dual link system-HRP -
Agilent Dako, Carpinteria, USA) foi incubado em camara umida por 1 hora e
meia. A reacdo foi revelada com a incubacdo dos cortes em solucdo DAB
(Dako Liquid DAB + Substrate Chromogen System — Agilent Dako, Carpinteria,
USA) durante 3 a 7 minutos, de acordo com a inspecdo visual.
Subsequentemente, foram realizados 5 banhos com agua destilada e a contra-
coloracdo em hematoxilina de Meyer. Os resultados foram avaliados em
microscopio Optico de luz por trés pesquisadores (R.R.M.C., C.C.G. e N.B.S.) e
a marcagcdo nuclear ou citoplasmatica foi estabelecida como critério para a
confirmacéo do resultado positivo da reacao.

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da amostra

A média de idade dos individuos afetados nos 15 casos de LPCG
associada ao implante dentario foi de 59 anos (variando de 29 a 73). Destes,

12 (80%) foram do sexo feminino. A propor¢do masculino/feminino foi de 1:4. A
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regido posterior da mandibula foi o sitio oral mais afetado (11/15; 73,3%).
Todas as lesdes foram associadas a implantes dentérios. A reabsor¢cdo da
crista Gssea alveolar foi observada em 40% dos casos (6/15) e todos os
pacientes foram tratados com biopsia excisional. A caracterizacdo das

amostras € apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizagdo das 15 amostras de leséo periférica de células gigantes associada
ao implante dentario.

Amostra Sexo Idade Localizacéo Reabsorcgao 0ssea
# (anos) anatébmica

1 Feminino 70 Maxila posterior Sim
2 Feminino 73 Mandibula posterior N&ao
3 Masculino 70 Mandibula posterior Sim
4 Feminino 46 Mandibula posterior Nao
5 Masculino 50 Mandibula posterior Sim
6 Feminino 52 Maxila anterior Sim
7 Feminino 69 Mandibula posterior N&o
8 Feminino 61 Mandibula posterior N&o
9 Feminino 53 Maxila posterior N&ao
10 Masculino 70 Maxila posterior N&ao
11 Feminino 64 Mandibula posterior N&ao
12 Feminino 53 Mandibula posterior N&ao
13 Feminino 29 Mandibula posterior Sim
14 Feminino 70 Mandibula posterior Sim
15 Feminino 57 Mandibula posterior N&o

Fonte: elaborado pela autora, 2019

5.2 Andlise Histopatologica

O exame histopatologico de todas as 15 amostras revelou um

estroma fibrovascular, contendo células mononucleares fusiformes e ovoides
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entremeadas por CGM. Areas de hemorragia com depdsitos de hemossiderina
foram observadas esporadicamente. Neoformacdo O6ssea ndo foi observada
nos casos analisados. Particulas originadas da corrosdo do titanio foram
observadas na amostra #10 (FIGURA 5). Imagens representativas do aspecto
histopatolégico da LPCG associada ao implante dentario podem ser

observadas nas Figuras 4 e 5.

Figura 4 — Caracteristicas histopatologicas da lesao periférica de células gigantes associada ao
implante dentario.

200um | iy

Legenda: Observam-se células mononucleares fusiformes e ovoides entremeadas por células
gigantes multinucleadas semelhantes a osteoclastos em um estroma
fibrovascularizado.

(Screenshots obtidos a partir do aplicativo Case Viewer 2.3)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Figura 5 — Caracteristicas histopatolégicas da lesao periférica de células gigantes associada ao
implante dentario.

Legenda: Areas de pigmentacdo enegrecida sugestiva de particulas de titAnio podem ser
observadas no centro da imagem.

(Screenshots obtidos a partir do aplicativo Case Viewer 2.3)
Fonte: elaborado pela autora, 2019.

5.3 Sequenciamento de Sanger

Os resultados do sequenciamento por amostra estdo descritos nas
Tabelas 3 e 4. Muta¢des sométicas drivers (condutoras), com ganho de funcao
e mutualmente exclusivas afetando os cédons 12, 14, 37, 127 e 146 do gene
KRAS foram detectadas em 8 das 15 amostras avaliadas (53.4%) (FIGURA 6,
TABELA 4). Destas, 6 apresentaram mutacfes descritas como patogénicas e 2
mostraram variantes raras de significado incerto previamente descritas em
apenas uma amostra cada (ROSSI et al., 2017; ALAKUS et al. 2014). As
mutacdes KRAS p.G12A/D (c.35G>C/T) foram detectadas nos casos #2 e #7,
respectivamente. Essas mutacdes sao as alteracdes patoldgicas mais

frequentemente descritas em neoplasias de pulméo, pancreas e intestino
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(HAIGIS, 2017). As amostras #1, #5 e #9 apresentaram a mutacdo KRAS
p.Al46V (c.437C>T) (FIGURA 7). Essa mutacdo € encontrada em uma ampla
proporcdo dos casos de carcinoma colorretal e mieloma multiplo (HAIGIS,
2017; KORTUM et al., 2015; VAUGHN et al., 2011). A mutacdo KRAS p.V14L
(c.40G>C) foi detectada na amostra #4. Mutacbes no coédon 14 estdo
associadas as Rasopatias e a leucemia linfoblastica (DAMM et al., 2014;
HAIGIS, 2017; RICHTER-PECHANSKA et al., 2017). As variantes KRAS
p.E37K (c.109G>A) e p.T1271 (c.380C>T) foram detectadas nas amostras #6 e
#10. Essas mutacdes sado raras e foram reportadas em uma amostra de
discrasia de células plasmaticas (ROSSI et al., 2017) e uma amostra de
pseudomixoma peritoneal, respectivamente (ALAKUS et al. 2014). A mutacao
sindbnima KRAS p.G15G (c.45C>T) foi detectada em 1 caso (#11) (FIGURA 8).

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foram detectados em 4
casos, sendo #4 e #15 (TRPV4 p.I16781 ¢.2034C>T); #11 (FGFR1 p.A367V
€.2000C>T) e #9 (KRAS p.T144T c.432A>G) (FIGURA 9, TABELA 4).

Os demais casos #3, #8, #12 e #13 apresentaram a sequéncia wild-
type (selvagem) para todos os genes investigados. Nenhuma mutacéo
patogénica foi detectada nos genes FGFR1 e TRPV4. Os cromatogramas dos

casos mutados podem ser observados nas Figuras 6, 7, 8 e 9.

Tabela 4 — Mutacdes somaticas drivers encontradas nos casos de lesdo periférica de células
gigantes associada ao implante dentario.

Amostra KRAS exon 2 KRAS exon 4 Predicédo de patogenicidade
#) (codons 10, 12, 13,14 e 19) (codon 146)
PolyPhen-2** SIFT***
1 WT* p.Al46V 0.998 0
2 p.G12A WT 0.956 0.02
4 p.vV14L WT 0.998 0
5 WT p.Al146V 0.998 0
6 p.E37K WT 0.628 0
7 p.G12D WT 0.517 0
9 WT p.Al46V 0.998 0
10 WT p.T1271 0.070 0.34

* Wild Type — sequéncia selvagem

**Polymorphism Phenotyping v2: 0 — mutacdo possivelmente benigna.
1 — mutagédo possivelmente patogénica.

***Sorting Tolerant From Intolerant: < 0.05 — mutacéo possivelmente patogénica
> 0.05 — mutacao possivelmente benigna.
Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Tabela 5 — Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e mutacdo sinbnima encontrados nos
casos de leséo periférica de células gigantes associada ao implante dentario.

Amostra KRAS exon 2 KRAS TRPV4 FGFR1 MAF** dbSNP***
(#) (codons 10, 12, exon 4 exon 13 exon8e9 (ghomAD)
13,14 e 19) (codon (codon (codon
146) 713) 381)
4 WT* WT p.1678I WT 0.1695 rs3742037
9 p.T144T WT WT WT 0.00000796 rs766109434
4
11 p.G15G WT WT WT - -
11 WT WT WT p.A367V 0.00000406 rs1324436328
15 WT WT p.1678I WT 0.1695 rs3742037

*Wild Type — sequéncia selvagem

*Minor Allele Frequency — Frequéncia do alelo menos comum. Determina a frequéncia em que
este alelo ocorre na populacdo. MAF>0.01 sé@o consideradas variantes de nucleotideo Unico
comuns e representam, potenciais polimorfismos.

***Single Nucleotide Polymorphism database.

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Figura 6 — Mutacdes KRAS p.G12A; p.G12D; p.V14L; p.E37K e p.T127I detectadas nas
amostras #2, #7 #4, #6 e #11 pelo sequenciamento de Sanger.

A) #2 B) #7.

Legenda: Cromatogramas mostrando trocas de nucleotideos associadas as mutagdes no gene
KRAS.

a) Troca de Guanina para Citosina (KRAS ¢.35G>C) resultando na substituicdo de
Glicina por Alanina (p.G12A).

b) Troca guanina para timina (KRAS ¢.35G>T) resultando na substituicdo de Glicina
por Asparargina (p.G12D).

¢) Troca de Guanina para Citosina (KRAS ¢.40G>C) resultando na substituicdo de
Valina por Leucina (p.V14L).

d) Troca de Guanina para Adenina (KRAS c.109G>A) resultando na substituicdo de
Glutamina por Lisina (p.E37K).

e) Toca de Citosina para Timina (KRAS ¢.380C>T) resultando na substituicdo de
Treonina por Isoleucina (p.T1271)

(Screenshots obtidos do aplicativo Snap Gene® Viewer 4.3.4)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Figura 7 — Mutag8o KRAS p.Al46V detectada nas amostras #1, #5 e #9 pelo sequenciamento
de Sanger.

#1 #5 #9

Legenda: Cromatogramas mostrando troca de Citosina para Timina (KRAS ¢.437C>T) com
consequente substituicdo do aminoacido Alanina pelo aminoéacido Valina (p.A146V).

(Screenshots obtidos do aplicativo Snap Gene® Viewer 4.3.4)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Figura 8 — Mutacdo sindnima KRAS p.G15G detectada na amostra #11 pelo sequenciamento
de Sanger

#11.

Legenda: Cromatograma mostrando a troca de Citosina para Timina (KRAS c¢.45G>C) com
manuten¢é@o do aminoacido Glicina — mutagéo sinbnima (p.G15G).

(Screenshot obtido do aplicativo Snap Gene® Viewer 4.3.4)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Figura 9 — Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), TRPV4 p.1678l; KRAS p.T144T e FGFR1
p.A367V detectados nas amostras #4, #15, #9 e #11 pelo sequenciamento de Sanger

A) #4

GACCATTGGCA GACCAT TGGCA

C) #9

TGAAACATCAG GCCGGCAGTGA

Legenda: Cromatogramas mostranco trocas de nucleotideos associadas aos polimorfismos de nucleotideo

Unico (SNPs).

a) e b) Troca de Citosina para Timina (TRPV4 ¢.2034C>T) com manutencdo do aminoacido

Isoleucina (p.1678l).

¢) Troca de Alanina para Guanina (KRAS ¢.432A>G) com manuten¢do do aminoacido Treonina

(p.T144T).

d) Troca de Citosina para Timina (FGFR1 ¢.2000C>T) resultando na substituicdo de Alanina por

Valina (p.A367V)
(Screenshots obtidos do aplicativo Snap Gene® Viewer 4.3.4)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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5.4  Andlise Imuno-histoquimica (IHQ)

A imunopositividade para a forma fosforilada da proteina ERK1/2 foi
observada em todos o0s casos investigados. As células mononucleares
apresentaram intensa positividade nuclear e citoplasmatica para fosfo-ERK1/2
[p44/42 MAPK (Erk1/2)], enquanto as células gigantes multinucleadas foram
negativas. Grande parte das células endoteliais também demonstrou forte expressao
nuclear e citoplasmatica de ERK1/2 fosforilada. A positividade de fosfo-ERK1/2
nesses componentes celulares sugere ativacdo da via MAPK/ERK. Ainda, a
positividade da forma fosforilada das proteinas ERK 1 e 2 foi observada nas células
constituintes do epitélio estratificado pavimentoso, o que € consistente com a
atividade proliferativa caracteristica de células epiteliais e com papel da via MAPK
no processo de proliferacdo celular. A expressdo de ERK1/2 nos componentes

celulares supracitados pode ser observada nas Figuras 10 e 11.



51

Figura 10 — Expressdo de fosfo-ERK1/2 na lesdo periférica de células gigantes associada com
implantes

Legenda: Marcagéo nuclear e citoplasmética intensa para fosfo-ERK1/2 nas células mononucleares e
auséncia de marcacao nas células gigantes multinucleadas nos casos #2 (A) e #15 (B).
Imunonegatividade das células gigantes multinucleadas em destaque no canto inferior
direito de ambas as imagens.

(Screenshots obtidos do aplicativo Case Viewer 2.3)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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Figura 11 — Expressdo de fosfo-ERK1/2 na lesdo periférica de células gigantes associada com
implantes

Legenda: Marcagdo nuclear e citoplasmatica de fosfo-ERK1/2 pelas células do epitélio de
revestimento da mucosa (A) e células endoteliais (B).

(Screenshots obtidos do aplicativo Case Viewer 2.3)

Fonte: elaborado pela autora, 2019.
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6 DISCUSSAO

Ocasionalmente, a LPCG pode ser encontrada associada com um
implante dentario. Até o momento, apenas 42 casos desta lesdo foram reportados

na literatura (BIDRA, PERSENAIRE e NATARAJAN, 2019; BORSTEIN et al., 2018;
BOZCAYA et al., 2018; CHRCANOVIC et al., 2019). Foi sugerido que a doenca se

origina de uma resposta reativa da gengiva ou mucosa alveolar aos estimulos
inflamatorios cronicos locais. A exposicao dos tecidos gengivais a superficie rugosa
do implante, o acumulo de placa e tartaro sob as margens de préteses mal
adaptadas e a corrosao do titanio foram algumas fontes de irritacdo cronica local
descritas como fator etioldgico (CLOUTIER et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2009;
OLMEDO et al., 2010; OZDEN et al., 2009). No entanto, ndo existem estudos sobre
0 mecanismo molecular relacionado ao desenvolvimento dessa leséo.

As lesdes periimplantares e as LPCG convencionais compartilham as
mesmas caracteristicas clinicas e histopatolégicas. Estudo recente analisou o
exoma das LPCG e detectou mutagbes ativadoras nos genes KRAS e FGFR1 em
71% e 10% das amostras investigadas, respectivamente (GOMES et al., 2018). O
mesmo perfil mutacional foi descrito para o fiboroma néao-ossificante, que apresentou
uma alta proporcdo de mutacdes KRAS (47.3%) e FGFR1 (21%) (BAUHMOER et
al., 2019). O fibroma nao-ossificante é uma lesao intradssea de curso auto limitante,
que ocorre na regido posterior da mandibula de individuos jovens e compartilha o
mesmo quadro histopatologico visto nas LCG dos maxilares. Ainda, substituicdes
afetando o gene TRPV4 foram reportadas apenas na LCCG.

Em razdo da similaridade microscépica entre as LCG com a LPCG
associada aos implantes, no presente estudo investigamos as mutag¢des hotspot nos
genes KRAS, FGFR1 e TRPV4 em 15 amostras das les6es associadas a implantes
dentarios. Diante do conhecimento de que essas mutacdes promovem a ativacao
constitutiva de MAPK/ERK, estudamos também a expressdo da proteina fosforilada
da ERK para avaliacédo da ativacéo dessa via de sinalizac&o.

A superfamilia RAS é constituida por proteinas conservadas a montante

que possuem um papel crucial na transducdo do sinal extracelular e ativagdo de
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inUmeras vias de sinalizacdo a jusante. Mutacdes nos genes RAS sdo as principais
alteracbes genéticas encontradas em uma infinidade de processos neoplasicos,
benignos ou malignos (CICENAS et al, 2017; DINIZ et al., 2017; MONTSERRAT et
al., 1989; WANG et al., 2017). Em consonancia com os achados anteriormente
relatados para o fiboroma néo-ossificante e a LPCG convencional (BAUMHOER et al.,
2019; GOMES et al.,, 2018), 8/15 (53,4%) das LPCG associadas ao implante
dentario mostraram mutacdes KRAS levando as substituicdes p.G12A (n=1), p.G12D
(n=1), p.V14L (n=1), p.E37K (n=1), p.T127I (n=1) e p.A146V (n=3).

KRAS é o oncogene mais frequentemente mutado no cancer. As
mutagdes ocorrem no cédon 12 em cerca de 90% dos casos. A substituicdo p.G12D
€ vista em 40% a 50% dos canceres de pancreas e colorretais, enquanto p.G12A é
mais reportada nos canceres de pulmao (HAIGIS et al., 2017). Alteracdes no codon
146 representam uma propor¢ao significativa de mutacdées KRAS e ocorrem quase
gue exclusivamente nos carcinomas colorretais (CICENAS et al., 2017; HAIGIS et
al., 2017). As mutagdes KRAS p.E37K e p.T127] foram previamente reportadas em
uma amostra de pseudomixoma peritoneal e em uma amostra de discrasia de
células plasméticas, respectivamente (ALAKUS et al. 2014; ROSSI et al., 2017). No
entanto, sdo consideradas variantes raras de significado incerto e estudos futuros
sdo necessarios para a elucidacao do efeito funcional dessas mutacdes.

Dentre os canceres de pancreas, pulmao e colorretal, o0 adenocarcinoma
pancreatico ductal é o que carrega a maior propor¢cdo de mutacbes KRAS (HAIGIS
et al., 2017; PERINCHERI e HUI, 2014; TSUCHIDA et al., 2016).

A pancreatite cronica foi considerada um fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de pancreas (LOWENFEELS et al., 1993). Mutages no
codon 12 do gene KRAS foram amplamente detectadas nos exames citolégicos dos
pacientes afetados pela doenca (CALDAS et al., 1994; FURUYA et al., 1997; van
LAETHEM, 1999). Do mesmo modo, pacientes portadores de doengas intestinais
inflamatoérias, como a colite ulcerativa e a doenca de Crohn, foram considerados
mais propensos a desenvolver cancer colorretal (GRIVENNIKOV, 2013; LYDA et al.,
2000). Em contrapartida, mutacbes KRAS também foram encontradas em tecidos
pulmonares, pacreaticos e endometriais sem alteragbes neoplasicas e em amostras
de fezes de pacientes sadios (LAC et al., 2019; TADA et al., 1996; YAKUBOVSKA et
al., 1995). Devido a essas conjecturas, o campo de estudo que busca elucidar o

papel da inflamacéo na oncogénese tem crescido exponencialmente.
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A interacdo entre as células do sistema imunolégico com um antigeno
enddgeno ou exodgeno resulta na formagéo de radicais livres que podem se difundir
entre as células durante a inflamacéo, danificar o DNA e formar moléculas altamente
mutagénicas, capazes de causar mutacdes somaticas, ativar proto-oncogenes e
inibir a acdo dos genes supressores de tumor (KHANSARI, SHAKIBA e MAHMOUDI,
2009). A presenca de proteinas RAS ativas em niveis fisiologicos nao foi suficiente
para a inducdo de processos patolégicos (GUERRA et al., 2003). Contudo, o
estimulo inflamatério pode amplificar a atividade de RAS a niveis patoldgicos,
resultando na regulagédo positiva das vias pro-inflamatérias e em uma progressao
rapida para o cancer (BAOAN et al., 2009; DANILUK et al., 2012).

Portanto, a presenca da inflamacéo nos tecidos peri-implantares pode
promover a ativacdo de RAS e a cronicidade deste estimulo pode amplificar a
atividade deste gene, dando origem as alteracdes moleculares detectadas neste
estudo. A manutencéo da regulacéo positiva dos genes RAS promove a ativacao da
via de sinalizacdo MAPK/ERK. A positividade intensa para a proteina fosfo-ERK no
estudo imunohistoquimico, observada nas células mononucleares das nossas
amostras, € consistente com a ativacao sustentada desta via.

Diversas pesquisas sugerem que as células mononucleares das LCG dos
maxilares representam o componente lesional proliferativo (HOSUR et al., 2017,
MIGHELL, ROBINSON e HUME, 1996; SOUZA et al., 1999; SOUZA, MESQUITA e
GOMEZ et al., 2000). No presente estudo, a positividade imuno-histoquimica para
fosfo-ERK1/2 foi encontrada principalmente nas células mononucleares, sendo que
as CGM foram negativas, o que da suporte a hipétese de que as células
mononucleares representam o componente proliferativo na LPCG associada com
implantes.

Ademais, estudo recente confirmou que as muta¢gdes KRAS p.G12D no
fibroma nao-ossificante ficaram restritas a essas células (BAUHMOER et al., 2019).
Assim como previamente elucidado, é possivel que as mutagdes identificadas neste
estudo também estejam presentes em uma proporgcéo pequena das células
mononucleares (BOVEE e HOGENDOORN, 2019). Entretanto, novos estudos sio
necessarios para confirmacao dessa hipotese.

A osteoclastogénese € um dos inidmeros processos celulares que pode
ser controlado pela via de sinalizagdo MAPK/ERK. Uma variedade de citocinas e

fatores de crescimento expressos pelas LCG atuam de forma sinérgica na regulacéo
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positiva da sinalizacdo de ERK no processo de formacéo dos osteoclastos. Uma vez
ativada, diversos fatores de transcricdo atuam controlando a osteoclastogénese
(LEE et al., 2009, LEE et al., 2018). Um estudo experimental em camundongos
mostrou que a supressao da via MAPK/ERK inibiu a expressédo de genes indutores
da formacdo osteocléstica, prevenindo a perda 6ssea induzida por particulas de
titanio (HU et al., 2017). A cascata de sinalizacdo osteoclastogénica MAPK/ERK é

representada pela Figura 12.

Figura 12 — Esquema de diferenciagao osteoclastica mediada pela via de sinalizagcdo MAPK/ERK

Fatores estimuladores extracelularey
M-CSF, RANKL, RANK, OPG,
BMP9, VEGF, IL-1, IL-6, TNF-o,
TGF-B, FGF, TRAP.
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Legenda: As citocinas e fatores estimuladores extracelulares desencadeiam a ativacdo da via de
sinalizacdo MAPK/ERK. ERK1/2 translocada ao nilcleo ativa os fatores de transcrigdo
intranucleares responsaveis pela proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo dos
precursores de osteoclastos em osteoclastos maduros, culminando na reabsorgéo 0ssea.

Fonte: LEE et al., 2018 (Adaptado).

As CGM que compdem a LPCG associada ao implante possuem um
fendtipo osteoclastico. A andlise dos achados do presente estudo com a literatura
pertinente nos permite postular que o estimulo inflamatoério cronico local poderia ser
o fator etiolégico potencial para as mutacdes no gene RAS. Essas mutages estdo

possivelmente localizadas em um percentual de células mononucleares fusiformes

Osteoclastos

15

/N

\
)
A\
A

Reabsorgdo



57

do estroma que levam ao acumulo e ativacdo das demais células mononucleares
presentes na lesdo. A ativagao sustentada da via MAPK/ERK, por sua vez, poderia
levar a regulacdo positiva do processo de osteoclastogénese, resultando na
formacdo das CGM. Ainda, as células mononucleares fusiformes podem expressar
citocinas que participam do processo de recrutamento das células de linhagem
monocitica/macrofagica e dos pré-osteoclastos vindos do sangue, o que também
repercute na formacdo das CGM. Logo, o equilibrio entre as atividades das células
mononucleares mutadas e nao-mutadas, células de linhagem
monocitica/macrofagica e CGM pode definir o microambiente de desenvolvimento da
LPCG associada ao implante dentario.

Mutacdes no gene FGFR1 séo eventos genéticos extremamente raros e
podem néo ter sido detectados por dois motivos: a reduzida quantidade de amostras
disponiveis para o estudo e pela limitacdo da técnica de deteccdo utilizada. O
sequenciamento de Sanger amplifica apenas uma regido previamente definida do
gene estudado. E possivel que utilizando técnicas mais sensiveis como o
sequenciamento do exoma inteiro, um padrdo mutacional mais heterogéneo
pudesse ser encontrado. A auséncia de mutacées afetando o gene TRPV4 era de
certa forma esperada, uma vez que essas alteracdes também nédo foram detectadas

nas LPCG esporadicas e no fibroma néo-ossificante.
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7 CONCLUSAO

Em suma, os resultados deste estudo nos permitem inferir que as
mutacdes KRAS ativadoras da via MAPK/ERK p.G12A, p.G12D, p.V14L, p.E37K,
p.T1271 e p.A146V ocorrem na LPCG associada ao implante dentario. A expressao
da proteina ERK fosforilada foi intensa nas células mononucleares da lesdo. A
doenca apresenta elevada similaridade genética com a LPCG convencional e com o
fiboroma nao-ossificante e pode ser incluida sob o mesmo espectro de alteracdes
patologicas ricas em células gigantes. O desenvolvimento de outros estudos
utilizando o sequenciamento de exoma completo em um maior nimero de amostras

pode ampliar o perfil mutacional detectado nas LPCG peri-implantares.
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Formacdo complementar

= QOdontologia baseada em Evidéncias e Pesquisa Transnhacional. (Carga
horéria: 4h). Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

» Pesquisa em Iniguidades em  Saude. (Carga horaria: 4h).
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

» Distarbios alimentares, distarbios do movimento e qualidade do sono. (Carga
horéria: 4h). Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

» Cuidados com a voz e técnicas de apresentacdo em publico. (Carga horaria:
4h). Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

= Sinalizagdo molecular envolvida na cicatrizagdo e no CCE. (Carga horéria:
3h). Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Brasil.

= Curso de Aperfeicoamento em Cirurgia e Traumatologia Buco Maxilo Facial.

(Carga horaria: 210h). Instituto de ensino superior, IES, Brasil.

Prémios e titulos

SCHIMMELPENNING SYNDROME: A CASE REPORT. 1° colocado na categoria
Apresentacdo Oral de Casos Clinicos. 44° Congresso Brasileiro de Estomatologia e
Patologia Oral — SOBEP, 2018.
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Abstract

Objectives: To investigate the molecular pathogenesis of implant-associated periph-
eral giant cell granuloma (1A-PGCG).

Methods: A convenience sample of 15 IA-PGCG cases was selected. Hotspot muta-
tions of KRAS, FGFR1, and TRPV4 genes, previously reported in conventional giant
cell lesions of the jaws, were investigated by Sanger sequencing. As these mutations
could activate MAPK/ERK pathway, the expression of phospho-ERK1/2 was also
evaluated by immunohistochemistry.

Results: KRAS mutations were detected in 8/15 (53.4%) samples. Similar to conven-
tional peripheral giant cell granuloma, the KRAS mutations most frequently occurred
in codon 146 (p.Al146V, n = 3), followed by codon 12 (p.G12A and p.G12D, n = 1
each) and codon 14 (pV14L, n = 1). Variants of unknown significance (VUS) were
also detected in two cases, affecting codons 37 (p.E37K) and 127 (p T1271). All sam-
ples showed wild-type (WT) sequences for FGFR1 and TRPV4 genes. Consistent with
MAPK/ERK pathway activation, all mononuclear cells of the lesion showed strong
staining for phospho-ERK1/2 protein in the immunohistochemical analysis.
Conclusions: KRAS mutations and activation of the MAPK-ERK signaling pathway
occur in IA-PGCG. This is the first study to demonstrate cancer-associated gene mu-
tations in a non-neoplastic reactive condition associated with dental implants.
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