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RESUMO

Tumores marrons sao lesdes resultantes de alteragdes no metabolismo 6sseo em
decorréncia do hiperparatireoidismo, uma das desordens enddcrinas mais comuns no
mundo. Os tumores marrons podem ocorrer no hiperparatireoidismo primario,
secundario e terciario. Essas lesdes ocorrem principalmente nos ossos longos, mas
podem afetar os maxilares e apesar de apresentarem caracteristicas clinicas e
microscopicas bem estabelecidas, a patogénese molecular dos tumores marrons
ainda nao foi elucidada. Recentemente, mutagdes patogénicas nos genes TRPVA4,
FGFR1 e KRAS foram descritas em lesdes de células gigantes dos maxilares e em
fibroma nao-ossificante dos ossos longos (FGFR1 e KRAS), lesées que sdo mimicas
histolégicas dos tumores marrons do hiperparatireoidismo. O objetivo do presente
estudo foi investigar em tumores marrons dos maxilares a presenga de mutagdes
nesses genes. Para investigar tais mutacdes, foi realizado o sequenciamento de
Sanger em uma amostra de conveniéncia composta por 13 tumores marrons dos
maxilares associados ao hiperparatireoidismo primario e secundario. Sabendo-se que
mutagdes nos genes analisados levam a ativagdo da via de sinalizagdo celular
MAPK/ERK, a detecgéo imuno-histoquimica da forma fosforilada da proteina ERK1/2
(PERK1/2) também foi avaliada nessas lesdes. Mutagdes patogénicas no gene KRAS
foram detectadas em sete casos (p.G12V n=4, p.G12D n=1, p.G13D n=1, p.A146T
n=1). Variantes de significado incerto, p.A134T e p.E37K também foram detectadas.
Todas as amostras exibiram sequéncias selvagens para os genes FGFR1 e TRPVA4.
A ativacao da via MAPK/ERK foi demonstrada pela positividade imuno-histoquimica
das células mononucleares dos tumores marrons para pERK1/2. Portanto, mutagdes
no gene KRAS e ativagao da via de sinalizacao celular MAPK/ERK foram detectadas
em tumores marrons do hiperparatireoidismo dos maxilares. Tais resultados
expandem o espectro de lesdes de células gigantes cuja patogénese molecular
envolve a sinalizagdo RAS.

Palavras-chave: Granuloma de células gigantes. Células gigantes multinucleadas.
Hiperparatireoidismo. Doengas Osseas. MAP Quinases Reguladas por Sinal
Extracelular. Mutacao.



ABSTRACT

Molecular alterations in brown tumor of hyperparathyroidism of the jaws

Brown tumors are lesions that result from abnormal bone metabolism in
hyperparathyroidism, which is one of the most common endocrine disorders
worldwide. Brown tumors can occur in primary, secondary and even in tertiary
hyperparathyroidism. It occurs mainly in long bones, but occasionally affects the jaws
and, despite its well-known clinical and microscopic features, the molecular
pathogenesis of brown tumors remains unclear. Recently, pathogenic mutations in
TRPV4, FGFR1 and KRAS were described in giant-cell lesions of the jaws and non-
ossifying fibromas of the bones (FGFR1 and KRAS), which are histologic mimics of
brown tumors. The aim of this study was to investigate in brown tumors of the jaws the
presence of mutations in these genes. To assess such mutations, a convenience
sample of 13 brown tumors of the jaws associated with primary or secondary
hyperparathyroidism was targeted by Sanger sequencing. As mutations in these genes
are known to activate the MAPK/ERK signaling pathway, the immunostaining of the
phosphorylated form of ERK1/2 (pERK1/2) was also assessed in these lesions. KRAS
pathogenic mutations were detected in seven cases (p.G12V n=4, p.G12D n=1,
p.G13D n=1, p.A146T n=1). KRAS variants of unknown significance, p.A134T and
p.E37K, were also detected. All samples showed wild-type sequences for FGFR1 and
TRPV4 genes. The activation of the MAPK/ERK signaling pathway was demonstrated
by pERK1/2 immunohistochemical positivity of the brown tumors” mononuclear cells.
In conclusion, mutations in KRAS and activation of the MAPK/ERK signaling pathway
were detected in brown tumors of hyperparathyroidism of the jaws, expanding the
spectrum of giant cell lesions whose molecular pathogenesis involve RAS signaling.

Keywords: Granuloma. Giant cells. Hyperparathyroidism. Bone diseases.
Extracellular Signal-Regulated MAP Kinases. Mutation.
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1 INTRODUGAO

Uma variedade de lesbes orais que podem afetar os maxilares apresenta
células gigantes multinucleadas ao exame histopatolégico. Células gigantes
semelhantes a osteoclastos estdo presentes em uma variedade delas, tais como
lesdes centrais e periféricas de células gigantes, incluindo as associadas a implante
dentario, cisto 6sseo aneurismatico, condroblastoma, fibroma n&o-ossificante e tumor
marrom do hiperparatireoidismo. (CHRCANOVIC et al., 2011; FLANAGAN; SPEIGHT,
2014; GOMES et al., 2020). Além disso, lesbes apresentando células gigantes
multinucleadas semelhantes a osteoclastos podem ser componentes de diferentes
sindromes, como querubismo (OMIM #118400), sindrome de Noonan (OMIM
#163950), neurofibromatose tipo | (OMIM #166200), displasia osteoglofénica (OMIM
#166250), sindrome  cardiofaciocutanea (OMIM  #115150), sindrome
oculoectodérmica (OMIM #600268), sindrome de Jaffe—Campanacci e sindrome de
Schimmelpenning-Feuerstein-Mims (OMIM #163200) (ERNST; QUINN; ALAWI, 2007;
FRIEDRICH et al., 2016; GOMES et al., 2020; NEUMANN et al., 2009; PEACOCK et
al., 2015; STEWART et al., 2014; UEKI et al., 2001; WHITE et al., 2005).

Dentre as lesbes que apresentam células gigantes multinucleadas
semelhantes a osteoclastos citadas acima, as lesées centrais e periféricas de células
gigantes, o fibroma nao-ossificante, o querubismo e o tumor marrom do
hiperparatireoidismo compartilham fortes similaridades histopatolégicas (FLANAGAN;
SPEIGHT, 2014; WICK; MCDERMOTT; SWANSON, 2014). De maneira geral essas
lesbes sao caracterizadas pela presengca de inumeras células gingantes
multinucleadas semelhantes a osteoclastos em meio a células mononucleares
ovoides e/ou fusiformes, com presenca de vasos sanguineos, hemorragia e depdsitos
de hemossiderina (FLANAGAN; SPEIGHT, 2014; RAUBENHEIMER; JORDAN,
2017). Por serem mimicas histolégicas, essas lesbées apresentam desafios quanto ao
estabelecimento do diagndstico final. Para que ele seja alcangado é necessario
associar as informacdes histopatoldgicas, clinicas, radioldgicas, além de outros
exames complementares, como exames sorologicos (RAUBENHEIMER; JORDAN,
2017).
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As lesdes centrais de células gigantes s&o lesdes unicas, benignas e intra-
O0sseas que ocorrem principalmente na mandibula de pacientes jovens, geralmente
antes dos 20 anos de idade, podendo ser agressivas ou nao agressivas (FLANAGAN;
SPEIGHT, 2014; RAUBENHEIMER; JORDAN, 2017). As lesbes periféricas de células
gigantes sdo nodulos vermelho-arroxeados normalmente relacionados a fatores
irritativos locais em gengiva ou mucosa alveolar de pacientes entre a quarta e quinta
décadas de vida, podendo estar associadas a implantes dentarios (CHRCANOVIC;
GOMEZ; GOMES, 2018; HIRSHBERG et al., 2003; LESTER et al., 2014). Os fibromas
nao-ossificantes sédo lesdes que ocorrem principalmente na metéafise dos ossos longos
em criangas, podendo raramente ocorrer nos ossos maxilares (CHRCANOVIC et al.,
2011; WICK; MCDERMOTT; SWANSON, 2014). O tumor marrom do
hiperparatireoidismo é uma lesdo intra-0ssea benigna, podendo raramente ser
periférica, e associada a alteragdbes no metabolismo 6sseo em decorréncia do
hiperparatireoidismo (EL-MOFTY, 2009; GUIMARAES et al., 2006). A patogénese
molecular do tumor marrom do hiperparatireoidismo ainda nao foi elucidada.

Além das lesbes supracitadas que podem acometer os maxilares, o tumor
de células gigantes dos ossos longos também apresenta caracteristicas
microscopicas semelhantes a elas, mas comportamento bioldgico distinto. Consistem
em lesdes neoplasicas agressivas que ocorrem principalmente na epifise de ossos
longos e que podem sofrer metastase (COWAN; SINGH, 2013). Raramente o tumor
de células gigantes pode ocorrer nos o0ssos gnaticos e ser erroneamente
diagnosticados e tratado como leséo central de células gigantes agressiva. Em 2013,
foram descritas pela primeira vez mutacgdes drivers p.G34W/L recorrentes no gene
H3F3A em 92% (49/53) dos tumores de células gigantes dos 0ssos longos avaliados
(BEHJATI et al., 2013). O gene H3F3A codifica uma histona cuja funcdo pode estar
relacionada ao recrutamento de osteoclastos (BEHJATI et al., 2013). Devido as
similaridades histopatoldgicas entre os tumores de células gigantes dos 0ssos longos
e as lesdes centrais de células gigantes, em 2014 foi investigado se as lesdes centrais
de células gigantes esporadicas dos maxilares apresentavam as mesmas mutacoes
drivers no gene H3F3A descrita no tumor de células gigantes dos 0ssos longos no
estudo anterior. Os resultados revelaram auséncia de tais mutagdes em todas as nove
amostras de lesdes centrais de células gigantes esporadicas avaliadas, demonstrando
diferengas moleculares que podem auxiliar no diagnostico diferencial entre essas
lesbes (GOMES et al., 2014).
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Considerando a auséncia da mutacdo H3F3A em lesbes centrais de células
gigantes, recentemente, foi realizado um estudo molecular com a analise do exoma
tumoral das lesbdes de células gigantes dos maxilares (GOMES et al., 2018). No
referido estudo, foram analisadas lesdes centrais e periféricas de células gigantes e
detectada a presenga de mutacbes somaticas recorrentes de forma mutuamente
exclusiva em 3 genes: KRAS, FGFR1 e TRPV4. Estes genes convergem para a
ativagdo da via de sinalizagédo celular MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/
extracelular regulated kinases). Logo apds, mutagcdes nos genes KRAS e FGFR1
foram também descritas em fibroma n&o-ossificante dos ossos longos (BAUMHOER
et al., 2019).

Considerando entdo as similaridades histopatolégicas entre as lesdes
centrais e periféricas de células gigantes, o fibroma nao-ossificante dos ossos longos
e o tumor marrom do hiperparatireoidismo, o presente estudo teve o objetivo de
investigar a presengca das mutacbes nos genes KRAS, FGFR1 e TRPV4,
recentemente descritas nas lesdes esporadicas de células gigantes dos maxilares e
no fibroma nao-ossificante dos ossos longos, em casos de tumor marrom do
hiperparatireoidismo. Sabendo-se que mutagdes nesses genes levam a ativagao da
via MAPK/ERK, objetivou-se também avaliar a imunoexpresséo da proteina ERK1/2
fosforilada (pERK1/2) nas amostras de tumor marrom do hiperparatireoidismo. A
relevancia deste tema esta principalmente relacionada ao melhor entendimento da
patogénese molecular da lesdo. Secundariamente, os resultados poderao auxiliar na
distingdo entre as entidades e no desenvolvimento de ferramentas moleculares para
um diagnostico final mais preciso e para um tratamento mais adequado,
principalmente para os casos mais desafiadores e agressivos. Tendo em vista que
aléem das lesdes ricas em células gigantes, os tumores marrons podem mimetizar
clinico-radiologicamente lesdes Osseas malignas, ferramentas que auxiliem no

diagndstico tornam-se ainda mais relevantes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glandulas paratireoides, paratorménio e seus efeitos nas células ésseas

As paratireoides sao quatro glandulas localizadas mais comumente na face
posterior da glandula tireoide, nas proximidades dos polos superior e inferior da
mesma, podendo também ser ectopicas (ASLAN et al., 2018; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017; MOHAN et al., 2013). Conforme demonstra a Figura 1, o
paratorménio € o horménio produzido pelas paratireoides em resposta a alteragdes
nos niveis de calcio ionizado circulante. Ele age no tecido désseo, nos rins e,
indiretamente, no intestino com a fungdo de garantir a homeostase do calcio no
organismo e também de regular o metabolismo do fosforo (SILVA; BILEZIKIAN, 2015).
A acao indireta do paratorménio no intestino ocorre por meio da acédo da vitamina D
ativa. Nos rins a vitamina D é convertida da sua forma inativa 25-hidroxivitamina D
(25(OH)D) para a sua forma ativa 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(OH)2D) apés
hidroxilagdo por acdo da enzima 1a-hidroxilase. A vitamina D na sua forma ativa
estimula a absorgéo de calcio pelo intestino (BORBA; MANAS; MOREIRA, 2016).
Além do paratorménio e da vitamina D ativa, a calcitonina produzida pela tireoide
também é um fator importante na manutencédo da normocalcemia (FRASER, 2009).

No tecido Osseo, o paratormbénio age por meio do sistema
OPG/RANKL/RANK. Ele se liga a seus receptores nos osteoblastos e ostedcitos,
estimulando a producdo de RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B
Ligand) e reduzindo a produgdo da OPG (osteoprotegerin) (HUANG et al., 2004;
KHEDR, 2018; SILVA; BILEZIKIAN, 2015). O RANKL se liga ao receptor RANK
(receptor activator of nuclear factor kappa-B) nos precursores de osteoclastos
estimulando a diferenciagdo dos mesmos, e nos proprios osteoclastos aumentando a
atividade de reabsorgao 0ssea, 0 que consequentemente aumenta os niveis de calcio
no sangue (HUANG et al., 2004; SILVA; BILEZIKIAN, 2015; PALLA et al., 2018). Este
€ um importante mecanismo de controle da calcemia no organismo, mas a produgao
excessiva do paratorménio por uma ou mais das quatro glandulas paratireoides leva

a condic¢des patoldgicas, como o hiperparatireoidismo.
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Figura 1- Mecanismos de acao do paratormdnio em normalidade
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Legenda: A diminuicdo dos niveis de calcio ionizado circulante estimula a produgdo do
PTH pelas paratireoides. A acdo do PTH nos 0ssos, nos rins e, indiretamente,
no intestino ativa mecanismos que elevam os niveis séricos de calcio. O
proprio aumento desses niveis € um estimulo para a reducéo da producao do
PTH pelas paratireoides e para a producdo do horménio calcitonina pela
tireoide, o qual age reduzindo a reabsorgéo 6ssea. PTH: paratorménio.
Fonte: Producao do préprio autor.

2.2 Hiperparatireoidismo

O hiperparatireoidismo é um disturbio enddcrino classificado em primario,
secundario e terciario, levando em consideracdo a causa da elevada produgao do
paratorménio (FRASER, 2009). Alguns autores defendem ainda a existéncia do
hiperparatireoidismo quaternario (BRAIN; SHARMA; NUSSEY, 2004; SMITH;
BRADLEY, 1987).

No hiperparatireoidismo primario, terceiro disturbio endécrino mais comum,
a producdo excessiva do paratorménio se da em decorréncia da presenca de

adenoma nas paratireoides em cerca de 85% dos casos, de hiperplasia (15%) e de
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carcinoma (<1%) (FRASER, 2009; MARCOCCI et al., 2008; SALTI et al., 1992). A
producdo autdbnoma do horménio pelas glandulas resulta em aumento dos niveis de
calcio no sangue. Isso ocorre porque o paratorménio estimula a retirada de calcio dos
0Ss0s, 0 aumento da reabsorc¢ao do calcio pelos tubulos renais e a maior reabsorgao
do caélcio no intestino delgado por aumento na sintese da forma ativa da vitamina D
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2018). Além das ac¢6es diretas no calcio, o paratorménio
também estimula o aumento da excrecao de fosfato pelos rins e a diminuicdo dos
niveis de fosfato sérico leva ao aumento dos niveis de calcio no sangue (KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2018). O hiperparatireoidismo primario € mais frequente em
mulheres e a incidéncia aumenta com a idade (FRASER, 2009).

A apresentacéo clinica do hiperparatireoidismo primario sofreu alteragbes
ao longo dos anos, principalmente a partir dos anos 1970. Isso se deu em decorréncia
do desenvolvimento dos testes laboratoriais para avaliagao da calcemia e da produgao
de paratorménio. O que antes era conhecido como a doenca das “dores Osseas,
pedras renais, grunhidos abdominais e gemidos psiquicos” passou a ser uma
condicdo assintomatica detectada pelas alteragbes nos niveis de paratorménio e
calcio (DANIELS, 2004; KHEDR, 2018). Entretanto, o diagndstico do
hiperparatireoidismo assintomatico € mais comum em paises desenvolvidos, nos
quais a triagem bioquimica € realizada rotineiramente. Nos paises em
desenvolvimento, a forma sintomatica do hiperparatireoidismo com manifestagdes
Osseas ainda predomina, uma vez que a investigacado das dosagens séricas de calcio
e paratorménio ainda nao sao tdo comuns e acessiveis (BILEZIKIAN et al., 2018).
Especificamente no Brasil, um estudo realizado no hospital universitario da
Universidade Federal de Sdo Paulo mostrou que apesar de a maioria dos pacientes
com hiperparatireoidismo primario serem sintomaticos no momento do diagnadstico, a
porcentagem de individuos assintomaticos cresceu com o passar dos anos, devido a
maior disponibilidade dos métodos diagnodsticos (OHE et al., 2005). Estudos
conduzidos em Pernambuco mostraram que pacientes com hiperparatireoidismo
primario assintomatico corresponderam a quase metade e a mais da metade dos
pacientes em 2006 e 2013, respectivamente (BANDEIRA et al., 2006; EUFRAZINO;
VERAS; BANDEIRA, 2013).

Considerando a forma sintomatica, as alteragdes provocadas pelo
hiperparatireoidismo primario podem levar a importantes consequéncias clinicas para

os rins, como a formacao de calcificacdes renais, e para 0s 0ssos, com elevagao nos
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niveis de remodelagédo 6ssea levando ao desenvolvimento de osteite fibrosa cistica,
com formagdes de tumor marrom e ocorréncia de fraturas (AHMAD; HAMMOND,
2004). O tratamento do hiperparatireoidismo primario ira depender do caso, mas na
maioria deles é a paratireoidectomia, para posterior reestabelecimento dos niveis de
paratorménio (AHMAD; HAMMOND, 2004; PALLA et al., 2018). Excluidas outras
causas secundarias para o aumento da produgao do paratorménio, o diagndéstico de
hiperparatireoidismo primario normocalcémico também pode ocorrer, embora seja
uma apresentacéo clinica recentemente descrita e, portanto, ainda pouco estudada
(SCHINI et al., 2020). Apesar de normalmente esporadico, o hiperparatireoidismo
primario também pode raramente ocorrer em sindromes hereditarias, incluindo
principalmente a neoplasia enddécrina multipla tipo 1 (OMIM #131100) ou tipo 2a
(OMIM #171400), e a sindrome do hiperparatireoidismo-tumores maxilares (OMIM
#145001) (BILEZIKIAN et al., 2005).

O hiperparatireoidismo secundario ocorre principalmente em decorréncia
da doenga renal crénica, mas qualquer fator que leve a hipocalcemia ou a deficiéncia
da vitamina D pode resultar no desenvolvimento deste disturbio endécrino (BEREKET
et al., 2000; FRASER, 2009). Na doenca renal cronica, cuja prevaléncia é estimada
entre 8 e 16%, o funcionamento alterado dos rins leva a diminuicdo dos niveis da
vitamina D ativa, diminuicdo da excrecédo do fosfato e diminuicdo da reabsorcédo de
calcio pelos rins e da absorgao de calcio pelo intestino devido a caréncia da vitamina
D. As consequéncias das alteracdes sao a hiperfosfatemia e a hipocalcemia. Assim,
a elevada produgéo do paratormdnio pelas glandulas paratireoides é estimulada, com
subsequente reabsorg¢ao 6ssea para a restauragao dos niveis de calcio sérico (JHA et
al., 2013). Calcificagdes da artéria coronaria e de outros vasos menores podem ser
complicacgdes resultantes do hiperparatireoidismo relacionado a doenca renal cronica,
além de alteragbes 6sseas (AHMAD; HAMMOND, 2004).

As alteragbes minerais e no metabolismo ésseo decorrentes da doenga
renal crénica levam a quadros de osteodistrofia renal, que ocorrem em grande parte
dos pacientes em hemodialise. A osteite fibrosa cistica € a manifestagao mais comum
da osteodistrofia renal e sua evolugao leva a formagao de tumores marrons, sendo
essas algumas manifestagdes orais e maxilofaciais da doenga renal cronica
(BARACALDO et al, 2015, PONTES et al, 2018). O tratamento do
hiperparatireoidismo secundario esta relacionado ao tratamento da doenga renal

cronica por medicacao, hemodialise ou transplante renal, bem como regularizagao da
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deficiéncia de vitamina D ou da hipocalcemia nos casos nao relacionados a doencga
renal crénica (AHMAD; HAMMOND, 2004; BEREKET et al., 2000; PONTES et al.,
2018). Nos casos em que esses tratamentos n&o forem o suficiente para normalizar a
produgao do paratorménio, a remogao das glandulas paratireoides pode ser indicada
(AHMAD; HAMMOND, 2004; PONTES et al., 2018).

A ocorréncia do hiperparatireidismo terciario esta principalmente
relacionada a hiperplasia das glandulas paratireoides em decorréncia de uma doencga
renal crénica persistente. A hiperplasia resulta em funcionamento autbnomo das
glandulas com elevada produgdo de paratorménio (FRASER, 2009; SELVI et al.,
2009). A Figura 2 apresenta um esquema da ocorréncia do hiperparatireoidismo
primario, secundario e terciario. O hiperparatireoidismo quaternario sugerido por
alguns autores foi primeiramente conceituado em 1987 como o aumento da producéo
do paratorménio de forma ectépica em individuos com doengas malignas (DANIELS,
2004; GUIMARAES et al., 2006; SMITH; BRADLEY, 1987). Entretanto, mais
recentemente em 2004 foi proposto que o quarto tipo de hiperparatireoidismo é a
evolugao da hiperplasia glandular do hiperparatireoidismo terciario para a formagao
de um adenoma nas paratireoides (BRAIN; SHARMA; NUSSEY, 2004; DOS SANTOS
etal., 2018).

Na presenga do hiperparatireoidismo, o individuo afetado pode entdo
apresentar sintomas sistémicos que afetam os sistemas neuroldgico, renal,
esquelético, digestivo e cardiaco. No sistema esquelético como um todo, o
hiperparatireoidismo leva ao aumento da remodelacdo Ossea, osteopenia e perda
ossea (KHEDR, 2018). Com o foco nas manifestagdes orais relacionadas ao
hiperparatireoidismo primario, secundario e terciario, uma revisdo sistematica da
literatura mostrou que de forma geral, as trés formas apresentaram sintomas similares
(PALLA et al., 2018). Os mais comuns foram aumento de volume com assimetria
facial, os quais ocorreram na grande maioria dos casos. A mandibula foi mais afetada
que a maxila. Radiograficamente, imagens radiolucidas foram mais frequentes. A
perda da lamina dura ao redor das raizes dos dentes foi mais frequente nos casos de
hiperparatireoidismo secundario (PALLA et al., 2018). Outros exemplos de
manifestagbes orais menos comuns relatadas foram dor, neuropatia, mobilidade
dentaria, destruicdo de cortical 6ssea, deslocamento dentario e reabsorgéo de raizes,
as quais podem estar relacionadas a expansao causada nos ossos maxilares (PALLA
et al., 2018).



Figura 2 - Hiperparatireoidismo primario, secundario e terciario
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Legenda: No hiperparatireoidismo (HPT) primario, a elevada produ¢do do PTH em
decorréncia de uma alteragdo patoldégica nas paratireoides leva a
alteracbes nos 0ssos, nos rins e no intestino, as quais resultam em
diminuig¢ao dos niveis de fésforo e aumento dos niveis de calcio sérico. Na
doenga renal cronica (DRC), o mau funcionamento dos rins leva a quadros
de hipocalcemia e consequentemente ao aumento da produgao do PTH
pelas paratireoides, caracterizando o HPT secundario. No HPT terciario, a

persisténcia da DRC resulta em hiperplasia e produg¢ao autbnoma de PTH
pelas paratireoides. PTH: paratorménio

Fonte: Produgao do proéprio autor.
2.3 Osteite fibrosa cistica

A osteite fibrosa cistica € o termo utilizado para descrever a doencga éssea
metabdlica e as alteracbes esqueléticas caracteristicas do hiperparatireoidismo
sintomatico (BILEZIKIAN et al., 2018; MISIOROWSKI et al., 2017). Ela consiste em
um processo difuso de reabsor¢ao 6ssea, o qual ocorre devido ao desequilibrio entre

a atividade osteoblastica e osteoclastica, e de proliferagdo de fibroblastos (EREM et
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al., 2004). Algumas manifestacdes da osteite fibrosa cistica sdo reabsorgdes dsseas
nas falanges e claviculas, desmineralizagdes difusas com aspecto “salt and pepper’
nos 0ssos do cranio, perda da lamina dura ao redor das raizes dos dentes e formagao
de tumores marrons, os quais podem levar a fraturas patolégicas na pelve e nos ossos
longos (BILEZIKIAN et al., 2018; EREM et al., 2004; KHEDR, 2018).

Em quadros de osteodistrofia renal, a aparéncia de vidro despolido nos
0Ss0s gnaticos € uma caracteristica normalmente encontrada, podendo ser
visualizado também aumento de volume (BARACALDO et al., 2015; PONTES et al.,
2018). Aumentos de volume exorbitantes na regido craniofacial causados pela
osteodistrofia renal/osteite fibrosa cistica/tumor marrom eram nomeados do passado
como “leontiasis ossea’ ou face leonina. Manifestagdes agressivas da osteite fibrosa
cistica associada a osteodistrofia renal sao atualmente reconhecidas como sindrome
de Sagliker (BARACALDO et al., 2015).

Microscopicamente a osteite fibrosa cistica apresenta-se como trabéculas
o0sseas com areas de aumento da atividade de reabsorgao por osteoclastos, areas de
proliferacdo de osteoblastos na superficie, além de proliferacdo de tecido fibroso
entremeado a elas (BARACALDO et al., 2015; PONTES et al., 2018).

2.4 Tumor marrom do hiperparatireoidismo

Os tumores marrons sdo lesdes Osseas benignas que se manifestam
tardiamente no hiperparatireoidismo, como componentes da osteite fibrosa cistica
(EL-MOFTY, 2009; LAJOLO et al, 2020). As lesbes podem ocorrer no
hiperparatireoidismo primario, secundario e terciario (DANIELS, 2004; LACERDA et
al.,, 2008; SELVI et al., 2009). A elevada produgdo de paratorménio leva ao
desequilibrio entre processos osteoblasticos e osteoclasticos. Consequentemente,
ocorre aumento da reabsorgao 6ssea e da remodelacao fibro-6ssea, com afinamento
do cortex e substituicdo do osso medular por tecido fibroso, resultando entdo na
formacao de tumores marrons (EREM et al., 2004). A incidéncia do tumor marrom do
hiperparatireoidismo varia de 1,5% a 3% (KANAAN et al., 1998), sendo maior no
hiperparatireoidismo primario e mais comum em mulheres (ALWANI et al., 2019;
QAISI et al., 2015). Devido ao diagnostico precoce do hiperparatireoidismo, os
tumores marrons se tornaram uma entidade rara nos paises desenvolvidos (DE CREA
etal., 2012).
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As lesbes podem afetar um ou mais ossos, sendo eles principalmente as
costelas, claviculas, ossos pélvicos e, mais raramente, a mandibula (LAJOLO et al.,
2020; ZHANG, 2010). Casos em maxila e em outros ossos craniofaciais e lesdes
periféricas também podem ocorrer, ainda que mais raramente (GUIMARAES et al.,
2006; LAJOLO et al., 2020). Na maioria das vezes os tumores marrons sao
assintomaticos, mas pode haver dor e fratura patologica, além de alteragbes na
mastigacéo, fala e respiracdo quando ocorre na regido craniofacial (KAR et al., 2001;
LAJOLO et al., 2020). Radiologicamente as lesdes apresentam-se como imagens
radiolucidas/hipodensas bem definidas, uniloculares ou multiloculares, uUnicas ou
multiplas, que podem levar a expansao e afinamento da cortical, mas normalmente
nao levam ao rompimento da mesma (MORI et al., 2013; PONTES et al., 2018).
Durante o exame intraoral € possivel que ndao se encontre nenhuma manifestacéao,
mas caso ela esteja presente, consiste em lesdes exofiticas, de coloragdo marrom-
avermelhada, facilmente sangrantes, podendo haver ulceracado (LAJOLO et al., 2020).
Um exemplo da apresentacéo clinico-radiografica do tumor marrom é apresentado na

Figura 3.

Figura 3 - Aspecto clinico-radiografico do tumor marrom do hiperparatireoidismo dos
maxilares

Legenda: a) Caso de tumor marrom com manifestagédo intraoral, mostrando aumento de
volume de coloragao avermelhada proximo aos dentes 33, 34 e 35.

b) Mesmo caso da letra A, com multiplas lesées radiolucidas, bem delimitadas e
uniloculares em corpo e ramo de mandibula. Observa-se reabsorgéo das
raizes dos dentes préoximos as lesoes.

Fonte: Cortesia do professor Hélder Anténio Rebelo Pontes

Histopatologicamente, o tumor marrom do hiperparatireocidismo é

caracterizado por células mononucleares fusiformes e ovoides, entremeadas por
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células gigantes multinucleadas semelhantes a osteoclastos dispersas ou arranjadas
em pequenos aglomerados. Além disso observa-se tecido vascular com areas de
hemorragia e depdsitos de hemossiderina (DUARTE et al., 2011; EL-MOFTY, 2009)
(FIGURA 4). A hipervascularizagado, o conteudo hemorragico e os depodsitos de
hemossiderina macroscopicamente dao a lesdo uma coloragdo marrom, razao pela
qual se deu a escolha do seu nome (EL-MOFTY, 2009; PALLA et al., 2018).

Figura 4 - Caracteristicas histopatoldgicas do tumor marrom do hiperparatireoidismo

Legenda: Observa-se a presenga de células mononucleares ovoides e fusiformes
em um estroma fibrovascularizado com areas de hemorragia e
numerosas células gigantes multinucleadas (H&E, aumento original
100X).

Fonte: Arquivo do proprio autor (Screenshots obtidos do aplicativo Case Viewer 2.3)

Para o diagndstico do tumor marrom do hiperparatireoidismo € necessario
langar méo de correlagdes entre os achados histopatolégicos, clinico-radiograficos e
bioquimicos, como as dosagens séricas de paratormdnio, calcio, fosforo e fosfatase
alcalina (WICK; MCDERMOTT; SWANSON, 2014). Histopatologicamente, os tumores
marrons se assemelham a diversas outras lesdes ricas em células gigantes, como as
lesbes centrais e periféricas de células gigantes, o fibroma-nao ossificante, as lesbes
do querubismo, o tumor de células gigantes, dentre outras (FLANAGAN; SPEIGHT,
2014; WICK; MCDERMOTT; SWANSON, 2014). Clinico-radiograficamente eles
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podem mimetizar inclusive lesbes malignas, como por exemplo o mieloma multiplo e
metastases de cancer (MISIOROWSKI et al., 2017). Assim, é imprescindivel
estabelecer as correlagdes e saber que a dosagem sérica de paratormbnio € um
elemento chave no estabelecimento do diagndstico diferencial do tumor marrom do
hiperparatireoidismo.

Uma vez realizado o diagndstico de tumor marrom, o tratamento adequado
para a reducgao dos niveis de paratorménio dependera do tipo de hiperparatireoidismo,
e as lesdes tendem a regredir apds o tratamento do disturbio endécrino (SILVERMAN;
WARE; GILLOOLY, 1968; SUAREZ-CUNQUEIRO et al., 2004). No geral, tumores
marrons apresentam bom prognostico. Apos o tratamento do hiperparatireoidismo,
nos casos em que a lesao é pequena, o individuo é jovem e o hiperparatireoidismo &
brando, a conduta de “wait and see” por vezes é prudentemente aplicada, uma vez
que os tumores marrons podem regredir (LAJOLO et al., 2020). Entretanto, como em
alguns casos a lesdo pode levar meses a anos para regredir totalmente, regredir
apenas parcialmente ou mesmo progredir apos o tratamento do hiperparatireoidismo,
algumas abordagens medicamentosas e cirurgicas tém sido relatadas em associagao
ao tratamento do disturbio enddcrino (DOS SANTOS et al., 2018; KNEZEVIC et al.,
1991; YAMAZAKI et al., 2003). Nesse sentido, corticoides intralesionais e sistémicos
e calcitonina tém sido utilizados para a reducdo do tamanho do tumor marrom e
abordagens como excisao cirurgica, ressecgao do tumor remanescente, curetagem e
osteoplastia também ja foram descritas (DANIELS, 2004; DOS SANTOS et al., 2018;
PINTO et al., 2006; QAISI et al., 2015). Em resumo, a decisdo do tratamento a ser
realizado dependera da localizagao, tamanho e comportamento clinico da lesao, além
da idade e das condigbes sistémicas do paciente (LAJOLO et al., 2020). Portanto,

cada caso deve ser avaliado de forma individual e cuidadosa.

2.5 Via de sinalizagao celular MAPK e genes KRAS, FGFR1 e TRPV4

As vias de sinalizagdo MAPK sao um dos mais difundidos mecanismos de
regulagdo das células eucaridticas. Tais vias controlam processos celulares como
expressao génica, transcri¢do, tradugao, ciclo celular, metabolismo, proliferacéo,
crescimento, diferenciacao, motilidade, apoptose e sobrevivéncia celular. A regulacéao
desses processos ocorre frente a resposta celular a uma gama de estimulos

extracelulares, que incluem hormoénios, fatores de crescimento, citocinas inflamatorias
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e estresse ambiental. Diferentes familias de receptores de membrana ligados as vias
MAPK s&o responsaveis pelo reconhecimento desses estimulos e desta forma,
através de cascatas de fosforilagdes, as vias exercem suas fungdes de controle dos
processos celulares (KRISHNA; NARANG, 2008; SHAUL; SEGER, 2007). Diferentes
vias de sinalizacdo MAPK podem atuar na regulagéo celular em mamiferos, tais como
as vias extracelular regulated kinases (ERK1/2), Jun NH> terminal kinases (JNK1/2/3),
p38 (p38 a/p/y/d), ERK7/8, ERK3/4 e ERKS. Dentre essas vias, ERK1/2, JNKs e p38
sdo as mais estudadas (KRISHNA; NARANG, 2008).

A presenca de trés proteinas quinases conservadas evolutivamente e
compondo trés moédulos de ativagdo € uma caracteristica comum a todas as vias
MAPKs. Essas proteinas sao de forma geral denominadas MAPK, MAPK quinase
(MAPKK) e MAPK quinase quinase (MAPKKK). Tudo se inicia quando uma MAPKKK
€ ativada por fosforilagdo ou interagdo com proteinas de ligacédo a GTP da familia
RAS/RHO em resposta a um estimulo externo. Posteriormente a MAPKKK é capaz
de fosforilar e ativar a MAPKK que por sua vez também leva a fosforilagdo da MAPK.
Por fim, a MAPK fosforila o seu substrato alvo, que pode ser um fator de transcricao,
uma outra proteina quinase ou ainda outras proteinas como as do citoesqueleto. A
partir dessa cascata de fosforilagbes a via exerce as suas fungdes de controle
(KRISHNA; NARANG, 2008; YOON; SEGER, 2006). E sabido também que as vias
MAPKs exercem importante papel na regulagcao da diferenciagcao de osteoclastos e
na remodelagéo éssea (LEE et al., 2018).

Na via canénica MAPK/ERK, e mais especificamente na cascata RAS-RAF-
MEK-ERK (FIGURA 5), as MAPKKK correspondem as proteinas das familias RAF, as
MAPKK a proteina MEK1/2 e a MAPK a proteina ERK1/2, sendo a Uultima a
responsavel pelo nome dado a via (KRISHNA; NARANG, 2008; YOON; SEGER,
2006). Sendo assim, os estimulos agirdo ativando receptores da superficie celular. O
sinal captado pelos receptores sera transduzido para pequenas proteinas G (de
ligagdo a GTP), as quinases da familia RAS, moléculas codificadas pelos genes
KRAS, HRAS ou NRAS. Estas pequenas GTPases irdo recrutar e ativar as quinases
da familia RAF (as MAPKKK), codificadas por BRAF, RAF1 e ARAF. A proteina RAF
se liga e fosforila a MEK1/2 (a MAPKK), que entao fosforila ERK1/2 (a MAPK), a qual
atuara nos seus substratos nucleares ou citoplasmaticos e levara ao controle dos
diversos processos celulares pelos quais a via é responsavel (KRISHNA; NARANG,
2008).
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Figura 5 - Esquema da ativagao da via de sinalizagdo MAPK/ERK
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Legenda: Estimulos externos agem por meio de um receptor transmembrana,
levando a ativacdo da proteina citoplasmatica RAS. RAS ativada
recruta e ativa RAF, que posteriormente fosforila e ativa MEK1/2, a
qual fosforila e ativa ERK1/2. ERK1/2 ativada fosforila substratos
citoplasmaticos e transloca para o nucleo, onde ativa fatores de
transcricdo. Tudo isso culmina com o controle de importantes
processos biolégicos como diferenciacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia celular.

Fonte: Produgao do préprio autor.

Além dos processos de regulacado da via MAPK/ERK por fosforilagéo e
defosforilagao, diferentes mecanismos regulam o direcionamento do efeito da via para
cada fungao especifica, ou seja, a especificidade do sinal transmitido pela via
MAPK/ERK (SHAUL; SEGER, 2007). A diferenca na duracao e intensidade dos sinais,
a interacao em complexos proteicos (scaffold proteins), a localizagdo das proteinas
nos diferentes compartimentos celulares, o cross-talk com outras vias de sinalizagao
intracelular e a presencga de diferentes isoformas das proteinas integrantes da via sao
alguns destes mecanismos. A partir da agao de tais mecanismos, os sinais produzidos
pela cascata da via sao direcionados a diferentes processos celulares, que inclusive
podem ser opostos, como por exemplo proliferacdo, sobrevivéncia celular e apoptose
(SHAUL; SEGER, 2007).



31

A perda da regulagdo da via MAPK/ERK pode desencadear processos
proliferativos que estao relacionados com a carcinogénese humana (BUROTTO et al.,
2014; DE LUCA et al.,, 2012; DHILLON et al., 2007; OLEA-FLORES et al., 2019;
SHAUL; SEGER, 2007). A perda da regulagdo pode ocorrer em decorréncia de
alteracbes em diferentes niveis da via, como por exemplo nos receptores
transmembrana, na producéo de ligantes ativadores, na amplificagcdo ou desregulacéo
de fatores de transcricdo nucleares, no mau funcionamento dos mecanismos que
regulam a especificidade da sinalizagao ou, principalmente, na presenca de mutagdes
ativadoras nos genes da familia RAS ou BRAF (DHILLON et al., 2007).

Os genes KRAS, FGFR1 e TRPV4, nos quais foram descritas mutacoes
somaticas, heterozigotas e ativadoras em lesdes de células gigantes esporadicas dos
maxilares, convergem para a ativagao da via MAPK/ERK (GOMES et al., 2018). Nos
paragrafos seguintes serdo apresentadas brevemente algumas caracteristicas e
funcdes destes genes e das proteinas por eles codificadas.

O KRAS é um membro da familia de proto-oncogenes RAS. Ele codifica a
proteina KRAS, uma GTPase, que como ja descrito acima possui a fungdo de
transmitir sinais extracelulares para cascatas de transducao de sinais intracelulares.
Se a proteina RAS estara ativa ou ndo depende do balango entre ligacbes da mesma
a GTP e a GDP, sendo que no estagio ativo ha maior ligagéo da proteina RAS a GTP
(BOS, 2018; HAIGIS, 2017). Mutagdes no gene KRAS levam a codificagao da proteina
KRAS alterada, o que prejudica a homeostase entre ligacbes a GTP e a GDP
favorecendo o modo ativado da proteina, ligada a GTP. Isso ocorre porque as
mutacdes mais comuns no gene KRAS, aquelas que afetam os cédons 12, 13, 61 e
146, levam a alteragdes proximas ao sitio de ligacdo de GTP/GDP na proteina KRAS,
modificando fun¢des de hidrolise de GTP ou de troca de nucleotideos (HAIGIS, 2017).
Estando ativadas, as proteinas RAS recrutam e ativam as proteinas RAF (MAPKKK),
culminando com a ativagdo da cascata de sinais da forma fomo ja foi descrita
anteriormente. Assim, as mutagdes KRAS levam a ativagdo constitutiva da via
MAPK/ERK (DE LUCA et al., 2012). Além desta via, muta¢des no gene KRAS também
levam a alteragbes em outras vias como PI3K/AKT/mTOR, entretanto a ultima n&o é
foco do presente estudo (DE LUCA et al., 2012).

Mutagbes somaticas heterozigotas no gene KRAS foram descritas em uma
grande propor¢ao de lesdes de células gigantes esporadicas dos maxilares, incluindo
mutagdes hotspots p.G12D/A, p.G13D, p.A146V/P e mutagdes envolvendo residuos
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mais raramente afetados p.V14L, p.L19F, e p.G10E (GOMES et al., 2018). Fibromas
nao-ossificantes dos ossos longos também apresentaram frequentes mutagdes neste
gene, com consequente ativagdo da via MAPK/ERK (BAUMHOER et al., 2019).
Mutagdes no gene KRAS sao altamente frequentes em trés grandes grupos de cancer:
cancer em pancreas, pulmao e intestino (HAIGIS, 2017). Além das neoplasias
malignas, mutagdes no gene KRAS ja foram descritas em diferentes contextos,
incluindo outras lesdes benignas (ANGLESIO et al.,, 2017; COURA et al., 2019;
MARTINS-CHAVES et al., 2019; NIKOLAEV; FISH; RADOVANOVIC, 2018; SASAKI
et al., 2020; WANG et al., 2019) e mesmo tecido histologicamente normal (LAC et al.,
2019). Na discussao desta Dissertagdo sera abordado esse tema com maior

detalhamento.

O gene TRPV4 (Transient receptor potential cation channel subfamily V
member 4) codifica o canal polimodal e permeavel ao calcio TRPV4, o qual faz parte
de uma familia de canais receptores de potencial transitério. Um monémero de canal
TRPV4 ¢é formado por seis dominios transmembrana (segmentos S1-S6) com uma
regido formadora de poro entre os segmentos S5 e S6, além das regides C-terminal e
N-terminal intracelulares nas quais estdo presentes outros importantes dominios
funcionais. Quatro monbémeros se agrupam e dao origem a estrutura homo-
tetramérica do canal TRPV4 (NILIUS; VOETS, 2013). Os canais TRPV4 sao
estimulados por calor, aumento de volume celular, estresse mecanico, e ligantes
endogenos e sintéticos e sdo expressos em diferentes tecidos do organismo, nos
quais exercem importantes funcdes fisiologicas (MASUYAMA et al., 2008; NILIUS;
VOETS, 2013; SONKUSARE et al., 2012).

Mais de 50 mutagdes germinativas no gene TRPV4 foram descritas em
canelopatias hereditarias, as quais apresentam grande variabilidade fenotipica. Elas
incluem displasias esqueléticas, doencgas causadas por defeitos do desenvolvimento
0sseo, artropatias e neuropatias (NILIUS; VOETS, 2013). Além disso, mutac¢des
germinativas ativadoras no TRPV4 também foram reportadas em osteonecrose
femoral hereditaria (MAH et al., 2016). Mutagdes somaticas heterozigotas no gene
TRPV4 (p.M713V/I) foram detectadas exclusivamente na variante clinica central de
casos esporadicos de lesédo de células gigantes dos maxilares (GOMES et al., 2018).
O residuo M713 localiza-se em uma posic¢ao critica no segmento S6, préximo ao poro

do canal TRPV4. Tais mutacdes especificas ndo foram previamente descritas em
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canelopatias e culminaram com maior atividade basal e estimulada do canal e
consequentemente com a ativagdo sustentada da via MAPK/ERK (GOMES et al.,
2018).

Em niveis de expressao alterados, os canais TRPV4 também exercem
importante papel na biologia do cancer (PARK et al., 2016), com a fungao patoldgica
incluindo proliferagdo, apoptose, migracdo e invasao celular (LEHEN'KYI,
PREVARSKAYA, 2011). Alguns exemplos de canceres com os quais o canal TRPV4
esta relacionado sao os canceres colo-retal, de colo de utero, hepatocelular,
melanoma, ndo melanoma de pele e cancer de mama (FUSI et al., 2014; LEE et al.,
2016; OLIVAN-VIGUERA et al., 2018; PARK et al., 2016). O significado clinico dos
niveis de expressao alterados do TRPV4 depende do tipo de tumor e da localizagao
do mesmo (PARK et al., 2016).

Por ultimo, o gene FGFR1 (fibroblast growth factor receptor 1) codifica o
receptor transmembrana do tipo tirosina-quinase FGFR1, o qual faz parte de uma
familia de quatro diferentes receptores transmembrana do tipo tirosina-quinase
(FGFR1-4). O receptor FGFR1 é formado por um dominio de ligacéo extracelular, um
dominio transmembrana e dois dominios tirosina-quinase intracelulares. Fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs) sdo polipeptideos que se ligam a estes receptores
iniciando uma cascata de eventos intracelulares que ativam as principais vias de
sinalizagao proliferativa como, por exemplo, a MAPK (BABINA; TURNER, 2017; ITOH;
ORNITZ, 2011). Ha uma grande variedade de funcdes e de sinalizacdo dos FGFs, que
€ explicada, em parte, pelas numerosas variantes de splicing alternativo que geram
diferentes isoformas dos seus receptores FGFR (GONG, 2014). Os FGFs séo
essenciais para o desenvolvimento embrionario, incluindo a odontogénese, e para o
controle de importantes mecanismos fisioldgicos, fungdes enddcrinas e reparo de
lesbes (ITOH; ORNITZ, 2011).

Recentemente, mutagdes heterozigotas somaticas p.N330I e p.C381R no
gene FGFR1 foram descritas em lesdes de células gigantes esporadicas dos
maxilares e em fibroma nao-ossificante dos ossos longos, levando a ativagao da via
MAPK/ERK (BAUMHOER et al., 2019; GOMES et al., 2018). Os residuos N330 e
C381 localizam-se nos dominios extracelular e transmembrana do receptor FGFR1,
respectivamente (FARROW et al., 2006). Essas mesmas mutag¢des, além de outras
mutacdes ativadoras no gene FGFR1 também foram previamente descritas na

displasia osteoglofénica, uma doenca hereditaria caracterizada por baixa estatura,
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anormalidades craniofaciais expressivas e presenca de lesbées 6sseas (FARROW et
al., 2006; WHITE et al., 2005). Lesbes de células gigantes dos maxilares foram
também previamente observadas em pacientes diagnosticados com essa sindrome
(SOW et al., 2010; WHITE et al., 2005). Além disso, mutagbes germinativas e
somaticas afetando o gene FGFR1 também foram descritas em tumores benignos
cerebrais (RIVERA et al., 2016).

A presenca de alteragdes genéticas como mutagdes ativadoras, fusao e
principalmente amplificagdo do gene FGFR1 estdo também relacionadas a
oncogénese, progressao tumoral e resisténcia a terapia em varios tipos de tumor,
como por exemplo canceres de mama, de pulm&o, de ovario, osteossarcoma e
carcinoma de células escamosas de esbdfago e de cabeca e pescoco (BABINA;
TURNER, 2017; DIENSTMANN et al., 2014). Amplificacdo do gene FGFR1 e
expressdo aumentada da proteina FGFR1 foram relatadas também em lesdes
malignas de glandulas salivares e carcinoma de células escamosas oral e de
orofaringe. Lesbes benignas de glandula salivar, como adenoma pleomorfico, também
apresentaram fusdo e amplificagdo do gene FGFR1 (MARIZ et al., 2018) e a
expressdo de FGFR1 tem importédncia progndstica para lesdes odontogénicas
benignas como ameloblastomas por estar associada a recorréncia dos mesmos
(FONSECA et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar alteragdes moleculares em tumor marrom do hiperparatireoidismo

dos maxilares.

3.2 Objetivos especificos

Investigar mutagdées nos codons 10,12,13,14,19 e 146 do KRAS em

amostras de tumor marrom do hiperparatireoidismo dos maxilares.

Investigar mutagdées nos coédons 330 e 381 do FGFR1 em amostras de

tumor marrom do hiperparatireoidismo dos maxilares.

Investigar mutagdes no cdédon 713 do TRPV4 em amostras de tumor

marrom do hiperparatireoidismo dos maxilares.

Verificar a ativagdo da via MAPK/ERK em amostras de tumor marrom do

hiperparatireoidismo dos maxilares.
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4 METODOLOGIA

A Figura 6 apresenta o fluxograma da metodologia utilizada no presente

trabalho, a qual é detalhada nas subsegbes seguintes.

Figura 6 - Fluxograma metodolégico

Aprovacgao pelo COEP-UFMG

Selegdo das amostras FFPE de
tumor marrom do hiperparatireoidismo

Microdissecgdo manual Reacodes de
das amostras FFPE imuno-histoquimica
(n=13) (n=7)

Extracdo do DNA

Reacgdes de PCR para
TRPV4, FGFR1 e KRAS

Sequenciamento de Sanger
Analise in silico
PolyPhen-2 e SIFT

Legenda: Esquema da sequéncia dos procedimentos realizados na
metodologia do presente trabalho.
Fonte: Produgéo do proprio autor.

4.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa para o desenvolvimento deste trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) (CAAE: 11451619.6.0000.5149; Parecer: 3.386.644) (ANEXO A).
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4.2 Selecado de amostras

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de casos de tumor marrom do
hiperparatireoidismo dos maxilares fixados em formol e incluidos em parafina (formalin
fixed paraffin embedded; FFPE). No total, 18 amostras foram obtidas do acervo do
servigo de Patologia de quatro diferentes instituigdes brasileiras (Universidade Federal
de Minas Gerais, Universidade Federal do Para, Universidade Federal do Rio de
Janeiro e do Instituto e Centro de Pesquisas Sao Leopoldo Mandic), de um servigo de
patologia oral no Uruguai (Universidad de la Republica), de outro servigo de patologia
no México (Universidad Autbnoma Metropolitana) e também da Guatemala (Centro
Clinico de Cabeza y Cuello). Cinco destas amostras apresentaram quantidade
insuficiente de tecido disponivel ou baixa qualidade do DNA obtido e, entdo, foram
excluidas. Portanto, 13 amostras foram incluidas na analise final dos resultados. Os
diagnosticos de todos os 13 casos foram revisados por dois patologistas bucais
(R.S.G e C.C.G.), associando as caracteristicas clinicas e histopatolégicas em
laminas coradas em hematoxilina e eosina (H&E). Dados clinicos como sexo, idade,
localizacdo da lesao, tipo de hiperparatireoidismo, niveis séricos de paratorménio,
calcio, fosforo e fosfatase alcalina foram obtidos. Para nenhum dos casos houve
registro de histdria familial de hiperparatireoidismo ou de diagndéstico prévio de alguma

sindrome, sendo todos, portanto, casos de hiperparatireoidismo esporadico.

4.3 Microdisseccdo manual

As laminas coradas em H&E de cada amostra de tumor marrom do
hiperparatireoidismo dos maxilares foram utilizadas para a sele¢gdo das areas de
interesse. As amostras que apresentaram, além de areas da leséo, regides de tecido
normal, foram manualmente microdissecadas, obtendo-se cortes com enriquecimento
de areas de lesado. Utilizando um micrétomo, apds dispensar os trés primeiros cortes
de cada amostra, foram realizados cerca de 8 cortes de 8um de espessura, 0s quais

foram depositados em microtubos de 1,5ml para posterior extracdo do DNA.



38

4.4 Extragado do DNA

O DNA genbmico (gDNA) das amostras de tecidos FFPE foi extraido
utilizando o Q/Aamp DNA FFPE Tissue kit (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com
as instrugdes do fabricante. As amostras depositadas em microtubos de 1,5ml foram
desparafinizadas utilizando a Deparaffinization Solution (QIAGEN, Hilden, Germany)
e digeridas com proteinase K (QIAGEN, Hilden, Germany) a 56°C até o conteudo se
tornar homogéneo, seguido de incubagdo em banho seco a 90°C por 1 hora. Em
seguida, o DNA foi retido na membrana da coluna QIAamp Min Elutecolumn
(QlIAampMinElute® Columns) e lavagens foram realizadas com Buffer AL e etanol
absoluto (Merck), Buffer AW1 e Buffer AW2. Ao final, trés elui¢des foram realizadas
com 30ul, 20ul e 20ul de Buffer ATE, respectivamente. A analise da concentragao e
da qualidade do gDNA obtido de todas as amostras foi realizada por meio do
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
Para as proximas etapas foram selecionadas as extragcbes com a razao de
absorbancia 260/280 entre 1,8 e 2,0 e a razdo 260/230 entre 2,0 e 2,2.

4.5 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foram realizadas as reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para a
amplificagdo das regides de interesse dos genes KRAS, FGFR1 e TRPV4 para as 13
amostras a fim de investigar a presenca de mutacdes nessas regides (GOMES et al.,
2018). Para o gene KRAS as mutacbes de interesse eram p.G10E, p.G12D/A,
p.G13D, p.V14L e p.L19F no exon 2 e p.A146V/P no exon 4. No exon 13 do gene
TRPV4 as mutacgdes de interesse eram p.M713V/I e nos exons 8 e 9 do FGFR1 eram
p.N330I e p.C381R, respectivamente. Para todos os genes, os demais nucleotideos
de cada amplicon analisado foram também inspecionados manualmente na busca de
possiveis outras mutacdes. Os iniciadores utilizados foram os mesmos descritos
previamente (GOMES et al., 2018; Tabela 1). Foi adicionada aos iniciadores uma
sequéncia M13 para simplificar o fluxo de trabalho e analise dos dados, com excegao
do iniciador TRPVA4. A adicao desta sequéncia permite que todos os produtos da PCR
sejam sequenciados utilizando apenas o par de iniciadores M13. A sequéncia M13
para os iniciadores Forward foi 5GTAAAACGACGGCCAGTS3’ e para os iniciadores
Reverse 5CAGGAAACAGCTATGACS3'.
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Tabela 1- Iniciadores utilizados para a detecgdo das mutacdes nas regides de interesse

Iniciador Sequéncia Codons* Tamanho do
amplicon
sequenciado
(pb)

KRAS Exon 2 F 5’GGCCTGCTGAAAATGACTGAA3Z 10,12, 13,14,19 197

KRAS Exon 2 R 5’GGTCCTGCACCAGTAATATGCZ

KRAS Exon 4 F 5TGAAGATGTACCTATGGTCCTAGT3 146 181

KRAS Exon 4 R 5TCAGTGTTACTTACCTGTCTTGTC3

FGFR1 Exon 9 F 5GTCCATTTTGCTTCCGTTGT3 330 188

FGFR1 Exon 9 R 5’GCAGAGTGATGGGAGAGTCC3’

FGFR1 Exon 10 F 5’ACTGACTCAGCCCTGGAAGA3’ 381 199

FGFR1 Exon 10 R 5'CATCTGGCTGTGGAAGTCAC3

TRPV4 Exon 13 F 5’ACCTTCAGCACCTTCCTCCT3’ 713 207

TRPV4 Exon 13 R 5 CCAGATGTGCTTGCTCTCCT?’

Abreviacbes: pb: pares de base. *Cddons nos quais previamente foram descritas mutagoes
em lesbes centrais e periféricas de células gigantes. Toda a extensao de cada
amplicon foi manualmente inspecionada.

Fonte: Produgao do proprio autor

Para as reagdes da PCR foi utilizado um volume final de 25ul, contendo
100ng de gDNA, 10uM de cada iniciador e 1x de MyTaq HS Red Mix, 2x (Bioline
Reagents Ltd, UK). Todas as reacbes foram realizadas na Mastercycler Gradient
thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) e as condi¢des para os ciclos de PCR
para os alvos KRAS, FGFR1 e TRPV4 foram ajustadas para permitirem uma melhor
amplificagdo do gDNA de amostras FFPE. A primeira etapa foi a desnaturagéo inicial,
que ocorreu a 95°C por 3 minutos. As trés etapas seguintes se repetiram por 45 ciclos:
desnaturacao a 95°C por 15 segundos, anelamento a temperatura de melting (a
depender da padronizacao de cada iniciador) por 15 segundos e extensao a 72°C por
30 segundos. Posteriormente seguiu-se a etapa de extensdo final a 72°C por 10
minutos e o resfriamento a 4°C. As reagbes de PCR foram conduzidas utilizando
controle positivo (amostra de gDNA de alta qualidade) e negativo (reagdo sem gDNA).
Para verificar o resultado da amplificacdo, os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% marcado por fluorescéncia (SYBR™ Safe DNA
gel stain; invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA), e visualizados
em um transiluminador sob luz UV. Os produtos da PCR passaram entao por um
processo de purificagdo enzimatica com a enzima ExoSAP-IT (Affymetrix, USB®,
Santa Clara, CA, USA), seguindo as instru¢des do fabricante.
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4.6 Sequenciamento de Sanger e analise in-silico

Apods a PCR foi realizado o sequenciamento de Sanger para determinar a
sequéncia de nucleotideos da regiao de interesse dos genes. As reacgdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando reagentes do kit Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Wilmington, USA) e a eletroforese capilar
ocorreu no equipamento ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Wilmington,
USA). Todos os produtos foram sequenciados bidirecionalmente, com os iniciadores
forward e reverse. Os cromatogramas gerados foram visualizados e manualmente
inspecionados no software SnapGene (from GSL Biotech; available at
shapgene.com), utilizando-se as sequéncias referéncias de cada um dos genes para
comparagao (KRAS: NM_033360.4; FGFR1: NM_023110.3; TRPV4: NM_021625.5).
As ferramentas online PolyPhen-2  (Polymorphism  Phenotyping  v2;
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e SIFT (Sorting Tolerant From Intolerant;
https://sift.bii.a-star.edu.sg ) foram utilizadas para predigao in silico da patogenicidade

da mutacgao a nivel proteico.

4.7 Imuno-histoquimica (IHC)

Para avaliar a ativagdo da via MAPK/ERK nas amostras de tumor marrom
do hiperparatireoidismo foi realizada imuno-histoquimica para a proteina pERK1/2 em
sete amostras, de acordo com a disponibilidade de tecido e seguindo o protocolo
padrado. Inicialmente, foram realizados dois cortes de 4um para cada amostra FFPE,
os quais foram colocados em laminas de vidro silanizadas (StarFrost, Knittel Glass,
Germany). Os cortes foram entdao desparafinizados com xilol (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) e hidratados utilizando alcool em concentragdes graduais
(alcool absoluto, 95% e 80%) (Merck). Para a recuperagédo antigénica foi utilizada
solugao TRIS-EDTA (pH 8,0) e o bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com
metanol e perdxido de hidrogénio na proporgao 1:1. A incubagao do anticorpo primario
foi realizada com anticorpo monoclonal de coelho anti-pERK1/2 (1:100,
Thr202/Tyr204, Cell Signaling Technology, catalog number #4376) diluido 1:100 com
diluente de anticorpo, a 4°C por 18 horas. Os controles negativos ndo passaram por
esta etapa de incubacédo com o anticorpo primario e em substituicdo a ele foi utilizada

a solugao Tris-HCL. Para a visualizacao da reacao foi utilizado o Sistema a base de
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polimero (EnVision, Dako Corporation, Carpinteria, USA) e o cromdgeno
diaminobenzidina (Dako North America, Carpinteia, USA) incubados de acordo com a
inspecao visual. A contra-coloragao foi realizada com hematoxilina de Mayer por 3
minutos, os cortes foram desidratados com alcool em concentragdes graduais (70%,
90%, alcool absoluto) (Merck), imersos em xilol e montados em laminas com meio de
montagem Entellan (Merck). Os resultados foram avaliados por trés observadores
(L.M.G., R.S.G. e C. C.G.) em microscépio Optico de luz de forma cega aos resultados
moleculares. A marcagao foi considerada positiva quando foi nuclear e citoplasmatica,
independente da intensidade. As laminas foram escaneadas em um aumento de 20X,
utilizando Pannoramic MIDI Digital Slide Scanner (3DHistech, Hungary) e as imagens
foram visualizadas e capturadas utilizando o aplicativo Case Viewer v.2.3
(3DHISTECH).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo descritos abaixo e foram escritos também sob
forma de artigo cientifico, o qual esta aceito para publicagdo no periédico Journal of
Oral Pathology & Medicine (APENDICE A).

5.1 Dados clinico-patolégicos

O exame histopatologico das 13 amostras revelou a presenga de células
mononucleares fusiformes ou ovoides entremeadas a células gigantes
multinucleadas. As células mostraram-se dispostas em um fundo contendo
NUMerosos vasos sanguineos, areas de extravasamento de hemacias e depositos de
hemossiderina. O estroma da les&o é constituido por tecido fibrovascular (FIGURA 7).
Em alguns casos, como nas amostras #2 e #5, foi possivel observar, adjacente ao
tumor marrom, areas sugestivas do quadro de aumento da remodelagdo-Ossea

caracteristico da osteite fibrosa cistica, conforme apresentado na Figura 8.

Figura 7 - Caracteristicas histopatoldgicas observadas nas amostras de tumor marrom do
hiperparatireoidismo

Legenda: a) Observa-se a presenca de células gigantes multinucleadas e células
mononucleares ovoides e fusiformes entremeadas por vasos sanguineos
hiperemiados e focos hemorragicos (H&E, aumento original 100X).

b) Destaque para as areas de hemorragia e depésitos de hemossiderina (H&E,
aumento original 200X).

Fonte: Arquivo do préprio autor (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3)
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Figura 8 - Areas sugestivas de osteite fibrosa cistica

Legenda: a) Em algumas amostras, observou-se adjacente a area de tumor marrom areas
com trabéculas de tecido 6sseo revestidas por osteoblastos e exibindo
numerosos osteoclastos ao redor, e entremeadas por tecido conjuntivo
fibroso celularizado, sugerindo aumento da atividade de reabsorgéo e
formacao 6ssea. Observa-se também vasos sanguineos (H&E, aumento
original 100X).

b) Observa-se na fotomicrografia uma area sugestiva de osteite fibrosa cistica
(abaixo) em proximidade com a area caracteristica de tumor marrom do
hiperparatireoidismo (acima) (H&E, aumento original 100X).

Fonte: Arquivo do préprio autor (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3)

Na tabela 2 observa-se a descricdo dos dados clinicos de todos os 13
individuos. Considerando os casos para os quais a informacédo péde ser obtida, a
idade dos individuos variou de 25 a 76 anos, com média de 46,5 anos. O numero de
individuos do sexo feminino foi de 9 e do sexo masculino 3, resultando em uma
proporgao sexo masculino/feminino de 1:3. Em 9 casos o tumor marrom ocorreu no
contexto do hiperparatireoidismo primario, enquanto em 3 casos as lesdes surgiram
em decorréncia do hiperparatireoidismo secundario. A mandibula foi o osso afetado

na maioria dos casos (8/12; 66,6%).

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas dos 13 individuos afetados por tumor marrom do
hiperparatireoidismo dos maxilares incluidos no estudo

Amostra Apresentacao Tipode HPT Idade Sexo Localizagao

# clinica (anos)
1 Periférico .. Maxila, anterior e
Secundario 53 M posterior
2 Central Secundario 43 Mandlpula, anterior e
posterior
3 Central Primario 76 F Mandibula, anterior
4 Central Primario 43 F Maxila, posterior
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5 Central Primario 25 F Maxila
6 Central Primario 32 F Mandibula,posterior
7 Central Primario 34 F Maxila e mandibula
8 Central Secundario 63 M Mandipula, anterior e
posterior
9 Central Primario ND ND ND
10 Central ND 47 F Mandibula, posterior
11 Central Primari Mandibula, anterior e
rimario 30 M .
posterior
12 Central Primario 51 F Mandibula,posterior
13 Central Primario 62 F Maxila
Abreviagbes: HPT: hiperparatireoidismo; ND: dado nao disponivel; M: masculino; F:
feminino.

Fonte: Produgao do préprio autor

As dosagens séricas de paratorménio, calcio, fosforo e fosfatase alcalina
para cada caso sao apresentados na tabela 3. Os valores de referéncia sdo 10-65
pg/ml para o paratormdnio, 8,4-10,2 mg/dl para o calcio, 2,7-4,5 mg/dl para o fésforo
e 39-177 U/L para a atividade da fosfatase alcalina (MISIOROWSKI et al., 2017).

Tabela 3 - Dados dos exames soroldgicos dos 13 individuos afetados por tumor
marrom do hiperparatireoidismo dos maxilares incluidos no estudo

Amostra PTH Calcio Fésforo Fosfatase
# alcalina
1 223pg/ml 9,8mg/dI 3,6mg/dI 96U/L

2 ND ND ND ND

3 474pg/ml Hypercalcemia  ND ND

4 ND 12,5mg/dl ND ND

5 330pg/ml ND ND 220U/L
6 100pg/ml ND ND 139U/L
7 1067pg/ml ND ND 889U/L
8 878pg/ml 9,9mg/dI 2,6mg/dl 765U/L
9 805pg/ml 11,17mg/dI 1,7mg/dl ND

10 1810pg/ml 11,2mg/dl 1,4mg/dl ND

11 705pg/ml 26,8mg/dI 1,8mg/dl 863U/L
12 640pg/ml 151mg/dl 2,53mg/dI 14U/L
13 990pg/ml 12,6mg/dl 1,85mg/dI 193U/L

Abreviagbes: PTH: Paratormdnio; ND: dado nao disponivel
Fonte: Producgéo do proprio autor

5.2 Sequenciamento de Sanger e analise in-silico

Treze amostras de tumor marrom do hiperparatireoidismo dos maxilares
foram sequenciadas para analise de mutagdes em regides especificas dos genes
KRAS, FGFR1 e TRPV4. Foram detectadas mutagdes no gene KRAS em sete
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amostras (54%) (TABELA 4). Todas as amostras apresentaram sequéncias selvagens
para os genes FGFR1 e TRPV4.

Tabela 4 - Dados moleculares dos 13 casos de tumor marrom do hiperparatireoidismo dos
maxilares incluidos no estudo

Amostra TRPV4 e KRAS KRAS Predi¢do da patogenicidade

# FGFR1 exon2 exon4 PolyPhen-2 SIFT
1 WT p.G12Vv  WT Provavelmente patogénica Patogénica
2 WT WT WT - -
3 WT WT WT - -
4 WT p.G12Vv  WT Provavelmente patogénica Patogénica
5 WT WT WT - -
6 WT p.G12V  pA134T" Erovavelmente patog?n@ca / Patogéﬁnipa
rovavelmente patogénica /Patogénica
7 WT WT WT - -
8 WT WT WT - -
9 WT p-G13D WT Possivelmente patogénica Patogénica
10 WT p.G12V°  WT Provavelmente patogénica Patogénica
11 WT p-G12D/ WT Possivelmente patogénica / Patogénica
p.E37K” Possivelmente patogénica /Patogénica
12 WT WT WT - -
13 WT WT p.A146T°  Provavelmente patogénica Patogénica

Abreviagdes: WT: Wild-type: sequéncia selvagem. * Nestes casos, apenas o pico do alelo
mutante foi detectado por sequenciamento de Sanger bidirecional;
** Variantes de significado incerto (VUS).

Fonte: Produgao do préprio autor

Mutagbes KRAS consideradas patogénicas foram detectadas nos 7 casos,
sendo elas p.G12V (n=4), p.G12D (n=1), p.G13D (n=1) e p.A146T (n=1). Os
cromatogramas que ilustram cada uma das mutagdes patogénicas sdo apresentados
na Figura 9. Mutagdes no cédon 12 (p.G12V/D) foram as mais frequentes, sendo
detectadas em 38% (5/13) das amostras, o que corresponde a 71% (5/7) das
mutacdes patogénicas do gene KRAS identificadas nas amostras. A tabela 4 detalha
as mutagdes detectadas em cada amostra, incluindo a predicdo da patogenicidade
por analise in silico de cada uma delas. Entre os individuos com mutacdo a média de
idade foi de 44,5 anos, enquanto no grupo de pacientes sem a mutacao esta média
foi de 48,6 anos. Dos casos com mutagao, 3 ocorreram em mandibula e 3 em maxila,
em igual propor¢ao, enquanto que a maioria dos casos sem mutagao ocorreram em
mandibula.

Na amostra #1, o pico do alelo mutante da mutacao p.G12V é maior do que
0 pico do alelo selvagem (FIGURA 9a). Em uma amostra com a mutagao p.G12V
(amostra #10) (FIGURA 9d) e na amostra com mutacdo p.A146T (amostra #13)

(FIGURA 9g) apenas o pico do alelo mutante foi observado nos cromatogramas. Em
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outros dois casos (amostras #6 e #11), além da mutagédo patogénica detectada, as
variantes de significado incerto (VUS) p.A134T e p.E37K foram também identificadas
(FIGURA 10). As duas ultimas variantes sdo consideradas VUS por nédo haver
evidéncias cientificas suficientes que permitam concluir se tratam-se de variantes

benignas ou patogénicas.

Figura 9- Captura de tela dos cromatogramas das mutacdes patogénicas detectadas nos
cédons 12, 13 e 146 do gene KRAS por sequenciamento de Sanger em
amostras de tumor marrom do hiperparatireoidismo dos maxilares

T T T T

Legenda: a-d) Observa-se a substituicdo ¢.35G>T resultando na alteragdo do cédon 12

de GGT por GTT e, consequentemente, p.G12V na amostra #1 (a), #4 (b),
#6 (c) e #10 (d).

e) Observa-se a substituicdo ¢.35G>A resultando na alteragao do coédon 12
de GGT por GAT e, consequentemente, p.G12D na amostra #11.

f) Observa-se a substituicdo ¢.38G>A resultando na alteragdo do cédon 13
de GGC por GAC e, consequentemente, p.G13D na amostra #9.

g) Observa-se a substituicdo ¢.436G>A resultando na alteragdo do cédon 146
de GCA por ACA e, consequentemente, p.A146T na amostra #13.

Fonte: Produgao do préprio autor (Capturas de telas obtidas do aplicativo Snap Gene®
Viewer 4.3.11).
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Figura 10 - Captura de tela dos cromatogramas das variantes de significado
incerto detectadas no gene KRAS por sequenciamento de
Sanger em amostras de tumor marrom do hiperparatireoidismo
dos maxilares

b)

Legenda: a) Observa-se a substituicdo c.400G>A resultando na alteragdo do
cédon 134 de GCA por ACA e, consequentemente, p.A134T na
amostra #6
b) Observa-se a substituicido ¢.109G>A resultando na alteragéo do
cédon 37 de GAG por AAG e, consequentemente, pE37K na
amostra #11
Fonte: Producéo do préprio autor (Capturas de tela obtidas do aplicativo Snap
Gene® Viewer 4.3.11)

5.3 Imuno-histoquimica (IHC)

A expressao imuno-histoquimica da proteina pERK1/2 foi observada em
todas as sete amostras, incluindo aquelas em que nao foram detectadas mutagdes
em nenhuma das sequéncias avaliadas. O padrao de imunoexpressao da proteina foi
semelhante em todas elas. Observou-se intensa imunopositividade nuclear e
citoplasmatica nas células mononucleares enquanto as células gigantes
multinucleadas foram negativas para pERK1/2. Este padrdo de expressdo imuno-

histoquimica para pERK1/2 pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11 - Expressao imuno-histoquimica para a proteina pERK1/2 em tumor marrom
do hiperparatireoidismo dos maxilares

Legenda: Observa-se intensa positividade para pERK1/2 no nucleo e citoplasma das
células mononucleares e auséncia de imunoexpressédo nas células gigantes
multinucleadas. Nota-se também positividade das células endoteliais que
revestem um vaso sanguineo (seta) exibindo marcagao positiva como controle
positivo interno (Amostra #7, aumento original 200X).

Fonte: Arquivo do préprio autor (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3)



49

6 DISCUSSAO

A deteccao de mutagdes genéticas em lesdes que sdo mimicas histologicas
do tumor marrom do hiperparatireoidismo instigam a investigagao de tais alteracdes
em amostras desta lesdo. Rearranjos cromossdmicos envolvendo o gene USP6 séo
alteracdes frequentes em cistos 0sseos aneurismaticos primarios, e tais alteragdes
estdo ausentes no tumor marrom do hiperparatireoidismo (SUKQV et al., 2008). Logo,
esse achado ilustra o fato de que apesar de compartilharem algumas similaridades
histopatoldgicas, essas lesbes apresentam patogénese molecular distinta (OLIVEIRA
et al., 2004; SUKOQV et al., 2008).

Lesdes ricas em células gigantes podem ocorrer nos maxilares no contexto
de sindromes genéticas causadas por mutagdes nos genes RAS, tais como sindrome
de Noonan, sindrome cardiofaciocutéanea, sindrome oculoectodérmica e sindrome de
Schimmelpenning-Feuerstein-Mims (ERNST; QUINN; ALAWI, 2007; GOMES et al.,
2020; NEUMANN et al., 2009; PEACOCK et al., 2015). Além disso, essas lesdes
também podem ocorrer na displasia osteoglofénica, a qual resulta de mutagdes no
gene FGFR1 (GOMES et al., 2020; WHITE et al., 2005). Recentemente, mutagdes
patogénicas somaticas heterozigotas nos genes KRAS, FGFR1, e TRPV4 foram
descritas em lesdes de células gigantes esporadicas dos maxilares (GOMES et al.,
2018). Mutacdes nos genes FGFR1 e KRAS foram também reportadas no fibroma
nao-ossificante dos ossos longos, adicionando evidéncias moleculares para o
previamente proposto de que essas duas lesdes podem representar na verdade a
mesma entidade (BAUMHOER et al., 2019; BOVEE; HOGENDOORN, 2019; GOMES;
GOMEZ, 2019). Como essas lesdes ricas em células gigantes sdo também mimicas
histolégicas do tumor marrom do hiperparatireoidismo, o presente estudo investigou
mutag¢des nos genes KRAS, FGFR1 e TRPV4 em tumores marrons dos maxilares e
mutagdes patogénicas no gene KRAS foram encontradas em 54% dos casos
avaliados.

Mutacbes nos genes RAS sao responsaveis por 30% das neoplasias
malignas humanas (WHITWAM et al., 2007; ZHOU; DER; COX, 2016). Os proto-
oncogenes RAS estdo associados a tipos particulares de canceres humanos
(KARNOUB; WEINBERG, 2008), sugerindo que a atividade oncogénica das diferentes
isoformas da proteina RAS é contexto-dependente (WHITWAM et al.,, 2007).
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Mutacdes no gene KRAS ocorrem em grande parte dos casos de adenocarcinoma
ductal de pancreas, cancer colorretal e cancer de pulmao de células ndo pequenas
(HAIGIS, 2017). Além das neoplasias malignas, mutagdes no gene KRAS ja foram
descritas em diferentes contextos, incluindo lesées benignas como endometriose,
papilomas oncociticos sinusais e escamosos de cabeca e pescog¢o (ANGLESIO et al.,
2017; SASAKI et al., 2020; WANG et al., 2019), tumores odontogénicos e 6sseos
(BAUMHOER et al., 2019; COURA et al., 2019; GOMES et al., 2018), malformagdes
vasculares (NIKOLAEV; FISH; RADOVANOVIC, 2018) e mesmo em tecido
endometrial histologicamente normal (LAC et al., 2019). Muta¢des no gene KRAS
foram também previamente identificadas em outros tumores ricos em células gigantes,
incluindo os tumores de células gigantes do pancreas e figado (WESTRA et al., 1998)
e o tumor tenossinovial de células gigantes (MANKUZHY et al., 2019). Recentemente,
foi reportada a presenca de mutagdes KRAS em lesdes ricas em células gigantes da
cavidade oral, incluindo lesbes de células gigantes dos maxilares (GOMES et al.,
2018) e lesbes de células gigantes associadas a implante dentario (MARTINS-
CHAVES et al., 2019), sendo a ultima uma lesédo reativa benigna de etiologia

inflamatoria.

Nas amostras de tumor marrom dos maxilares analisadas, mutacdes
patogénicas no cdédon 12 do gene KRAS foram as mais frequentes. Mutagbes
p.G12V/D foram detectadas em 38% das amostras e correspondem a mais de 50%
das mutagdes KRAS que foram detectadas. Mutagdes nesse cdédon também foram
frequentes em lesdes de células gigantes esporadicas dos maxilares (GOMES et al.,
2018) e em fibroma nao-ossificante dos ossos longos (BAUMHOER et al., 2019). No
contexto das neoplasias malignas, mutagdes no codon 12 do gene KRAS
correspondem a 90% de todas as mutag¢des nesse gene em carcinomas de pancreas,
colorretal e de pulmao (HAIGIS, 2017). Mutagbes nos codons 146 e 13 foram descritas
em fibroma né&o-ossificante dos ossos longos (BAUMHOER et al., 2019), em lesdes
de células gigantes dos maxilares (GOMES et al., 2018) e em lesbes de células
gigantes associadas a implantes (MARTINS-CHAVES et al., 2019). Essas mutag¢des
patogénicas ja foram extensamente estudadas, mas os seus efeitos funcionais
parecem depender especificamente do tecido e do contexto em que ocorrem
(BRUBAKER et al., 2019; HAIGIS, 2017; JOHNSON et al., 2019; POULIN et al., 2019).
As VUS p.A134T (rs1565884227) e p.E37K no gene KRAS foram detectadas em uma
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amostra cada, e ja foram previamente reportadas como mutagdes somaticas em
cancer do intestino grosso e na leucemia mielomonocitica crénica (COSMIC,
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), respectivamente. Além disso, p.E37K foi também
descrita na lesédo de células gigantes associada a implante (MARTINS-CHAVES et al.,
2019).

E bem sabido que tumores marrons resultam de alteracdes no metabolismo
0sseo devido a elevada producdo de paratorménio, o qual age estimulando a
reabsorcdo o6ssea por ativacdo de osteoclastos. Entdo, a compreensdo da
osteoclastogénese pode auxiliar no entendimento da fisiopatologia da lesdo. A
patogénese molecular dos tumores marrons € pouco compreendida, e poucos estudos
focaram nisto. No presente estudo, a ativacdo da via de sinalizagcdo MAPK/ERK foi
observada em tumores marrons que ocorrem nos maxilares, mesmo nos casos em
que néo foram detectadas mutagdes nos genes avaliados. Essa via exerce um
importante papel na diferenciacdo de osteoclastos e na reabsorcdo 6ssea (BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003; LEE et al., 2018). E possivel que células com mutagdo
KRAS sejam mais responsivas a agcao de moléculas de sinalizagao relacionadas a
osteoclastogénese, como RANKL, devido a super-regulacdo da via MAPK/ERK,
levando a maior diferenciacdo osteoclastica e reabsorcdo 6ssea. Nos paragrafos

seguintes buscou-se embasar e refletir a hipotese proposta.

Os osteoclastos sao células multinucleadas que se formam a partir da
linhagem monocitica/macrofagica de células da medula 6ssea hematopoiética
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; LEE et al., 2018). A diferenciag¢ao e fungédo dos
osteoclastos € normalmente regulada por inumeras citocinas, horménios e fatores de
crescimento. O RANKL e o M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) séo
exemplos de dois fatores de regulacdo indispensaveis para a osteoclastogénese,
agindo tanto nos precursores de osteoclastos quanto nos osteoclastos maduros
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003).

A acdo do paratormoénio influencia a producdo de RANKL. O horménio
produzido pelas paratireoides se liga ao seu receptor em células &sseas,
mesenquimais e inflamatérias, estimulando a produ¢cao de RANKL por essas células
(KHEDR, 2018). Assim como em outras lesdes ricas em células gigantes semelhantes
a osteoclastos dos maxilares, € possivel que o conjunto de células mononucleares

que participam da formacéo da les&o do tumor marrom seja composto por fibroblastos,
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osteoblastos e células monociticas precursoras de osteoclastos (LIU; YU; LI, 2003).
No tumor marrom do hiperparatireoidismo, foi demonstrado por hibridizacao in situ
forte positividade para a expressdo de RANKL exclusivamente em células
mononucleares (STAGNER et al., 2019). E possivel entdo que o RANKL produzido
por esse grupo de células mononucleares se ligue ao seu receptor RANK em outras
células mononucleares correspondentes aos precursores de osteoclastos
estimulando a diferenciagdo dos mesmos, e também nos préprios osteoclastos
aumentando a atividade de reabsorgao 6ssea (SILVA; BILEZIKIAN, 2015).

A sinalizacdo RANKL nos precursores de osteoclastos leva a ativacdo da
proteina NFATc1 (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1), fator de
transcricdo que se localiza no citoplasma, mas transloca-se para o nucleo quando
ativado. Uma vez no nucleo, o NFATc1 se liga ao seu proprio promotor, levando a
auto amplificagdo e também a ativagdo de outros genes especificos de osteoclastos
(ASAGIRI; TAKAYANAGI, 2007). A grande maioria das células gigantes do tumor
marrom do hiperparatireoidismo apresenta marcagao imuno-histoquimica positiva
para NFATc1 nuclear (DUARTE et al., 2011). Isto sugere que o acumulo de células
gigantes multinucleadas nos tumores marrons seja mediado por NFATc1 e, portanto,

corrobora para a natureza osteoclastica das mesmas.

Tanto o RANKL quanto o M-CSF podem culminar na ativagdo das vias de
sinalizacdo MAPK/ERK, MAPK/JNK e MAPK/p38, as quais desempenham um papel
importante na diferenciacdo dos osteoclastos e na reabsor¢do 6ssea (LEE et al.,
2018). M-CSF/MAPK esta mais envolvido na regulacdo da proliferacdo dos
precursores de osteoclastos, enquanto RANKL/MAPK esta relacionado
principalmente ao processo de diferenciacdo osteoclastica (BOYLE; SIMONET,;
LACEY, 2003). Na via MAPK/ERK, tanto a ligagao do M-CSF ao seu receptor c-Fms
quanto a ligagdo de RANKL ao receptor RANK desencadeiam processos que ativam
as proteinas RAS/RAF e culminam com a ativacdo de ERK1/2. A presenca das
mutac¢des patogénicas ativadoras no gene KRAS encontradas neste estudo podem
levar a intensificacdo deste processo, levando a ativacdo constitutiva da via e
culminando com maior ativagdo da osteoclastogénese e consequentemente da
reabsorgéo ossea. A formagao das lesées do tumor marrom do hiperparatireoidismo
seria entao sustentada por este mecanismo. A Figura 12 ilustra e sintetiza a hipétese

apresentada.
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Figura 12 - Hipotese para formagdo de tumores marrons na presenga de mutacdo no

gene KRAS
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Legenda: O PTH produzido em excesso no hiperparatireoidismo age nas células ésseas
estimulando a produgao de RANKL pelas mesmas. O RANKL se liga ao seu
receptor RANK nos precursores de osteoclastos levando a diferenciacao dos
mesmos em osteoclastos. Nas células com mutagdo KRAS (representada pelo
raio amarelo) ocorre ativagado constitutiva da via MAPK/ERK (ilustrada pelas
setas mais espessas). Assim, a maior ativagao da proteina ERK1/2 levaria a
potencializagao da atividade de fatores de transcricdo como, por exemplo, o
NFATc1, o que culminaria com maior diferenciacdo osteoclastica e
consequentemente maior reabsorgdo 6ssea com formagao de tumores
marrons. Este seria entdo um possivel mecanismo de sustentagcao das lesdes.
PTH: paratorménio.

Fonte: Producao do préprio autor.

Apos o tratamento do hiperparatireoidismo, os tumores marrons tendem a
regredir. Em um cenario diferente, mutagdes no gene KRAS também ocorrem em
lesdes 6sseas que regridem com a idade, como no caso do fibroma n&o-ossificante
dos ossos longos (BAUMHOER et al., 2019). Além disso, mutagdes no gene GNAS
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ocorrem nas displasias fibrosas (por meio do mosaicismo somatico), e tais lesbes
regridem de maneira tempo-dependente (KUZNETSOV et al., 2008). Assim como foi
proposto para displasias fibrosas e fiboromas nao-ossificantes dos ossos longos, €
possivel que a remissao do tumor marrom mesmo nos casos em que ha presenga de
mutagdes patogénicas seja devido a apoptose progressiva das células mutantes
(BAUMHOER et al., 2019; KUZNETSOV et al., 2008).

No fibroma n&o-ossificante dos ossos longos a analise por hibridizagao in
situ revelou transcritos mutantes apenas nas células mononucleares de amostras com
mutacédo no gene KRAS (BAUMHOER et al., 2019). Nas lesdes de células gigantes
dos maxilares as células mononucleares correspondem ao componente proliferativo,
enquanto as células gigantes multinucleadas apresentam um perfil apoptético
(AMARAL et al., 2011). No tumor marrom, marcagao imuno-histoquimica positiva para
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) apenas em algumas das células
mononucleares também sugere que elas sejam o componente proliferativo da lesao
(OKADA; DAVIES; YAMAMOTO, 2000).

Em duas amostras de tumor marrom (amostras #10 e #13) foram
observados apenas o0s picos correspondentes aos alelos mutantes nos
cromatogramas gerados pelo sequenciamento de Sanger (mutagcbes p.G12V e
p.A146T, respectivamente). Em outra amostra (amostra #1) o pico do alelo mutante é
maior do que o do alelo selvagem. Estes fatos foram anteriormente reportados para o
gene KRAS em outras lesdes e foram interpretados como desequilibrio especifico do
alelo mutante (mutant allele-specific imbalance; MASI), e associado a um pior
prognostico (CHIOSEA et al., 2011; HARTMAN et al., 2012; KRASINSKAS et al.,
2013). E importante ressaltar que a amostra #10 parece apresentar um
comportamento mais agressivo quando comparada as demais, uma vez que mostrou
envolvimento significativo da mandibula e também de ossos extra-gnaticos como
0ssos das costelas, da regido pélvica e do joelho. A amostra #1, apesar de ser um
tumor marrom periférico, apresentou envolvimento dsseo com reabsor¢cdo do osso
subjacente. Para o outro caso (amostra #13), ndo foi possivel ter acesso a mais

informagdes clinicas.

O fato de as amostras serem FFPE é uma das limitagdes do presente
estudo. Além disso, a utilizagado do sequenciamento de Sanger restringe as mutagdes

possiveis de serem encontradas as regides de interesse para as quais foram



55

desenhados os iniciadores. Embora o sequenciamento de Sanger seja o padrao ouro,
ele apresenta sensibilidade reduzida se comparado as técnicas de sequenciamento
paralelo massivo. Assim, € possivel que algumas das lesdes em que nao foram
detectadas mutagbes KRAS apresentem a mutagdo em um pequeno percentual de
células, o que nao tornou possivel a detecgdo por sequenciamento de Sanger. A
realizacdo do sequenciamento em profundidade poderia auxiliar na deteccado de
mutagdes KRAS nestes casos. Estudos funcionais e a utilizagdo de modelos animais
de hiperparatireoidismo também poderiam auxiliar na melhor compreensao da
patogénese do tumor marrom e do papel das mutagées encontradas no contexto

especifico desta lesao.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que mutagdes
patogénicas no gene KRAS ocorrem nos tumores marrons do hiperparatireoidismo
dos maxilares. Além disso, a ativacao da via MAPK/ERK também é observada nesta
lesdo. Assim, nossos resultados incluem mais uma lesdo de células gigantes
multinucleadas ao espectro de lesdes cuja patogénese molecular envolve a

sinalizacdao RAS.
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Abstract

Backgrownd: Brown tumars are giant cell-rich lesions that result from abnormal bone
metabolism in hyperparathyroidizrm, one of the mast common endocrine disorders
worldwide. Brown turmors occasionally affect the jaws and, decpite well-known clini-
cal and microccopic features, their molecular pathogenesic remains unclear. We in-
vestigated the presence of pathogenic activating mutations in TRPWY, FGFRI, and
KRAS in a cohort of brown turmors since these have recently been reported in giant-
cell lesions of the jaws and non-ossifying fibromas of the bones (FGFRI and KRAS),
which are histologic mimics of brown tumors.

Methods: VWe target sequenced 13 brown turmors of the jaws associated with pri-
mary or secondary hyperparathyroidism. As mutations in these genes are known to
activate the MAPK/ERK signaling pathweay, we alo assessed the immunostaining of
the phosphorylated form of ERK1/2 (pERK1/2) in theze besions.

Results: KRAS pathogenic mutations were detected in seven cases (p.G12V n = 4,
pGLI0n =1, p.G130 n = L, p. AL4ET n = 1) KRAS variants of unknown significance
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