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RESUMO

Os granulomas de células gigantes dos ossos maxilares mais comumente ocorrem como lesdes
esporadicas unicas, podendo ser centrais ou periféricas. Eles sdo caracterizados por mutagdes
somaticas nos genes KRAS, FGFRI ou TRPV4, sendo as ultimas exclusivas da lesdo central.
Menos comumente, os granulomas de células gigantes podem ser multiplos e estar associados
ao querubismo, doenca Ossea de heranca autossémica dominante. O diagnostico diferencial
entre eles baseado apenas na microscopia pode ser desafiador. Essas lesdes dos ossos maxilares
compartilham caracteristicas histopatoldgicas com outras lesdes ricas em células gigantes,
como o fibroma ndo-ossificante, o cisto dsseo aneurismatico, o tumor de células gigantes dos
ossos longos e o condroblastoma. A analise do perfil de metilagdo do DNA ¢ util para o
diagnostico de outros tumores, incluindo tumores cerebrais pediatricos e sarcomas. No entanto,
as bases epigenéticas dos tumores ricos em células gigantes permanecem incertas. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de metilagdo do DNA de granulomas de células
gigantes dos maxilares e das lesdes do querubismo para testar se os padroes de metilacdo do
DNA poderiam auxiliar na distingdo entre essas entidades. Além disso, os seus perfis de
metilagdo do DNA foram comparados aos dos seus mimetizadores histoldgicos ricos em células
gigantes para investigar se as semelhancas microscopicas se estenderiam ao nivel epigenético.
A analise da metilagdo do DNA foi realizada para os granulomas esporddicos de células
gigantes centrais (n=10) e periféricos (n=10), querubismo (n=6), fibroma ndo-ossificante
(n=10), cisto 6sseo aneurismatico (n=16), tumor de células gigantes dos ossos longos (n=9) e
condroblastoma (n=10) utilizando a plataforma Infinium Human Methylation EPIC BeadChip.
Adicionalmente, a partir dos dados de metilagdo do DNA, analise de variagdo do nimero de
copias de segmentos cromossdmicos foi realizada. Os granulomas centrais e periféricos € o
querubismo compartilharam padrao de metilacdo do DNA semelhante, com os granulomas
periféricos e o querubismo tendendo a uma discreta distin¢do, enquanto os granulomas centrais
se sobrepuseram a ambos os grupos. Os valores de metilacao global e associados a enhancer
mostraram um padrao de distribuicdo similar entre os grupos, com o querubismo mostrando o
valor mediano da média dos valores f de metilacio mais baixo e o granuloma periférico de
células gigantes apresentando o valor mais alto. Por outro lado, o padrao de distribuicdo da
metilacdo nas regides promotoras mostrou-se diferente, com o querubismo apresentando o valor
mediano mais alto quando comparando aos granulomas esporadicos de células gigantes.
Nenhuma das amostras incluidas no estudo exibiu um padrao consistente em relagdo a ganhos
ou perdas de bragos ou segmentos cromossdmicos. Conclui-se que o perfil de metilagdo do
DNA nao ¢ capaz de distinguir claramente os granulomas esporadicos de células gigantes dos
maxilares e as lesdes do querubismo. Por outro lado, a analise é capaz de discriminar os
granulomas esporadicos dos seus mimetizadores histologicos.

Palavras-chave: Epigenética. Metilagdo do DNA. Metiloma. Genética. Patologia molecular.
Células gigantes. Granuloma de células gigantes. Querubismo. Tumor de células gigantes dos
ossos longos. Condroblastoma.



ABSTRACT

DNA methylation profiling of sporadic giant cell granulomas of the jaws, cherubism,
and their histological mimics

Giant cell granulomas of the jaws often occur sporadically as single central or peripheral
lesions. They are characterized by KRAS, FGFR1, or TRPV4 somatic mutations, being the latter
exclusive of the central lesions. Less commonly, they may be multiple and associated with
cherubism, an autosomal dominant bone disease. The diagnosis based on microscopy alone can
be challenging. These jaw lesions share histopathological features with other giant cell-rich
lesions: non-ossifying fibroma of bone, aneurysmal bone cyst, giant cell tumor of bone, and
chondroblastoma. The epigenetic basis of these giant cell-rich tumors is unclear and recently
DNA methylation profile has been shown to be clinically useful for the diagnosis of other tumor
types, including pediatric brain tumors as well as sarcomas. Therefore, we aimed at assessing
the DNA methylation profile of central and peripheral sporadic giant cell granulomas of the
jaws and cherubism to test if DNA methylation patterns can help distinguish these entities.
Additionally, we further compared their DNA methylation profile with those of their giant cell-
rich mimics to investigate if the microscopic similarities extend to the epigenetic level. DNA
methylation analysis was performed for central (n = 10) and peripheral (n = 10) giant cell
granulomas, cherubism (n = 6), non-ossifying fibroma (n = 10), aneurysmal bone cyst (n = 16),
giant cell tumor of bone (n = 9), and chondroblastoma (n = 10) using the Infinium Human
Methylation EPIC BeadChip. Furthermore, based on the DNA methylation data, copy number
analysis was conducted. Central and peripheral sporadic giant cell granulomas and cherubism
share a related DNA methylation pattern, with those of peripheral granulomas and cherubism
appearing slightly distinct while central granuloma shows overlap with both of the former. The
global and enhancer-associated DNA methylation values showed a similar distribution pattern
among the groups, with cherubism showing the lowest median value of the mean methylation
B-values and peripheral giant cell granuloma showing the highest value. In contrast, promoter
regions showed a different methylation distribution pattern, with cherubism showing the
highest median value compared to sporadic giant cell granulomas. None of the samples included
in the study exhibited a consistent pattern regarding gains or losses of chromosomal arms or
segments. In conclusion, DNA methylation profiling is currently not capable of clearly
distinguishing sporadic and cherubism-associated giant cell granulomas of the jaws.
Conversely, it could discriminate sporadic giant cell granulomas of the jaws from their giant
cell-rich mimics.

Keywords: Epigenetics. DNA methylation. Methylome. Genetics. Molecular pathology. Giant
cells. Giant cell granulomas. Cherubism. Giant cell tumor of bone. Chondroblastoma.
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1 INTRODUCAO

Os granulomas de células gigantes dos maxilares frequentemente ocorrem como lesoes
esporadicas localizadas, que podem ser centrais ou periféricas (SCHREUDER et al., 2021).
Menos frequentemente, eles afetam os ossos maxilares como lesdes centrais multifocais em
associacdo com o hiperparatireoidismo ou no contexto de diferentes sindromes, como o
querubismo (OMIM #118400) (SCHREUDER et al., 2021). Os granulomas esporadicos de
células gigantes dos maxilares podem apresentar comportamento clinico indolente, embora
algumas vezes demonstrem um curso clinico agressivo e recorram apos tratamento cirirgico
conservador (JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023a). O fenétipo do querubismo tende a se
manifestar nos primeiros anos de vida e a regredir com o passar da puberdade. Entretanto, a
doenga caracteriza-se por expressividade variavel, penetrancia incompleta e auséncia de
correlacdo clara entre o gendtipo e o fendtipo (CHRCANOVIC et al., 2021).

Histopatologicamente, tanto os granulomas esporadicos Unicos como os multiplos
associados a condicdes sist€émicas sdo caracterizadas por tecido conjuntivo celularizado, com
proliferagdao de células mononucleares ovoides e fusiformes e quantidade variavel de células
gigantes multinucleadas do tipo osteoclasto (JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023a). Areas de
hemorragia e pigmentos de hemossiderina sdo também observados (JORDAN; GOMES;
GOMEZ, 2023a). Outros tumores ricos em cé¢lulas gigantes do tipo osteoclasto que afetam
0ssos extra-gnaticos constituem mimetizadores histologicos dos granulomas de células gigantes
dos maxilares. Dentre eles estdo o fibroma ndo-ossificante, o cisto 6sseo aneurismatico, o tumor
de células gigantes dos ossos longos e o condroblastoma (FLANAGAN; SPEIGHT, 2014;
BAUMHOER et al., 2019).

Ao longo das tltimas décadas, a utilizagao de técnicas moleculares consideradas padrao
ouro e os avancos nas tecnologias de sequenciamento de proxima geracao (NGS, do inglés next
generation sequencing) possibilitaram melhor entendimento das bases genéticas dos
granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares, do querubsimo, e também dos seus
mimetizadores histologicos (OLIVEIRA ef al., 2004a; BEHJATI et al., 2013; GOMES et al.,
2020). Os granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares sdo caracterizados por
mutacoes somaticas com ganho de fungdo e mutuamente exclusivas nos genes KRAS, FGFRI
e TRPV4 em 72% dos casos (GOMES et al., 2018), enquanto mutacdes no gene SH3BP2 sao
encontradas em 80-90% dos casos de querubismo (UEKI ez al., 2001; CHRCANOVIC et al.,
2021). No que diz respeito aos outros mimetizadores histologicos, o fibroma ndo-ossificante

apresenta, em 78% dos casos, 0 mesmo espectro de mutacdes KRAS e FGFRI descritas nos
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granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares (BAUMHOER et al., 2019),
demonstrando que as semelhancas microscopicas se estendem as caracteristicas genéticas das
duas lesoes. Por outro lado, os tumores de células gigantes dos ossos longos sao caracterizados
por mutacdes no gene H3-34 em mais de 90% dos casos, as quais estdo ausentes nos
granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares (BEHJATI et al., 2013; GOMES et
al., 2014). Além disso, o condroblastoma ¢ marcado por mutagdes no gene H3-3B (BEHJATI
et al., 2013) e o cisto dsseo aneurismatico por rearranjos génicos envolvendo o gene USP6
(OLIVEIRA et al., 2004a).

Embora as bases genéticas desses tumores ricos em células gigantes do tipo osteoclasto
tenham sido amplamente exploradas, os mecanismos epigenéticos relacionados a patogénese
dos mesmos ainda sdo incertos. A metilacio do DNA ¢ um mecanismo epigenético que
apresenta importante papel no desenvolvimento normal de mamiferos e em doengas, incluindo
o cancer (GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). A metilagdo do DNA consiste na transferéncia
de um grupo metil (CH3) para o quinto carbono de citosinas e ¢ um processo catalisado por
enzimas chamadas DNA metiltransferases (DNMTs) (GREENBERG; BOURC'HIS, 2019).

Nos ultimos anos, a utilizagdo da analise do padrao de metilacdo do DNA com finalidade
diagndstica tem sido bem estabelecida para tumores do sistema nervoso central (CAPPER et
al.,2018). Além disso, abordagens de aprendizado de maquina baseadas em dados de metilagao
de DNA tém sido exploradas como ferramentas para classificagdo de sarcomas (KOELSCHE
etal.,2021; LYSKJAER et al., 2021). A partir dos dados de metilacdo do DNA obtidos com a
utilizagdo de microarrays é possivel ainda extrair dados gendmicos de variagdes no nimero de
copias (CNVs, do inglés Copy-number variations) (DAENEKAS et al., 2024). Em termos
translacionais, o estudo das bases epigenéticas dos tumores ¢ promissor, pois a metilagdo do
DNA ¢ um processo reversivel e que pode ser modificado farmacologicamente (BAYLIN;
JONES, 2016).

Com base no acima exposto, o presente estudo tem como objetivo investigar o perfil de
metilacdo do DNA dos granulomas esporadicos centrais e periféricos de células gigantes e do
querubismo, a fim de elucidar se essas lesdes sdo semelhantes em nivel epigenético e se
agrupam ou se possuem padrdes de metilagdo do DNA distintos. Objetiva-se também investigar
o perfil de metilagdo do DNA de outros tumores ricos em células gigantes, incluindo o fibroma
nao-ossificante, o cisto 6sseo aneurismatico, o tumor de células gigantes dos ossos longos € o
condroblastoma, a fim de comparar e elucidar se eles compartilham similaridades epigenéticas

com os granulomas de células gigantes dos maxilares. Secundariamente, a partir dos dados de
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metilagdo do DNA, objetiva-se investigar CNVs de segmentos cromossOmicos para todas as

amostras acima mencionadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares

Granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares podem ocorrer como lesdes
centrais ou periféricas (JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023a; JORDAN; GOMES; GOMEZ,
2023b). As lesdes periféricas podem também ocorrer em associagdo a implantes dentarios
(CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2019).

Os granulomas centrais de células gigantes sdo lesdes 0sseas destrutivas que, apesar de
benignas, podem apresentar comportamento agressivo e altas taxas de recidiva
(CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018a). As lesdes centrais ocorrem principalmente em
mandibula e acometem mais comumente individuos do sexo feminino entre a segunda e terceira
décadas de vida (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018a). As caracteristicas
imaginolédgicas das lesdes centrais sdo variadas, podendo variar de lesdo radiolticida bem
definida indolente a lesdo radiolucida multilocular, com expansao de cortical, por vezes
perfuragdo de cortical, reabsor¢do radicular e/ou deslocamento de dentes (SCHREUDER et al.,
2021). Dessas caracteristicas, deslocamento de dente e reabsor¢do radicular, bem como o tipo
de tratamento realizado (curetagem), foram associadas a maior risco de recorréncia
(CHRCANOVIC et al., 2019). Um caso de granuloma central de células gigantes ¢ apresentado
na Figura 1.

Os granulomas periféricos de c€lulas gigantes ocorrem em gengiva ou mucosa alveolar,
afetando principalmente a mandibula (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b). Ha
discreta predilecao pelo sexo feminino e os individuos acometidos sdo um pouco mais velhos
do que aqueles com os granulomas centrais (pico de prevaléncia na quinta década de vida,
seguido pela quarta década) (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b). Na Figura 2
observa-se um caso de granuloma periférico de células gigantes. As lesdes periféricas tendem
a ser assintomaticas, mas erosdo do osso subjacente pode ocorrer em 1/3 dos casos e parece

estar relacionado a recorréncia das lesdes (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018b).
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Figura 1 - Granuloma central de células gigantes dos maxilares. (A) Reconstru¢do panoramica da
tomografia computadorizada em que se observa lesdo hipodensa e multilocular em corpo de mandibula
do lado direito, estendendo-se da regido mentual até o segundo molar. (B) Ao exame intra-oral, observa-
se aumento de volume em mandibula do lado direito levando ao apagamento do fundo de vestibulo. (C)
Microscopicamente, observa-se células gigantes multinucleadas em meio a células mononucleares
ovoides e fusiformes dispostas em um estroma fibrovascular (H&E, aumento original 40x).

Fonte: Cortesias dos professores Ricardo Santiago Gomez ¢ Wagner Henriques de Castro

Figura 2 - Granuloma periférico de células gigantes dos maxilares. (A) Lesdo de aspecto tumoral e
coloracdo marrom-avermelhada em gengiva e mucosa alveolar de regido posterior de maxila do lado
direito. Observa-se areas de sangramento e de superficie ulcerada. (B) Microscopicamente, observa-se
células mononucleares de formatos arredondado, ovoide ou fusiforme entremeadas a células gigantes
multinucleadas em um estroma fibrovascular (H&E, aumento original 40x).

Fonte: Cortesias dos professores Ricardo Santiago Gomez e Wagner Henriques de Castro

Em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, foi realizado sequenciamento completo
do exoma (Whole-exome sequencing, WES) e RNA-sequencing (RNA-seq), revelando que os
granulomas de células gigantes dos maxilares se agrupam em pelo menos quatro grupos

molecularmente distintos (GOMES et al., 2018). As assinaturas moleculares incluem grupos
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com muta¢do em KRAS ou FGFRI ou TRPV4 e um quarto grupo seria constituido por lesoes
de genotipo selvagem (wild-type) para estes trés genes (GOMES et al., 2018) (TABELA 1). No
estudo supracitado, mutagdes somaticas, heterozigotas e com ganho de fungdo em KRAS,
FGFRI e TRPV4 foram detectadas em 72% (42/58) dos granulomas de células gigantes dos
maxilares, sendo as mutagoes no TRPV4 exclusivas da variante central (GOMES et al., 2018).
As mutagdes KRAS foram as mais frequentes, encontradas em 41% (24/58) dos casos. Mais
especificamente, as mutagdes hotspot em KRAS englobavam as p.G12D/A, p.G13D, p.A146V,
p.A146P, além de alelos menos comumente afetados, p.V14L, p.L19F, ou p.G10E (GOMES et
al.,2018). Mutagdes no gene FGFRI (p.C381R ou p.N330I) foram encontradas em 14% (8/58)
dos casos (GOMES et al., 2018). O gene TRPV4 apresentou mutagdo (p.M713V ou p.M7131)
em 22% (13/58) das lesdes, exclusivamente nas lesdes centrais (GOMES et al., 2018).

O KRAS é um membro da familia de proto-oncogenes RAS. Ele codifica a proteina
KRAS, uma GTPase, que possui a fun¢do de transmitir sinais extracelulares para cascatas de
transducao de sinais intracelulares (HAIGIS, 2017). O gene TRPV4 codifica o canal polimodal
e permeavel ao calcio TRPV4, o qual faz parte de uma familia de canais receptores de potencial
transitorio, os quais sdo expressos em diferentes tecidos do organismo, exercendo importantes
funcgdes fisioldgicas (NILIUS; VOETS, 2013). O gene FGFRI codifica o receptor
transmembrana do tipo tirosina-quinase FGFR1, ao qual se ligam fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs) que desencadeiam cascata de eventos intracelulares, ativando vias de
sinalizacdo proliferativa (BABINA; TURNER, 2017). Muta¢des em KRAS, FGFRI e TRPV4
convergem para ativacao da via de sinalizagdo mitogen-activated protein kinases/extracellular
signal-regulated kinases (MAPK/ERK) (GOMES et al., 2018).

Histologicamente, o granuloma de células gigantes dos maxilares, seja central ou
periférico, é caracterizado por uma populacao heterogénea de células mononucleares ovoides e
fusiformes, entremeadas por quantidade varidvel de células gigantes multinucleadas
semelhantes a osteoclastos (FLANAGAN; SPEIGHT, 2014; JORDAN; GOMES; GOMEZ,
2023a; JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023b) (FIGURAS 1C e 2B). Essas cé¢lulas encontram-
se em um background fibrovascular, com areas de hemorragia e depositos de hemossiderina
(FLANAGAN; SPEIGHT, 2014; JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023a; JORDAN; GOMES;
GOMEZ, 2023b). Estudos in vitro com células da lesdo e analises por imuno-histoquimica e
hibridizagao in situ demonstraram que células mononucleares “estromais” de formato fusiforme
expressam RANKL (Receptor activator of nuclear factor-kB ligand), importante molécula de
sinalizacdo para a diferenciacdo osteoclastica (ITONAGA et al., 2003; LIU; YU; LI, 2003).

Além disso, células mononucleares ovoides e as células gigantes expressam o receptor de
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RANKL, RANK (Receptor activator of nuclear factor-xB) (L1U; YU; LI, 2003). Tais achados
demonstraram a importancia da sinalizagdo RANKL/RANK na patogénese da lesdo, uma vez
que as células gigantes semelhantes a osteoclastos se formam a partir de seus precursores da
linhagem monocitica/macrofagica circulantes sob influéncia da producdo de RANKL
(ITONAGA et al., 2003).

As células gigantes presentes no granuloma de células gigantes dos maxilares sdo de
natureza reativa e apresentam um perfil apoptotico, enquanto grupos de células mononucleares
parecem corresponder ao componente proliferativo da lesdao (SOUZA; MESQUITA; GOMEZ,
2000; AMARAL et al., 2011). Recentemente, demonstrou-se que as mutacdes caracteristicas
dos granulomas de células gigantes (especificamente KRAS e TRPV4) sdo restritas a populacao
de células mononucleares (MIGUITA et al., 2022). Embora células da linhagem
monocitica/macrofagica e células de origem mesenquimal facam parte desta populacio,
analises em cultura de células e por citometria de fluxo demonstraram que a fragdo de células
que carrega a mutagdo, sobrevive e prolifera em cultura corresponde as células de origem
mesenquimal (MIGUITA et al., 2022). Esses achados sugerem que as células mesenquimais
sejam o componente central proliferativo do granuloma de células gigantes dos maxilares,
enquanto as células de origem monocitica e as células gigantes semelhantes a osteoclastos
representem o componente reativo da lesdo (MIGUITA et al., 2022).

Na ultima edicdo do livro da classificagdo dos tumores de cabega e pescoco da
Organizacao Mundial de Satde (OMS) foram incluidos critérios essenciais e desejaveis para o
diagnostico dessas lesdes (OMS, 2023). Para os granulomas centrais os critérios essenciais sao:
localizagdo em ossos maxilares, clusters de células gigantes osteoclasticas, presenca de
hemorragia e estroma composto por células fusiformes (JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023a).
O critério desejavel ¢ que a lesdo tenha arquitetura lobular (JORDAN; GOMES; GOMEZ,
2023a). Em relacdo aos granulomas periféricos, ¢ essencial localizacdo em gengiva ou crista
alveolar, estroma celular mononuclear, clusters de osteoclastos, hemorragia e que ndo tenham
origem de granuloma central de células gigantes subjacente (JORDAN; GOMES; GOMEZ,
2023b). Como critério desejavel para os granulomas periféricos incluiu-se a exclusdo do
hiperparatireoidismo (JORDAN; GOMES; GOMEZ, 2023b).

Apesar de o tratamento padrdo das lesdes centrais ser curetagem cirtrgica da lesdo,
devido ao comportamento agressivo de parte delas, a utilizacao de drogas como corticosteroides
intralesionais, calcitonina, interferon, e bisfosfonatos ja foi descrita, além do uso de inibidores
de RANKL (denosumab) (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018a; VANDERNIET et al.,

2022). Os granulomas centrais de células gigantes agressivos apresentam menor taxa de
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resposta a terapia conservadora com drogas do que as ndo-agressivas (CHRCANOVIC;
GOMES; GOMEZ, 2018a). Para os granulomas periféricos, excisao cirargica da lesdo seguida
de curetagem ou osteotomia do 0sso subjacente foi sugerida como o tratamento mais adequado,
com efeitos positivos na redugdo de recorréncia (CHRCANOVIC; GOMES; GOMEZ, 2018a).

Apesar de os granulomas de células gigantes dos maxilares ocorrerem mais
frequentemente como lesdes esporadicas Unicas, granulomas multiplos estdo geralmente
associados a condi¢des sindromicas ou endocrinas sistémicas (GOMES et al., 2020;
SCHREUDER et al., 2021). Dentre as sindromes que apresentam granulomas de células
gigantes dos maxilares como componentes destaca-se o querubismo (OMIM #118400), as
RASopatias [sindrome de Noonan (OMIM #163950), neurofibromatose tipo 1
(OMIM#162200), e sindrome cardiofaciocutanea (OMIM#115150)], sindrome de Jaffe—
Campanacci, sindrome oculoectodérmica (OMIM #600268), sindrome de Schimmelpenning
(OMIM #163200), e displasia osteoglofonica (OMIM #166250) (GOMES et al., 2020).
Recentemente, um caso de neurofibromatose tipo I e querubismo concomitantes foi descrito,
com confirmacdo genética de ambas as sindromes realizada por WES e validada por Sanger
(SARANTOU et al., 2024). No hiperparatireoidismo, tumores marrons podem afetar os 0ssos
maxilares (LAJOLO et al., 2020; GUIMARAES et al., 2022). O tumor marrom ¢
histologicamente semelhante aos granulomas de células gigantes dos ossos maxilares e
mutagdes patogénicas no gene KRAS foram descritas em 54% (7/13) desses tumores

(GUIMARAES et al., 2020).
2.2 Querubismo

O querubismo ¢ uma doencga genética autossdmica dominante caracterizada por
aumento de volume simétrico dos maxilares em decorréncia de multiplas lesdes intra-0sseas.
Esta condigao foi primeiramente descrita por Jones (1933) e atualmente h4 aproximadamente
500 casos bem documentados da doenga na literatura cientifica (CHRCANOVIC et al., 2021).
O querubismo ¢ uma doenga rara que se manifesta principalmente na infancia e as lesdes
tendem a regredir apds a puberdade (PAPADAKI et al., 2012; GOMEZ; FLANAGAN, 2023).

Analises imaginoldgicas geralmente revelam lesdes expansivas,
radiolucidas/hipodensas, multiloculares, bem definidas e que podem ou ndo afetar a cortical
Ossea. Agenesia dentdria, malformacgdo de dentes, deslocamento e reabsor¢do de raizes, além
de complicacdes oftalmoldgicas, também podem ser observadas (PAPADAKI et al., 2012;
GOMEZ; FLANAGAN, 2023). Histopatologicamente, as lesdes caracterizam-se por tecido

conjuntivo celularizado com proliferagdo de células mononucleares ovoides e fusiformes e
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quantidade variavel de células gigantes multinucleadas. Eosinofilia perivascular também ¢ por
vezes observada (MENG; YU; YU, 2005; GOMEZ; FLANAGAN, 2023). Os aspectos clinico,
radiografico e microscopico do querubismo podem ser observados nas Figuras 3 e 4. Os
critérios essenciais para diagnostico descritos pela OMS incluem acometimento da regido
posterior dos maxilares, lesdes simétricas bilaterais e presenga de lesdes de células gigantes a
analise microscopica (GOMEZ; FLANAGAN, 2023). O critério desejavel ¢ a detecgdo de
mutacdo germinativa no gene SH3BP2 (GOMEZ; FLANAGAN, 2023).

Em relacao ao tratamento da doenca, como as lesdes do querubismo tendem a regredir
apos a puberdade, a conduta ideal ¢ o acompanhamento do paciente. Entretanto, em razao da
variagdo fenotipica do querubismo, casos mais agressivos podem levar a comprometimentos
funcionais e estéticos, em decorréncia de severa deformidade facial, comprometimento da fala,
da mastigacdo e da degluticao, além de problemas respiratérios e oftalmoldgicos. Nestes casos,
intervengdes cirurgicas ¢ medicamentosas podem ser necessarias (CHRCANOVIC et al,
2021).

Em 80-90% dos individuos afetados pela doenga € possivel identificar mutagdo no gene
SH3BP2 (TABELA 1), sendo que na grande maioria deles a mutacdo ocorre no éxon 9, com
excegdo de uma mutagdo no éxon 4 e uma dele¢@o no éxon 3 previamente publicadas (UEKI et
al., 2001; CHRCANOVIC et al.,, 2021). A doenga ¢ caracterizada por penetrancia incompleta,
uma vez que nem todos os individuos que possuem a mutacao expressam o fenotipo da doenga
e expressividade variavel por apresentar diferentes graus de agressividade entre os individuos
que expressam o fenotipo (LIETMAN et al., 2006). A manifestagdo clinica pode variar desde
lesdes mandibulares simétricas assintomaticas até lesdes que afetam toda a mandibula e maxila,
podendo ainda atingir o processo coronoide € o condilo mandibular, e levar a complicagdes
funcionais e estéticas. Curiosamente, individuos portadores da mesma mutagdo no gene
SH3BP2 podem expressar o fenotipo da doenca em diferentes graus de agressividade e,
portanto, ndo ha correlagdes genotipo-fenotipo claras na doenca (CHRCANOVIC et al., 2021;
LIETMAN et al., 2000).
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Figura 3 - Aspectos clinico-radiograficos do querubismo. (A) Ao exame intra-oral, observa-se aumento
de volume bilateral em mandibula posterior, com expansdo 6ssea na regido de ramo mandibular e com
coloragdo semelhante & da mucosa normal. (B) Na radiografia panoramica, observa-se lesdes
radiolicidas multiloculares multiplas em ramo de mandibula dos lados direito e esquerdo, com
acometimento dos processos coronoides, deslocamento dentario e afinamento da cortical 6ssea.

Fonte: Cortesia do professor Julio César Tanos de Lacerda

Figura 4 - Caracteristicas histopatologicas do querubismo. (A) Histologicamente, observa-se numerosas
células gigantes dispostas aleatoriamente entre células mononucleares ovoides e fusiformes € um estoma
fibrovascular com areas de hemorragia e depdsitos de hemossiderina (H&E, aumento original 20x). (B)
Destaque para areas com depdsitos eosinofilicos perivasculares (H&E, aumento original 40x).

O gene SH3BP2 esta localizado no cromossomo 4p16.3 e codifica a proteina adaptadora
SH3BP2 (Src Homology- 3 Binding Protein- 2) (MANGION et al., 1999; TIZIANI et al., 1999;
UEKI et al., 2001). Embora a sua funcao exata ainda seja desconhecida, estudos in vitro ¢ in
vivo mostraram que a proteina SH3BP2 interage e forma complexos com outras proteinas
citoplasmaticas (BERENDSEN; OLSEN, 2011; REICHENBERGER et al., 2012). Assim, ela
age no controle da sinalizagdo intracelular em vias como SRC, VAV, SYK e ERK,
principalmente em células do sistema imune e em osteoclastos (BERENDSEN; OLSEN, 2011;
REICHENBERGER et al., 2012). Nas lesdes do querubismo, a positividade de numerosas
células mononucleares para RANKL e das células gigantes multinucleadas para CD68, TRAP
e NFATcl sugerem a natureza osteoclastica das células gigantes multinucleadas (DUARTE et

al., 2011; LEE et al., 2008). A proteina SH3BP2 seria entdo mediadora da sinalizagdo
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intracelular que ocorre ap6s a sinalizagdo RANKL, culminando com a ativagdo de NFATcl e,
consequentemente, ativagcdo da osteoclastogénese (LIETMAN; YIN; LEVINE, 2008).

As alteracOes genéticas que levam a doenca nos demais 10-20% dos casos ainda sdo
desconhecidas. Em um trabalho publicado recentemente, foram detectadas mutagdes
homozigoticas com perda de funcdo no gene OGFRLI em duas familias que ndo apresentavam
muta¢do no gene SH3BP2 (KITTAKA et al., 2024). Dois individuos afetados de uma familia
apresentaram mutacao frameshift no exon 1, enquanto muta¢ao no exon 3 levando a formagao
de stop codon prematuro foi detectada em um individuo afetado da outra familia (KITTAKA
et al.,2024). Modelos animais contendo as mutagdes em OGFRLI ndo recapitularam o fenotipo
do querubismo e as fungdes bioldgicas da proteina OGFRL1 ainda ndo sdo bem descritas
(KITTAKA et al., 2024). Portanto, trata-se de resultados preliminares e estudos futuros sao
necessarios para a validagao desses achados e para o conhecimento da real frequéncia de
mutagdes no gene OGFRLI no querubismo.

Estudos que buscam avaliar a regulacdo da expressao génica no querubismo ainda sio
escassos (FAN et al.,2012; GUETTLER et al.,2011; LEVAOT et al., 2011; MUKALI; FUJITA;
MORITA, 2019). Alguns deles focaram na regulacdo da atividade proteica a nivel pos-
traducional e demonstraram in vitro e in vivo que as mutagdes SH3BP2 causadoras do
querubismo impedem o reconhecimento da proteina SH3BP2 pela proteina reguladora
Tanquirase (codificada pelo gene TNKS), uma poli (ADP-ribose) polimerase (GUETTLER et
al., 2011; LEVAOT et al., 2011). A ADP-ribosila¢do da proteina SH3BP2 pela Tanquirase ¢
essencial para que ocorra a ubiquitinagdo de SH3BP2 pela E3-ubiquitin ligase RNF146, e tal
mecanismo culmina com a degradagdo da SH3BP2 no proteassoma (GUETTLER et al., 2011;
LEVAOT et al., 2011). Notavelmente, a degradacao de proteinas mediada por E3-ubiquitin
ligases esta também associada a patogénese de outras doengas humanas causadas por alteragdes
Osseas e imunolodgicas, incluindo condi¢des em que criangas apresentam face dismorfica
(ASANO et al., 2023).

As mutagdes causadoras do querubismo afetam quatro residuos da proteina SH3BP2
(415, 418, 419 e 420) em uma sequéncia de seis aminodcidos (RSPPDG) localizados entre o
dominio SH2 e o sitio de ligagdo SH3 (CHRCANOVIC et al., 2021; UEKI et al., 2001). Tais
residuos fazem parte da regido peptidica onde ocorre o reconhecimento da SH3BP2 pela
Tanquirase e as alteragdes culminam com a nao degradacao da SH3BP2. Assim, o acumulo da
SH3BP2 alterada no citoplasma leva a maior ativacdo de vias de sinalizagdo das quais ela
participa culminando com aumento da osteoclastogénese e da produ¢do de TNF-a por células

inflamatérias (GUETTLER et al., 2011; LEVAOT et al., 2011). Além disso, a utilizacao de
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inibidores de Tanquirase na presenca da proteina SH3BP2 inalterada induziram a
osteoclastogénese e levaram a perda o6ssea in vivo (MUKALI; FUJITA; MORITA, 2019). Ainda
no contexto de doencas inflamatoérias com destrui¢ao ossea, estudos in vivo com modelos
animais de artrite reumatoide mostraram que deficiéncia da proteina SH3BP2 reduz inducao de
artrite e erosdo 6ssea (MUKALI et al. 2015), enquanto aumento nos niveis de SH3BP2 leva a
aumento da perda dssea e osteoclastogénese (MUKALI et al., 2014). Analisados em conjunto,
estes dados sugerem que estudos futuros que explorem inibigdo da SH3BP2 em precursores de
osteoclastos, podem beneficiar ndo apenas pacientes com querubismo, mas também individuos
com outras doengas 0sseas inflamatdrias, incluindo artrite reumatoide.

Estudos in vitro com células derivadas da medula 6ssea de modelos animais de
querubismo mostraram que tais células apresentam defeitos na osteogénese e também formacgao
espontanea de osteoclastos (LIU et al., 2018). Uma analise mais aprofundada avaliou
separadamente alteracdes na expressdo génica global das células hematopoiéticas e
mesenquimais da medula 6ssea por RNA-seq (SHARMA et al., 2020). As células
hematopoiéticas apresentaram upregulation de genes relacionados a diferenciacio osteoclastica
e reabsorcdo Ossea, enquanto as células mesenquimais mostraram downregulation de genes
relacionados a osteogénese, e alteragdes na expressdo de genes favorecendo a formacdo de
osteoclastos e contribuindo para a fibrose. Ambas as populacdes celulares apresentaram
alteracdes na expressdo de genes relacionados a ocorréncia de eventos inflamatdrios
(SHARMA et al., 2020). Estes achados adicionam evidéncias a teoria de que processos
relacionados a osteoclastogénese, repressao da osteogénese, inflamacgdo, bem como interagdes
entre as células hematopoiéticas e mesenquimais, exercem papel na patogénese do querubismo
(SHARMA et al., 2020).

A regido promotora do gene SH3BP2 humano foi caracterizada e a detec¢do de um sitio
de ligacdo da proteina PARP1, outra poli (ADP-ribose) polimerase, nesta regido abre caminho
para novas investigagdes acerca da regulagdo da expressao génica do SH3BP2 em nivel pré-
transcricional (FAN et al., 2012). Além disso, a regido promotora/reguladora do gene SH3BP2
ndo apresenta TATA box e possui multiplos sitios iniciadores de transcrigdo. Tais sitios sdo
permeados por sequéncias ricas em C/G (81%) e contém mais de 42 ilhas CpG, que por

defini¢do sao alvos de regulagdo génica por metilagdo do DNA (FAN et al., 2012).
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2.3 Mimetizadores histologicos dos granulomas de células gigantes dos maxilares e

querubismo utilizadas para comparacao no presente estudo
2.3.1 Fibroma ndo-ossificante

O fibroma nao-ossificante ¢ um tumor benigno autolimitante que, na grande maioria dos
casos, ocorre na metafise dos ossos longos dos membros inferiores de individuos jovens, com
pico de incidéncia na segunda década de vida (WHO, 2020). Geralmente o fibroma nao-
ossificante ¢ assintomatico e identificado “acidentalmente” em exames de rotina (WHO, 2020).
Esse tumor pode sofrer regressao e resolu¢do espontineas (BAUMHOER et al., 2019; WHO,
2020). Multiplos fibromas nao-ossificantes podem ocorrer esporadicamente ou em associagao
a sindromes como neurofibromatose tipo 1, sindrome de Jaffe-Campanacci e sindrome
oculoectodérmica (BAUMHOER et al., 2019).

Histopatologicamente, o fibroma nao-ossificante ¢ caracterizado por células fusiformes
arranjadas em padrdo estoriforme, células gigantes semelhantes a osteoclastos, colegdes de
macrofagos espumosos e depdsitos de hemossiderina (BAUMHOER et al., 2019; WHO, 2020).
Eventualmente pode-se observar formagdo de osteoide reativo, alteragdes cisticas e focos de
necrose em caso de fratura 6ssea (WHO, 2020).

Analises por WES e painéis de NGS revelaram mutagdes mutuamente exclusivas nos
genes KRAS, FGFRI e NFI (TABELA 1) em 81% (48/59) dos fibromas ndo-ossificantes, genes
estes relacionados a via de sinalizagdo MAPK/ERK (BAUMHOER et al., 2019). Mutacdes
KRAS somaticas foram detectadas em 64.4% (38/59) dos casos, sendo as mutacdes hotspot
p.G12A/D/V e p.GI3D responsaveis por 62% das mutagdes KRAS. Outras variantes
encontradas em KRAS foram p.K117N (20%), p.A146P/T/V (10%), p.Q61R/L (5%) e p.A11Q
(2.5%) (BAUMHOER et al., 2019). Utilizando hibridizacdo in sifu, os autores demonstraram
que nesta lesdo as mutagdes também estdo em células mononucleares da lesdo e sdo ausentes
nas células gigantes semelhantes a osteoclastos (BAUMHOER et al., 2019). Mutagdes
somaticas no gene FGFRI foram detectadas em 14% (8/59) dos tumores, sendo p.N330I em 7
casos ¢ p.C381R em 1 caso (BAUMHOER et al., 2019). Os autores do estudo supracitado
sugeriram que a ativagao da via MAPK/ERK nesse tumor seja transiente ou nao seja suficiente
para promover o seu crescimento ao longo do tempo, o que explicaria a sua regressdo e
resolugdo espontanea (BAUMHOER et al., 2019).

Recentemente, foi demonstrado que diferentemente do granuloma de células gigantes
dos maxilares, do tumor de células gigantes dos ossos longos, do condroblastoma e do cisto

0sseo aneurismatico, o fibroma nao-ossificante apresenta expressao do receptor de estrogeno o
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(ERa) em uma parte das células mononucleares da lesao (CLEVEN et al., 2022). Esses achados
corroboram a hipdtese de que a regulagdo enddcrina via estrogénio/ERa durante a puberdade
esteja envolvida na regressao espontanea do fibroma nao-ossificante, regressao esta que nao
ocorre nos tumores que apresentaram auséncia da expressao de ERa (CLEVEN et al., 2022).
Fibromas nao-ossificantes sdo raramente descritos nos ossos maxilares, onde sdo mais
frequentemente denominados defeito cortical fibroso ou defeito metafisario fibroso, afetando
principalmente a regido posterior de mandibula (corpo/ramo/angulo/condilo)
(ABDELSAYED; SHARMA; FERGUSON, 2010; CHRCANOVIC et al., 2011). A patogénese
molecular do defeito cortical fibroso dos ossos maxilares ainda nao foi explorada e elucidada.
Ao longo do presente estudo, o termo “fibroma nao-ossificante” foi utilizado para se referir a

fibromas nao-ossificantes em localizagdo extra-gnatica.
2.3.2 Cisto osseo aneurismdtico

O cisto 6sseo aneurismatico ¢ uma neoplasia benigna osteolitica, caracterizada pela
presenca de espagos cisticos multiloculados preenchidos por sangue (WHO, 2020). Esse tumor
acomete principalmente individuos na primeira e segunda décadas de vida (WHO, 2020) e,
geralmente, apresentam-se como lesdes radiolucidas que levam a expansdo da cortical dssea
(FLANAGAN; SPEIGHT, 2014). Qualquer osso pode ser afetado, mas a maioria dos casos
afeta a metafise dos ossos longos e as vértebras (WHO, 2020). Raramente, cistos 0sseos
aneurismaticos também podem ocorrer nos ossos maxilares, com predile¢ao pela mandibula
(MOTAMEDI et al., 2008).

Microscopicamente, o cisto Osseo aneurismatico ¢ geralmente bem circunscrito e
apresenta espacgos cisticos repletos de hemadcias e separados por septos de tecido conjuntivo
fibroso celularizado (WHO, 2020). Os septos fibrosos sdao compostos por células
mononucleares fusiformes em meio a células gigantes multinucleadas semelhantes a
osteoclastos, as quais podem por vezes projetar para os espagos cisticos, hemorragia e depositos
de hemossiderina (FLANAGAN; SPEIGHT, 2014; WHO, 2020). Por vezes, observa-se
deposito osteoide basofilico reativo, denominado blue bone, circundado por osteoblastos
(WHO, 2020). H4 também o subtipo solido do cisto dsseo aneurismatico, com as mesmas
caracteristicas microscopicas, mas com crescimento sélido proeminente e formacdes cisticas
minimas (WHO, 2020).

Areas semelhantes a cistos 0sseos aneurisméticos podem ocorrer em associagdo a outros
tumores 6sseos benignos e malignos que passaram por alteracao cistica hemorragica, dentre

eles tumor de células gigantes dos ossos longos, osteoblastoma, condroblastoma, lesdes fibro-
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Osseoas e alguns sarcomas (WHO, 2020). Tal fato levou a criagdo no passado do termo “cisto
0sseo aneurismatico secundario” para descrever estes casos, entretanto, o termo ndo ¢
considerado adequado atualmente (LEE; HUANG, 2020; WHO, 2020).

O cisto 0sseo aneurismatico ¢ caracterizado por rearranjos cromossdmicos heterogéneos
afetando o locus 17p13, os quais tem como consequéncia a formacdo de genes de fusdo
envolvendo o gene USP6 em aproximadamente 70% (42/60) dos casos (OLIVEIRA et al.,
2004a; OLIVEIRA et al.,, 2004b) (TABELA 1). A translocacdo mais comum ¢
t(16;17)(q22;p13), levando ao recorrente gene de fusdo CDH11::USP6 em aproximadamente
30% dos casos de cisto 6sseo aneurismatico (OLIVEIRA et al., 2004a; OLIVEIRA et al.,
2004b). Tal fusao leva a justaposicdo das regides codificadoras do gene USP6 a regido
promotora do gene CDHI1 (OLIVEIRA et al., 2004a; OLIVEIRA et al., 2004b). Os rearranjos
do gene USP6 foram restritos as células fusiformes dos cistos O6sseos aneurismaticos, estando
ausentes nas células gigantes multinucleadas (OLIVEIRA et al., 2004b). Além disso, os
rearranjos de USP6 ndo foram detectados em outros tumores contendo areas semelhantes a
cistos 0sseos aneurismaticos (OLIVEIRA et al., 2004b).

Posteriormente, andlises citogenéticas em combinag¢do com hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (do inglés fluorescence in situ hybridization, FISH) revelaram outros parceiros
de fusdo 5’ decorrentes de variados rearranjos cromossdmicos em um caso cada, tais como
THRAP3 (previamente nomeado TRAPI150), CNBP (previamente nomeado ZNF9), OMD ¢
COLIA1 (OLIVEIRA et al., 2005). Numerosos genes parceiros de fusdo do USP6 foram
também recentemente descritos em estudos baseados em NGS, como PAFAHIBI, RUNX2,
SPARC, CTNNBI, SEC31A, EIF1, FOSL2, STAT3 e USP9X (GUSEVA et al., 2017
WARREN; XU; LI, 2017; SEKORANIJA et al., 2018; BLACKBURN et al., 2019). Na
formacdo dos genes de fusdo, as regides codificantes do oncogene USP6 sdo justapostas a
regido promotora de cada um dos genes de fusdo parceiros, levando a superexpressao de USP6

(OLIVEIRA et al., 2005).
2.3.3 Tumor de células gigantes dos ossos longos

O tumor de células gigantes dos ossos longos ¢ uma neoplasia osteolitica de
comportamento agressivo e alto indice de recorréncia (WHO, 2020). H4 um pequeno
subconjunto de casos (<10%) que apresenta comportamento maligno e raramente pode ocorrer
metastase nos pulmdes (WHO, 2020). Os tumores de células gigantes dos ossos longos

tipicamente afetam as extremidades dos ossos longos, como fémur, tibia, radio e tmero (WHO,
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2020). Individuos entre as terceira e quinta décadas de vida s3o mais comumente afetados ¢ ha
discreta predilecdo pelo sexo feminino (WHO, 2020).

A analise microscopica do tumor de células gigantes dos ossos longos revela lesao
altamente celular, com numerosas células gigantes semelhantes a osteoclastos em meio a uma
populagdo heterogénea de células mononucleares, hemorragia, depositos de hemossiderina e
eventuais macrofagos espumosos e areas de necrose (WHO, 2020). As células mononucleares
apresentam morfologia variada, incluindo células arredondadas, ovaladas e fusiformes, estando
as ultimas em associagdo a uma matriz fibrosa (WHO, 2020). Estudos sugerem que a populagao
heterogénea de células mononucleares seja composta por células “estromais” de origem
mesenquimal (células progenitoras semelhantes a fibroblastos, a miofibroblastos e a
osteoblastos) e precursores de osteoclastos (JOYNER et al., 1992; BEHJATI et al., 2013;
KHAZAEI et al., 2020). Areas semelhantes a cisto 6sseo aneurismatico podem estar presentes
(WHO, 2020). Alguns tumores de células gigantes dos ossos longos podem exibir células
mononucleares dispersas com pleomorfismo nuclear e nucleo hipercroméatico, mas por serem
escassas e dispersas ndo sao sugestivas de malignidade (WHO, 2020). Caso sejam observadas
figuras de mitose atipicas, deve-se suspeitar de um tumor de células gigantes maligno (WHO,
2020). Essas caracteristicas podem dificultar o diagnostico histopatologico preciso da lesdo.

Em 2013, um estudo pioneiro revelou que 92% (49/53) dos casos de tumor de células
gigantes dos ossos longos apresentam mutacdo no gene H3-34 (BEHJATI et al., 2013)
(TABELA 1). Posteriormente, os mesmos autores confirmaram a alta frequéncia das mutacgoes
H3-34 nesses tumores, detectadas em 96% (85/89) dos casos (PRESNEAU et al., 2015). A
mutacdo p.G34W ¢ a mais frequente, descrita em 98% (131/134) dos casos com mutagao H3-
34 (BEHJATI et al., 2013; PRESNEAU et al., 2015). Outras variantes menos frequentes
afetando a glicina 34 foram também descritas, como p.G34L, p.G34R, p.G34M e p.G34V
(BEHJATI et al.,2013; PRESNEAU et al., 2015; CLEVEN et al., 2015; OGURA et al., 2017).
Os autores demonstraram que as mutagdes estdo presentes apenas em uma parcela das células
mononucleares “estromais” e ausentes nas células gigantes semelhantes a osteoclasto e seus
precursores, sugerindo serem as primeiras o componente neoplésico da lesdo (BEHJATI et al.,
2013).

Um estudo recente sugeriu que mutacdo na glicina 34 (especialmente p.G34W)
desencadeia reducdo da metilacao da lisina 36 (H3.3K36me3), com consequente alteracao da
metilagdo repressiva da lisina 27 (H3K27me3), levando a redistribuicdo de outros marcadores
de cromatina e transcri¢do génica alterada (KHAZAEI et al., 2020). Essas alteragdes

dificultariam a diferenciagdo das células progenitoras mesenquimais neoplasicas presentes no
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tumor de células gigantes dos ossos longos, com importante papel na patogénese do tumor
(KHAZAEI et al., 2020). Em resumo, a partir dos resultados, os autores sugeriram que a
mutacdo H3-34 p.G34W leva a formacao do tumor por sustentar um estado transformado em
algumas células “estromais” neoplasicas (progenitores semelhantes a osteoblastos), que
promovem o crescimento neoplésico e o recrutamento e ativagao de precursores de osteoclastos

e células gigantes semelhantes a osteoclastos (KHAZAEI et al., 2020).
2.3.4 Condroblastoma

O condroblastoma ¢ um tumor composto principalmente por células condroblésticas e
matriz cartilaginosa eosinofilica (WHO, 2020). Apesar de localmente destrutivo e passivel de
recorréncia, ¢ considerado um tumor benigno e que raramente metastatiza (WHO, 2020). O
tumor acomete principalmente a regido epifisaria (subcondral) dos ossos longos, em especial
do fémur (WHO, 2020). Raramente condroblastomas podem ser encontrados nos ossos da
regido craniofacial, com o osso temporal sendo o mais afetado (FLANAGAN; SPEIGHT, 2014;
WHO, 2020). Ha relatos deste tumor em articulacdo temporomandibular (BUI et al., 2009).
Condroblastomas acometem principalmente individuos jovens entre a segunda e inicio da
terceira décadas de vida, predominantemente individuos do sexo masculino (WHO, 2020).

Microscopicamente, o condroblastoma ¢ bifasico, apresentando areas com células
condroblasticas e matriz cartilaginosa e areas ricas em células gigantes multinucleadas
semelhantes a osteoclastos entremeadas a células mononucleares (FLANAGAN; SPEIGHT,
2014; WHO, 2020). Calcificacao pericelular lembrando aspecto de renda ou arame ¢ uma
caracteristica reconhecida do tumor, que pode auxiliar no diagnoéstico (FLANAGAN;
SPEIGHT, 2014; WHO, 2020). Areas semelhantes a cisto 6sseo aneurismatico podem ser
observadas (WHO, 2020).

Os mesmos estudos mencionados anteriormente conduzido por Behjati e colaboradores
(2013) e Presneau e colaboradores (2015) revelaram que 95% (80/84) dos casos de
condroblastoma apresentam a mutacdo p.K36M, sendo a grande maioria no gene H3-3B,
correspondendo a 87,5% (70/80) dos casos com a mutacao (BEHJATI ez al., 2013; PRESNEAU
et al., 2015) (TABELA 1). O demais 12,5% (10/80) apresentavam a mutagdo no gene H3-34
(BEHJATI et al., 2013; PRESNEAU et al., 2015). Os genes H3-34 ¢ H3-3B possuem
sequéncias de DNA diferentes nos éxons e introns, mas codificam a proteina H3.3 com
sequéncias de aminoacidos idénticas (SZENKER; RAY-GALLET; ALMOUZNI, 2011). De

forma semelhante ao tumor de células gigantes dos ossos longos, as mutacdes foram restritas a
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populacdo celular “estromal” dos condroblastomas, ndo sendo detectadas nas células gigantes
semelhantes a osteoclastos ou seus precursores (BEHJATI et al., 2013).

Posteriormente, foi demonstrado que a mutagdo p.K36M desencadeia uma redugdo
global da metilagdo da lisina 36 na histona H3.3 em condroblastomas humanos e em
condrécitos com a mutacdo (FANG et al., 2016). A redugdo ocorre devido a inibi¢do de
proteinas metiltransferases especificas pela proteina H3.3 alterada em decorréncia da mutagao
(FANG et al., 2016). Portanto, a reprogramacao do cenario de metilacdo da H3K36 causada
pela mutagdo p.K36M pode contribuir para a tumorigénese, em parte por alterar a expressao de
genes associados a processos neoplasicos (FANG et al., 2016).

A Tabela 1 sumariza as principais caracteristicas genéticas ja descritas na literatura para
cada uma das entidades patologicas analisadas no presente estudo, incluindo as lesdes dos

maxilares e os mimetizadores histoldgicos.

Tabela 1- Mutacgdes genéticas descritas nas lesdes ricas em células gigantes incluidas no estudo

Lesao rica em células gigantes Genes mutados Referéncias
Granuloma central de células gigantes KRAS, FGFRI, TRPV4 GOMES et al., 2018
Granuloma periférico de células gigantes KRAS, FGFRI GOMES et al., 2018
Querubismo SH3BP2, OGFRLI* UEKI et al., 2001;
KITTAKA et al., 2024
Fibroma néo-ossificante KRAS, FGFRI, NFI** BAUMHOER et al., 2019
Cisto dsseo aneurismatico Rearranjos do USP6 OLIVEIRA et al., 2004a
Tumor de células gigantes dos ossos longos ~ H3-34 BEHJATI et al., 2013
Condroblastoma H3-3B BEHJATI et al., 2013

*Mutagdes OGFRLI foram descritas recentemente no querubismo (KITTAKA et al., 2024), sendo
resultados preliminares que necessitam de validagdo em estudos futuros.

**Mutacdes NF'1 foram detectadas em fibroma nao-ossificante de dois individuos diagnosticados com
neurofibromatose tipo | (BAUMHOER et al., 2019).

2.4 Epigenética e metilagdo do DNA

A epigenética abrange modificagdes hereditarias que ocorrem na atividade e func¢do dos
genes e, consequentemente, no estabelecimento do fendtipo, mas que nao se originam de
alteragdes na sequéncia do DNA propriamente dita (MOORE; LE; FAN, 2013). De forma geral,
0s mecanismos epigenéticos sdo responsaveis pela diversificagdo da expressdo génica entre
diferentes células e tecidos de um organismo (MOORE; LE; FAN, 2013). Os principais e mais

estudados mecanismos epigenéticos sao metilacdo do DNA, modificagdes das histonas e a¢ao
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de RNAs nao-codificantes (NEBBIOSO et al., 2018). A metilacdo do DNA e a modificacao de
histonas, mecanismos mais amplamente discutidos no presente estudo, estdo ilustrados na
Figura 5. Estes sdo importantes mecanismos na embriogénese, diferenciacdo celular e expressao
génica, ¢ a perda do controle epigenético apropriado resulta no desenvolvimento de condi¢des
patologicas, que vao desde sindromes de malformacao a diversos tipos de cancer (IZUMI, 2016;
NEBBIOSO et al., 2018).

A metilagdo do DNA ¢ um mecanismo epigenético que envolve modificacdo quimica
direta no DNA, consistindo na transferéncia de um grupo metil da S-adenosilmetionina para o
carbono numero 5 de citosinas, formando 5-metilcitosinas (MOORE; LE; FAN, 2013;
GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). Isso ocorre na grande maioria das vezes em citosinas que
precedem nucleotideos de guanina, nos conhecidos como sitios CpG (MOORE; LE; FAN,
2013). O processo de metilagdo do DNA ¢ catalisado por uma familia de enzimas chamadas
DNMTs, que sdo consideradas os writers da metilagdo do DNA (MOORE; LE; FAN, 2013;
GREENBERG; BOURCHIS, 2019) (FIGURA 5). As DNMT3A e DNMT3B sao conhecidas
como de novo DNMTs, por serem capazes de incorporar novos padrdes de metilagdo em regides
do DNA previamente ndo-metiladas (MOORE; LE; FAN, 2013). Por outro lado, a DNMT1 age
durante a replicacdo do DNA, copiando para a fita de DNA recém-sintetizada o padrao de
metilagdo do DNA ja existente na fita molde (GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). Por este
motivo, a DNMT1 ¢ considerada uma enzima de manutencgdo do padrao de metilagio do DNA
durante a replicagdo (MOORE; LE; FAN, 2013; GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). Ha ainda
a DNMT3L, que ndo possui o dominio catalitico, mas interage e estimula a atividade das
metiltransferases DNMT3A e DNMT3B, especialmente na linhagem germinativa
(GREENBERG; BOURC'HIS, 2019).
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Figura 5 - Mecanismos epigenéticos de metilagio do DNA e modificacdo de histonas. Mecanismos
epigenéticos modificam a expressdo de genes sem que haja modificagdes na sequéncia do DNA
propriamente dita. As proteinas histonas, ao redor das quais a molécula de DNA se enovela, possuem
caudas que sfo passiveis de modificacdes quimicas, como acetilacdo, metilagdo, fosforilagdo,
ubiquitinagdo, dentre outras. Tais modificacdes das histonas, a depender do residuo afetado e do seu
padrdo de deposi¢do, sdo importantes para o estabelecimento do estado ativado (eucromatina) ou
reprimido (heterocromatina) da cromatina e, consequentemente, da expressdo génica. Na metilagdo do
DNA, a incorporagdo de um grupo metil nas citosinas presentes nos sitios CpG por acdo das DNA
metiltransferases (DNMTs), de forma geral, desencadeia processos que culminam com a compactagdo
da cromatina, dificultando o acesso dos fatores de transcri¢do e causando repressdo da transcrigdao
génica.

Fonte: Producao do proprio autor

Assim como existem os writers da metilacdo do DNA, ou seja, enzimas que catalisam
a adicao do grupo metil nas citocinas, existem também proteinas nomeadas como readers e
erasers da metilagdo do DNA (MOORE; LE; FAN, 2013; GREENBERG; BOURC'HIS, 2019).
Os readers reconhecem a metilacdo e se ligam ao grupo metil, desencadeando processos que
influenciam a expressdo génica, enquanto os erasers modificam e removem o grupo metil
(MOORE; LE; FAN, 2013). A desmetilagdao ativa do DNA envolve principalmente erasers
como as enzimas TET (uma familia de metilcitosina dioxigenases) que levam a modificagdes
quimicas da 5-metilcitosina, gerando 5-hidroximetilcitosina e culminando com a desmetilagao
do DNA (MOORE; LE; FAN, 2013; GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). Dentre os readers,
destacam-se as proteinas MBD, por exemplo a MeCP2, as quais contém um dominio de ligagao

metil-CpG (MOORE; LE; FAN, 2013; GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). A MeCP2 age
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reconhecendo a metilacao e recrutando histona desacetilases e histona metiltransferases para
manter o estado repressivo da cromatina (MOORE; LE; FAN, 2013).

Em média, cerca de 70-80% dos sitios CpG ao longo do genoma dos tecidos somaticos
dos mamiferos sdo metilados (LI; ZHANG, 2014). Entretanto, ilhas CpG, que sdo regides com
~1 kb de extensdo ricas em CpG, muitas vezes associadas a promotores de genes, sdo
frequentemente nao-metiladas (LI; ZHANG, 2014). Fisiologicamente, a metilagdo do DNA
desempenha papéis importantes na repressdao da transcrigdo (GREENBERG; BOURC'HIS,
2019). Este controle da expressao génica se da por recrutamento de proteinas envolvidas na
repressao génica, formacdo de heterocromatina e inibi¢ao da ligagao dos fatores de transcrigao
aos seus alvos no DNA (MOORE; LE; FAN, 2013; GREENBERG; BOURCHIS, 2019).
Portanto, embora as ilhas CpG sejam raramente metiladas, a sua metilacdo pode resultar em
silenciamento da expressao génica (MOORE; LE; FAN, 2013).

A metilacdo do DNA ¢ crucial para o desenvolvimento embrionario de mamiferos
(GREENBERG; BOURCHIS, 2019). Alteragdes severas do desenvolvimento ¢ letalidade
embrionaria precoce ocorrem em ratos com deficiéncia nos mecanismos de metilagdo do DNA
(LI; BESTOR; JAENISCH, 1992). Fung¢des importantes da metilagdo do DNA incluem, além
da regulacao da expressdo génica tecido-especifica, a inativagao do cromossomo X, imprinting
gendmico, repressdo de genes especificos da linhagem germinativa, silenciamento de
retrotransposons e também papéis contraintuitivos na ativacao de alguns genes e na associagao
com corpos de genes transcritos ativamente (GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). Além disso,
a desregulacdo da metilacdo do DNA atua no estabelecimento do fenotipo de diferentes tipos
de cancer, em agdo conjunta com alteragdes genéticas (BAYLIN; JONES, 2016).

Existe cross-talk entre a metilagdo do DNA e a modificacdo em histonas (MOORE; LE;
FAN, 2013). Nos eucariotos, a molécula do DNA gendmico encontra-se enovelada a pequenas
proteinas basicas chamadas histonas (SZENKER; RAY-GALLET; ALMOUZNI, 2011). Um
octamero de histonas (composto por duas unidades de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e
H4) envolvido por aproximadamente 150 pares de base do DNA forma a unidade basica da
cromatina, o nucleossomo (SZENKER; RAY-GALLET; ALMOUZNI, 2011) (FIGURA 5). As
histonas podem sofrer modificagdes quimicas em residuos especificos das suas caudas N-
terminais, incluindo principalmente acetilagdo e metilagdo, mas também ubiquitinacao,
fosforilagdo, sumoilagao e ADP-ribosilagdo, as quais influenciam a conformacao da cromatina
e a expressdo génica (PORTELA; ESTELLER, 2010; MOORE; LE; FAN, 2013) (FIGURA 5).
De forma geral, a acetilagcdo das histonas favorece um estado de eucromatina e, portanto, de

transcri¢ao ativa (KIMURA, 2013). J4 a metilagdo das histonas, favorece um estado de ativagao
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ou repressdo da transcricdo dependendo do residuo especifico metilado ¢ do padrio da
metilagdo, ou seja, se houve mono-metilagdo (mel), bi-metilagdo (me2) ou tri-metilagao (me3)
do residuo (KIMURA, 2013; JAMBHEKAR; DHALL, SHI, 2019).

As DNTMs interagem diretamente com as enzimas modificadoras de histonas, como
histona desacetilases e histona metiltransferases, para manter um estado repressivo da
cromatina (MOORE; LE; FAN, 2013). Por exemplo, DNMT1 ¢ DNMT3B podem se ligar a
histona desacetilases, estimulando a desacetilagdo das histonas e, portanto, tornando a
cromatina mais condensada e restringindo o acesso dos fatores de transcricdo (ROBERTSON;
WOLFFE, 2000; MOORE; LE; FAN, 2013). Além disso, proteinas com dominio de ligacao ao
metil, como MeCP2 também podem recrutar histona desacetilases ou histona metiltranferases
(MOORE; LE; FAN, 2013). As modificacdes em histonas também podem influenciar os
padrdes de metilagdo (MOORE; LE; FAN, 2013). Diferentes padrdes de metilagao das histonas,
ativadores ou inibidores da transcricdo, podem impedir ou estimular a ligacdo e atuagdo das
DNMTs (MOORE; LE; FAN, 2013). Existem ainda algumas evidéncias de que niveis elevados
de acetilacdo de histonas possam desencadear desmetilacdo do DNA (revisado por MOORE;
LE; FAN, 2013). Portanto, metilagdo do DNA e modificacdo em histonas agem em conjunto
para regular a transcri¢do e expressao génicas.

Os avancos nas técnicas de analise da metilagdo do DNA que ocorreram nas ultimas
décadas permitiram a expansdo do conhecimento acerca dos principios basicos ¢ do papel
fisiologico e patologico da metilagdo do DNA (LI; TOLLEFSBOL, 2021). As técnicas
existentes variam desde a andlise da metilacdo das citosinas em locus especifico até a anélise
do metiloma, possibilitado a investigagcdo do estado de metilacao global dos sitios CpG em todo
0 genoma com boa profundidade e resolugcdo de um par de bases (LI; TOLLEFSBOL, 2021).
Os avangos dos microarrays para analise de metilacdo do DNA tém oferecido uma alternativa
vantajosa, considerada user-friendly, com bom custo-beneficio e laboriosidade razoavel, para
o mapeamento da metilacio do DNA em escala gendmica (LI; TOLLEFSBOL, 2021). As
plataformas Illumina DNA BeadChip utilizam desta tecnologia de microarrays e vem sofrendo
avancos ao longo dos anos com o objetivo de abranger cada vez mais sitios CpG ao longo do
genoma (LI; TOLLEFSBOL, 2021). A primeira tecnologia foi o The GoldenGate assay, capaz
de interrogar aproximadamente 1.536 sitios CpG, passando pelos sistemas /llumina Infinium
HumanMethylation27 BeadChip e Infinium HumanMethylation450 BeadChip, que abrangem
aproximadamente 27.000 e 450.000 sitios CpG, e chegando & quarta geragdo, Infinium
MethylationEPIC BeadChip, a qual interroga aproximadamente 850.000 sitios CpG ao longo
do genoma (MORAN; ARRIBAS; ESTELLER, 2016; LI, TOLLEFSBOL, 2021).
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Recentemente, a Illumina langou a versdo atualizada do sistema EPIC, o Infinium
MethylationEPIC v2.0 BeadChip, que amplia ainda mais a cobertura, permitindo a analise de
mais de 935.000 sitios CpG no genoma (KAUR et al., 2023).

Os mais de 850.000 sitios CpGs cobertos pela Platatorma lllumina Methylation EPIC
BeadChip incluem mais de 90% dos sitios CpGs interrogados pela Infinium
HumanMethylation450 BeadChip mais aproximadamente 400.000 CpGs extras, melhorando
consideravelmente a cobertura de regides funcionais regulatorias do genoma como enhancers
e promotores (PIDSLEY et al., 2016). As sondas EPIC estdo principalmente localizadas nos
promotores (54%), seguidas pelos corpos dos genes (30%) e entdo pelas regides intergénicas
(16%) (PIDSLEY et al., 2016). Além de representar um avango consideravel das técnicas de
analise de metilacdo do DNA, a plataforma //lumina Methylation EPIC BeadChip demonstra
alta correlagdo com dados de Whole-genome bisulphite sequencing (WGBS), técnica
atualmente considerada o padrdo ouro para mensuragdo da metilagdo do DNA (PIDSLEY et
al., 2016). Portanto, EPIC BeadChip foi um avanco e aquisi¢do importante, uma vez que o
método WGBS ¢ de alto custo e exige altos niveis de expertise técnica para gerar e processar
dados (PIDSLEY et al., 2016), fazendo com que, apesar de ser o padrdo ouro, o WGBS nem
sempre seja 0 método mais viavel.

Para a andlise da metilagdo do DNA por meio do sistema ///lumina Methylation EPIC
BeadChip, preconiza-se a conversdao do DNA por bissulfito. Nesta etapa, as citosinas metiladas
permanecem inalteradas enquanto as citosinas ndo-metiladas sdo convertidas em uracilas (que
seguindo as etapas de amplificacdo subsequentes tornam-se timinas). O sistema EPIC conta
com dois tipos diferentes de design de sondas presentes no chip para a detec¢do do estado de
metilacdo dos sitios CpG (PIDSLEY et al., 2016). As sondas do tipo I possuem sequéncias
distintas para cada CpG, sendo uma sequéncia para CpGs metilados e outra para CpGs nao-
metilados. Ja as sondas do tipo II utilizam uma tUnica sequéncia para cada CpG (PIDSLEY et
al., 2016). As sequéncias das sondas do tipo I sdo desenhadas para hibridizar ao DNA
convertido por bissulfito do 16cus metilado e ndo-metilado. Na sonda em que a hibridizagao
acontece, ocorre extensdo de uma base, com a incorporacdo de um nucleotideo terminador de
cadeia e marcado com fluorescéncia, fornecendo informacgao do estado de metilagao daquele
locus. A segunda sonda nao hibridiza adequadamente, ocorrendo inibicdo da extensdo. Ja as
sondas do tipo II sdo desenhadas para hibridizar ao DNA convertido por bissulfito até a base
imediatamente anterior ao 16cus de metilagdo. A hibridiza¢do do fragmento permite a extensao
de uma unica base, sendo que o tipo de nucleotideo incorporado (adenina complementar a

timina ou guanina complementar a citosina) indicard o estado de metilacdo do sitio CpG
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(PIDSLEY et al., 2016). Os sinais de intensidade de fluorescéncia gerados nas sondas presentes
no chip sdo utilizados para as andlises bioinformaticas subsequentes.

A tecnologia lllumina Methylation EPIC BeadChip tem entdo sido utilizada em estudos
recentes que tém explorado a anélise do padrao de metilagdo do DNA com objetivos voltados
para diagnostico e pesquisa (CAPPER et al., 2018; KOELSCHE et al., 2021; LYSKJAER et
al., 2021; JURMEISTER et al., 2022a; JURMEISTER et al., 2022b). A analise da metilagao
global do DNA com finalidade diagndstica ja € bem estabelecida para tumores do sistema
nervoso central, incluindo tumores pediatricos (CAPPER et al., 2018), e tem se mostrado eficaz
na classificacao de sarcomas 6sseos ¢ de tecidos moles (KOELSCHE et al., 2021; LYSKJAER
et al., 2021). Recentemente, foi também publicado o classificador de tumores nasossinusais,
com foco em carcinomas indiferenciados da regido (JURMEISTER et al., 2022b). Além disso,
a investigacao dos padrdes globais de metilagdo do DNA tem sido explorada para pesquisa em
diferentes contextos, incluindo lesdes neopldsicas e nao-neoplasicas, colaborando para o
entendimento da patogénese dessas lesdes (DOS REIS et al., 2017; BERTERO et al., 2021;
JABARI et al., 2022; JURMEISTER et al., 2022a). A partir dos dados obtidos do microarray
de metilagdo do DNA [lllumina Methylation EPIC BeadChip ¢ também possivel extrair dados
genodmicos de CNVs de segmentos cromossomicos, sem a necessidade de realizar um ensaio
genomico adicional (DAENEKAS et al., 2024). Para inferir CNVs a partir do microarray de
metilagdo do DNA, algoritmos especificos utilizam a soma dos valores de intensidade dos sinais
nao metilados e metilados como indicativo do estado do numero de copias de um dado 16cus,
seguido por uma série de etapas de normalizacdo e processamento (DAENEKAS et al., 2024).
Esta abordagem tem sido amplamente explorada no contexto dos tumores do sistema nervoso
central, de forma que os dados de CNVs sdo apresentados no relatorio gerado pelo proprio
classificador de tumores, onde os CNVs inferidos podem impactar na classificagdo dos tumores
e em decisdes clinicas (DAENEKAS et al., 2024). Por fim, o estudo deste mecanismo
epigenético € promissor em termos translacionais, uma vez que os mecanismos de metilacao do

DNA podem ser modificados farmacologicamente (JONES et al., 2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar padrdes de metilagdo do DNA no granuloma esporadico de células gigantes

dos maxilares e no querubismo, comparando-os aos seus mimetizadores histologicos.
3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Investigar padrdes de metilagdo do DNA em amostras de granulomas esporadicos de
células gigantes dos maxilares centrais e periféricos;

3.2.2 Investigar padrdes de metilagdo do DNA em amostras de querubismo;

3.2.3 Comparar os padrdes de metilagdo do DNA das amostras de granulomas esporadicos de
células gigantes dos maxilares e do querubismo com os padrdes de seus seguintes
mimetizadores histoldgicos: fibroma ndo-ossificante, cisto 0sseo aneurismatico, tumor de
células gigantes dos ossos longos e condroblastoma;

3.2.4 Avaliar a distribui¢do da metilagdo global e de sitios CpG em regides funcionais
(enhancers e promotores) em amostras de granulomas esporadicos de células gigantes
dos maxilares centrais e periféricos e querubismo;

3.2.5 Realizar analise de metila¢do diferencial para avaliar sitios CpG e genes diferencialmente
metilados entre os granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares centrais e
periféricos e o querubismo.

3.2.6 Interrogar ganhos ou perdas de bragos ou segmentos cromossomicos por meio de analise
de CNVs em amostras de granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares
centrais e periféricos, querubismo, fibroma nao-ossificante, cisto dsseo aneurismatico,

tumor de células gigantes dos ossos longos e condroblastoma.



42

4 METODOLOGIA
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:
44227021.4.0000.5149; Parecer: 4.742.379).

4.2 Selecdo e inclusdo das amostras

Para o estudo, amostras de granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares
(centrais e periféricos) e de lesdes do querubismo fixadas em formol e incluidas em parafina
(FFPE, do inglés formalin-fixed paraffin-embedded) foram obtidas do servigo de Patologia Oral
da Faculdade de Odontologia da UFMG. Alguns dos granulomas esporadicos de células
gigantes dos maxilares haviam sido previamente analisados quanto a ocorréncia de mutagdes
genéticas (GOMES et al., 2018). A revisdo morfologica dos casos por meio de ldminas coradas
em hematoxilina e eosina (H&E) e a correlagdo com os dados clinico-radiograficos foram
realizados por patologistas orais experientes (R.S.G e C.C.G.) para confirmagdo do diagndstico.
Os dados clinicos e imaginologicos foram recuperados dos prontudrios dos pacientes. Além da
identificacdo de células mononucleares e de células gigantes semelhantes a osteoclastos em um
background fibrovascular e hemorragico em laminas histolégicas coradas por H&E, a presenga
de lesdes osteoliticas multiplas nas radiografias, aumento de volume simétrico dos 0ssos
maxilares desde a infancia, historia familial da doenga e niveis normais de paratormonio foram
considerados para o diagnostico de querubismo (WHO, 2023).

Da amostra de conveniéncia inicial constituida por 30 casos de granulomas de células
gigantes dos maxilares (central=10, periférico=10, e querubismo=10), 4 amostras de
querubismo ndo puderam ser analisadas devido a DNA genomico (gDNA) insuficiente ou por
nao terem alcancado bons parametros na etapa de controle de qualidade (QC, do inglés quality
control). Assim, 26 amostras de 26 pacientes foram incluidas na analise final. Portanto, o cohort
final consistiu em 10 granulomas centrais de células gigantes dos maxilares, 10 granulomas
periféricos de células gigantes dos maxilares e 6 lesdes de querubismo.

Dados do perfil de metilagdo do DNA de 45 amostras de tumores ricos em células
gigantes que sao mimetizadores histologicos dos granulomas de células gigantes dos maxilares
foram incluidos para comparagdo: fibroma nao-ossificante (n=10), cisto 0sseo aneurismatico
(n=16), tumor de células gigantes dos ossos longos (n=9) e condroblastoma (n=10). O

diagnostico de todas as amostras incluidas neste estudo foi alcangado seguindo critérios
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estabelecidos pela OMS (WHO, 2020; WHO, 2023). Para incluir amostras processadas no
mesmo local e seguindo o mesmo protocolo, o perfil de metilagdo das amostras de fibroma nao-
ossificante e cisto dsseo aneurismatico foi avaliado pela primeira vez no presente estudo. O
perfil de metilagdo das amostras de tumor de células gigantes dos ossos longos e
condroblastoma havia sido previamente analisado em trabalho do grupo de coautores do
presente estudo (KOELSCHE et al., 2021).

Em relacgdo a essas lesoes ricas em células gigantes incluidas para comparagao, o cisto
0sseo aneurismatico € uma lesao rara, com incidéncia anual estimada de 0,15 casos por milhdo
de pessoas (LEITHNER et al., 1999), 1,5% dos quais ocorre nos ossos maxilares (WHO, 2023).
Devido a essa raridade, um tnico caso de cisto 6sseo aneurismatico mandibular foi incluido na
analise. Aproximadamente dois tercos dos condroblastomas envolvem a regido epifisaria dos
ossos longos, sendo excepcional a ocorréncia nos ossos craniofaciais (WHO, 2020). Além
disso, os autores ndo tiveram acesso a nenhum caso nos 0ssos maxilares que pudesse ser
inequivocamente classificado como fibroma nao-ossificante ou tumor de células gigantes.
Destaca-se que esses tumores ndo estdo incluidos na Classificagdo da OMS de Tumores da
Cabeca e Pescoco (WHO, 2023).

Portanto, as amostras para comparagdo incluiram fibroma nao-ossificante, tumor de
células gigantes dos ossos longos e condroblastoma afetando o esqueleto apendicular, tanto
membros superiores quanto inferiores, e predominantemente ossos longos. Tanto o esqueleto
apendicular quanto o axial foram afetados pelas amostras de cisto Osseo aneurismatico
incluidas. Apesar de o tumor marrom do hiperparatireoidismo compartilhar caracteristicas
microscopicas com os tumores acima mencionados, essa lesdo ndo foi incluida na analise por

ser facilmente diferenciada clinicamente por meio de exames bioquimicos.
4.3 Extracao do DNA e conversao pelo bissulfito

Regides representativas de cada amostra foram identificadas na 1amina corada em H&E
e fragmentos de 1,5mm foram obtidos utilizando-se um punch no local correspondente no bloco
FFPE. Somente amostras com pelo menos 70% de tecido tumoral foram incluidas. O gDNA foi
extraido das amostras FFPE utilizando o sistema automatizado Maxwell e kits correspondentes
(Promega, Fitchburg, Massachusetts, USA) e seguindo as recomendacdes do fabricante. A
quantificagdo do gDNA isolado foi realizada com o kit Qubit dSDNA BR Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA). Aproximadamente 200ng de gDNA de cada amostra foram
utilizados para a conversao do DNA pelo bissulfito, etapa que foi realizada com o kit EZ DNA

Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) e seguindo as recomendacdes do
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fabricante. Nesta etapa, as citosinas ndo-metiladas sdo convertidas em uracilas, enquanto as

citosinas metiladas permanecem inalteradas.
4.4 Analise do perfil de metilagdo do DNA

O estudo da metilagdo do DNA foi realizado utilizando a plataforma Infinium Human
Methylation EPIC (850K) BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA), para obter o perfil de
metilagdo do DNA de aproximadamente 850.000 sitios de metilagdo ao longo do genoma,
seguindo o protocolo disponibilizado pelo fabricante. Esta plataforma conta com mais de
850.000 sondas e permite avaliar com profundidade a metilagdo das citosinas ao longo do
genoma humano. Subsequentemente, os BeadChips foram escaneados e os dados foram
capturados pelo sistema iScan platform (Illumina, San Diego, CA, USA).

A andlise computacional subsequente foi conduzida por meio da linguagem R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2023). CNVs foram investigadas por meio da utilizagao do
pacote conumee Bioconductor (HOVESTADT; ZAPATKA, 2015). As intensidades dos sinais
brutos foram obtidas de arquivos IDAT utilizando o pacote minfi Bioconductor version 1.24.0.
O procedimento para processamento de dados e downstream output apds a obtengdo de dados
brutos dos painéis de metilagdo foi conduzido como descrito previamente (CAPPER et al.,
2018). Os valores de metilacdo (estimado como ) obtidos variaram de 0 (ndo-metilado) a 1
(metilado). Os graficos com os resultados da analise de CNVs foram gerados usando um in-

house script R (DSTICHEL, 2020).
4.4.1 Andlise ndo supervisionada

Seguindo a etapa de controle de qualidade, os dados da metilagio do DNA foram
analisados por reducdo de dimensionalidade ndo linear ndo supervisionada Uniform manifold
approximation and projection (UMAP). Os seguintes parametros foram utilizados: numero de
CpGs = 20.000; nearest neighbours = 15; distancia minima entre os pontos= 0.25; spread of
the clusters = 2; output dimensions = 2.

O agrupamento hierarquico ndo supervisionado foi realizado usando os valores B das
20.000 sondas que apresentam o maior desvio mediano absoluto (do inglés Median absolute
deviation, MAD). As amostras foram agrupadas hierarquicamente usando a distancia euclidiana
e o0 método de ligacdo de Ward. Foi gerado um heatmap que apresenta os niveis de metilagao

variando do estado ndo-metilado (cor azul) ao estado metilado (cor vermelha).
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4.4.2 Metilagdo diferencial de sitios CpG e andlise de enriquecimento do Gene Ontology
(GO)

A estimativa das DMPs (do inglés differentially methylated positions) foi realizada
utilizando as fung¢des do pacote R /imma (RITCHIE et al., 2015). Os testes foram realizados
nos valores M das 10.000 posi¢cdes CpG principais ranqueadas por variabilidade. CpGs
relevantes foram definidas quando o valor de p ajustado foi menor que 0,01 e o logfold-change
superior a 2. A corre¢do para testes multiplos foi realizada utilizando o método de Benjamini
Hochberg.

Box plots e Volcano plots foram visualizados por meio do pacote R ggplot?
(WICKHAM, 2016). O manifest lllumina Infinium HumanMethylationEPIC foi utilizado para
anotar CpGs em sitios de promotores e enhancers. CpGs nos Volcano plots estdo distribuidos
de acordo com seus valores de p ajustados em -logl0 e logfold-change. Os principais sitios
CpGs metilados significativos sdo representados em vermelho, enquanto o gene associado ¢
mostrado para as 100 principais DMPs. A avaliacdo e visualizacdo dos genes diferencialmente
metilados sobrepostos por meio do diagrama de Venn foram realizadas utilizando o pacote R
VennDiagram (CHEN, 2022).

O enriquecimento do Gene Ontology (GO) para CpGs significativos da andlise de
metilacdo diferencial foi realizado utilizando a funcdo gometh do pacote R missMethyl

(PHIPSON; MAKSIMOVIC; OSHLACK, 2016).
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5 RESULTADOS

Os resultados descritos foram redigidos sob forma de artigo cientifico, o qual foi
publicado no periddico The Journal of Pathology Clinical Research (APENDICE A). A
descri¢do das atividades adicionais desenvolvidas durante o periodo do doutorado estd também

disponivel no Apéndice B.
5.1 Caracterizagao da amostra

A idade média dos individuos com granulomas centrais de células gigantes dos
maxilares foi 20,9 (variando de 7 a 53), enquanto para os individuos com lesdes periféricas foi
46,1 (15-74) e para o querubismo, 13,2 anos. A propor¢do sexo masculino/feminino foi de 2:3,
3:2 e 1:1, respectivamente. A regido da mandibula foi o local mais afetado pelos granulomas
esporadicos de células gigantes, tanto centrais (6/10) quanto periféricos (8/10), e pelo
querubismo (4/6). Informagdes clinicas de cada caso sdo apresentadas na Tabela 2. Também
estdo listados na Tabela 2 o status mutacional dos granulomas esporadicos de células gigantes
previamente analisados (GOMES et al., 2018).

Tabela 2 - Dados clinicos e moleculares dos granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares
centrais e periféricos e do querubismo

Amostra # Sexo Idade Localizacdo Mutacao
(anos)

Granuloma central de células gigantes
dos maxilares

1 M 53 Maxila KRAS p.L19F

2 F 15 Maxila KRAS p.A146V

3 M 9 Maxila FGFRI p.C381R

4 F 35 Mandibula KRAS p.G12D

5 F 16 Mandibula KRAS p.G10E

6 M 17 Maxila FGFRI p.C381R

7 M 25 Mandibula KRAS p.G12D/TRPV4
p-M713V

8 F 14 Mandibula TRPV4 p.M7131

9 F 18 Mandibula TRPV4 p.M713V

10 F 7 Mandibula FGFRI p.C381R

Granuloma periférico de células gigantes

dos maxilares

1 F 36 Mandibula KRAS p.L19F

2 M 68 Mandibula KRAS p.V14L

3 M 48 Mandibula KRAS p.A146V

4 F 65 Mandibula KRAS p.A146V

5 M 18 Mandibula FGFRI p.C381R

6 M 36 Mandibula KRAS p.G12D

7 F 15 Mandibula KRAS p.G12D

8 M 62 Maxila KRAS p.G13D

9 F 39 Mandibula KRAS p.GI12A

10 M 74 Maxila KRAS p.A146V

Querubismo

1 M 15 Mandibula ND
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2 F 15 Macxila ND
3 F 17 Mandibula ND
4 F 6 Maxila ND
5 M 10 Mandibula ND
6 M 16 Mandibula ND

Abreviaturas: F: feminino, M: masculino; ND: dado ndo disponivel. Os granulomas esporadicos de células
gigantes foram previamente analisados quanto a presenga de mutagdes genéticas (GOMES et al., 2018).

Microscopicamente, todos os granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares
centrais e periféricos e as lesdes de querubismo apresentaram células gigantes multinucleadas
do tipo osteoclasto entremeadas a células mononucleares ovoides e fusiformes em um
background fibrovascular com hemorragia e depositos de hemossiderina. Além disso, depositos
eosinofilicos perivasculares do tipo manguito foram identificados nos casos de querubismo.

Informacdes clinicas dos tumores ricos em células gigantes incluidos para comparacao

também estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Informagdes clinicas dos tumores ricos em células gigantes incluidos para comparagao

Amostra # Sexo Idade Localizacao
(anos)

Fibroma nao-ossificante

1 F 9 Tibia

2 M 14 Tibia

3 M 13 Fémur

4 M 8 Tibia

5 M 13 Tibia

6 F 20 Fémur

7 M 12 Tibia

8 M 16 Fémur

9 F 10 Umero

10 F 12 Fibula

Cisto 6sseo aneurismatico

1 F 7 Mandibula

2 M 16 Clavicula

3 F 14 Tibia

4 M 19 Tibia

5 M 8 Pé

6 M 19 Pé

7 F 5 Pé

8 M 26 Fémur

9 F 15 Fémur

10 M 17 Fibula

11 M 6 Pé

12 F 26 Fibula

13 F 14 Vértebra

14 F 10 Umero

15 M 15 Fibula

16 M 6 Fibula

Tumor de células gigantes dos ossos longos

1 M 29 Radio

2 F 27 Umero

3 F 26 Umero

4 F 34 Fémur

5 M 59 Umero

6 F 22 Tibia
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7 F 75 Fémur
8 M 32 Radio
9 F 27 Radio
Condroblastoma

1 M 14 Umero
2 F 34 Talus

3 M 16 Fémur
4 M 25 Escéapula
5 F 16 Fémur
6 F 22 Fémur
7 M 17 Tibia

8 M 15 Talus
9 M 17 Fémur
10 M 41 Talus

Abreviaturas: F: feminino, M: masculino

5.2 Perfil de metilagdo do DNA

Foram gerados dados do perfil de metilacido do DNA de granulomas esporadicos de
células gigantes centrais (n=10) e periféricos (n=10) e querubismo (n=6). Para investigar se
granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares e querubismo compartilham padroes
de metilagdo com seus mimetizadores histologicos, o perfil de metilagdo do DNA de tumores
ricos em células gigantes (fibroma nao-ossificante, cisto 6sseo aneurismatico, tumor de células
gigantes dos o0ssos longos e condroblastoma) foram incluidos e os dados de metilagdo do DNA
foram analisados por UMAP e agrupamento hierarquico ndo supervisionado.

Utilizando o método de redu¢do de dimensionalidade, ndo houve separagdo inequivoca
entre os granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares (centrais e periféricos) e o
querubismo com base nos seus perfis de metilagdo do DNA (FIGURA 6). No entanto, tanto a
analise por UMAP (FIGURA 6A) quanto por agrupamento hierarquico ndo supervisionado
(FIGURA 6B) sugerem padrdes de metilacao diferentes entre os granulomas de células gigantes
periféricos dos maxilares e o querubismo, enquanto os granulomas de células gigantes centrais
dos maxilares se sobrepdem a ambos os grupos. Notavelmente, fibroma nao-ossificante, cisto
0sseo aneurismatico, tumor de cé€lulas gigantes dos ossos longos e condroblastoma formaram
quatro clusters distintos e individualizados (FIGURA 6). Um padrdo de agrupamento similar
ao revelado na andlise UMAP ¢ também observado na andlise por t-distributed stochastic

neighbour embedding (t-SNE) (FIGURA 7).
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Figura 6 - Analises ndo-supervisionadas do perfil de metilagdo do DNA do granuloma central de células
gigantes dos maxilares, granuloma periférico de células gigantes dos maxilares, querubismo e seus
mimetizadores histologicos. (A) Método de redugdo de dimensionalidade Uniform manifold
approximation and projection (UMAP) revelando o agrupamento entre as lesdes de células gigantes dos
maxilares e seus mimetizadores histologicos. O grupo clinico ¢ indicado pela cor na legenda. (B)
Agrupamento hierarquico nao supervisionado revelando também o agrupamento das lesdes em relacdo
aos perfis de metilagdo do DNA. O dendograma mostra os resultados do agrupamento hierarquico nao
supervisionado dos niveis de metilagdo das 20.000 sondas que apresentaram o maior desvio mediano
absoluto (MAD) entre os valores B. O grupo clinico é indicado pela cor. No heatmap, o nivel de
metilagdo do DNA (valor ) ¢ representado com uma escala de cores que varia do estado ndo-metilado
(cor azul) ao estado metilado (cor vermelha).

Fonte: Producao do proprio autor.
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Figura 7- Método de reducao de dimensionalidade t-Distributed Stochastic Neighbour Embedding (t-
SNE). t-SNE mostrando padrao de agrupamento similar ao revelado pela analise UMAP, baseado no
perfil de metilagdo do DNA. Os seguintes parametros foram utilizados: ntimero de CpGs = 10.000;
perplexity value = 10; iterations = 3.000; theta = 0; eta = 200.

Fonte: Produgéo do proprio autor.

5.3 Metilagao diferencial de sitios CpG e anélise de enriquecimento do Gene Ontology (GO)

Considerando que os granulomas esporadicos de células gigantes central e periférico e
o querubismo compartilham um padrdo de metilagdo do DNA semelhante, avaliou-se a
distribuicao da metilacdo de sitios CpG em regides funcionais e realizou-se uma analise de
metilacdo diferencial para avaliar DMPs entre esses grupos.

Os valores B da metilacdo global e de sitios CpG associados a enhancer mostraram um
padrdo de distribui¢do similar entre os grupos, com o querubismo mostrando o valor mediano
de metilacdo CpG mais baixo nessas regides € o granuloma periférico de células gigantes
apresentando o valor mais alto. Por outro lado, os valores de metilacdo do DNA em sitios CpG
de regides promotoras mostraram padrdo de distribuicdo diferente, com o querubismo
apresentando valor mediano de metilagdo aumentado em promotores quando comparando aos
granulomas esporadicos de cé¢lulas gigantes, tanto central quanto periférico (FIGURA 8A).

A andlise de metilacdo diferencial revelou numero significativo de genes
diferencialmente metilados apenas quando querubismo e granuloma periférico de células
gigantes foram comparados (n = 2.394) (FIGURA 8B). Os genes diferencialmente metilados
mais significativos entre granuloma periférico de células gigantes e querubismo estdao

destacados em azul no Volcano plot (FIGURA 9). Embora varios termos GO tenham sido
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observados na andlise de enriquecimento, nenhum termo apresentou enriquecimento

significativo com base na false discovery rate (FDR) (GUIMARAES et al., 2023)".

Global Enhancers Promotores

- -

E

=

H

Metilagdo média (valores beta médios) s

¥

Metilagio média (valores beta médios)

Metilagio média (valores beta médios)

=

GCCG  Querubismo GPCG GCCG  Querubismo GPCG GCCG  Querubismo GPCG

B GCCG vs Querubismo GPCG vs Querubismo

GCCG vs GPCG

Figura 8 - Comparagio dos niveis de metilagdo do DNA global e em regides funcionais entre amostras
de querubismo e granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares. (A) Box plots representando
os niveis de metilagdo do DNA em lesGes ricas em células gigantes dos maxilares. Niveis de metilagao
do DNA global e em sitios CpG associados a enhancer e a promotor (valores ) dos granulomas centrais
de células gigantes dos maxilares (GCCG), querubismo e granulomas periféricos de células gigantes
dos maxilares (GPCG). (B) Diagrama de Venn representando o ntimero de genes diferencialmente
metilados identificados pela analise de metilag@o diferencial entre GCCG, GPCG e querubismo. Genes
com metilagdo diferencial estatisticamente significativa foram observados entre o GPCG e o
querubismo.

! A tabela com os resultados da anélise de enriquecimento GO foi publicada como material suplementar do artigo
cientifico contendo os resultados da tese (GUIMARAES, L. M. et al. DNA methylation profile discriminates
sporadic giant cell granulomas of the jaws and cherubism from their giant cell-rich histological mimics. J Pathol
Clin Res, Oxford, v. 9, n. 6, p. 464-474, Nov. 2023), o qual se encontra também no Apéndice A.
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GCCG vs Querubismo GPCG vs Querubismo

GCCG vs GPCG

Figura 9 - Volcano plots mostrando sitios CpG diferencialmente metilados entre granuloma central de
células gigantes dos maxilares (GCCQG) versus querubismo, granuloma periférico de células gigantes
dos maxilares (GPCG) versus querubismo e GCCG versus GPCG. Log2 fold change nos valores de
metilagdo € plotado no eixo X e os valores ajustados de p transformados para —logl10 dos resultados do
teste correspondente estdo no eixo Y. Os sitios CpG e os genes com metilagdo diferencial
estatisticamente significativa estdo destacados em vermelho e azul, respectivamente. CpGs
diferencialmente metiladas e genes com metilagdo diferencial estatisticamente significativa foram
observados entre o GPCG e o querubismo.

Fonte: Produ¢ao do proprio autor

5.4 Andlise de variagdes do nimero de copias

Nenhuma das amostras incluidas no estudo (granulomas esporddicos de células
gigantes, querubismo, fibroma nao-ossificante, cisto dsseo-aneurismatico, tumor de células
gigantes dos ossos longos e condroblastoma) apresentou um padrdo consistente em relagdo a

ganhos ou perdas de bragos ou segmentos cromossomicos (dados ndo mostrados).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram explorados e comparados pela primeira vez os padrdes de
metilacado do DNA de lesdes ricas em células gigantes semelhantes a osteoclastos que afetam
0s ossos maxilares, tanto esporadicas como associadas a sindrome (querubismo), e seus
mimetizadores histoldgicos. Nossos dados mostram que granulomas esporadicos de células
gigantes centrais compartilham o padrao de metilagdio do DNA com uma fragdo de sua
contraparte periférica e com o querubismo, enquanto o fibroma nao-ossificante, o cisto 6sseo
aneurismatico, o tumor de células gigantes dos ossos longos e o condroblastoma possuem
padrdes distintos dos granulomas esporadicos de células gigantes e do querubismo.

Desenvolvimentos recentes em pesquisa no campo da epigenética tem demonstrado que
abordagens de aprendizado de maquina baseadas em dados de metilagdo do DNA sdo altamente
confiaveis para o diagnostico de outros tumores, como tumores do sistema nervoso central e,
de maneira menos acentuada, para a classificagdo de tumores dsseos ¢ de tecidos moles
(CAPPER et al., 2018; KOELSCHE et al., 2021; LYSKJAER et al., 2021). Além de auxiliar
no diagnostico, investigagdes epigenéticas permitiram a identificacdo de novas entidades de
tumores do sistema nervosa central (CAPPER et al., 2018; PEREZ; CAPPER, 2020). Em outro
contexto neoplasico, analises de metilagdo do DNA foram conduzidas para investigar se o perfil
epigenético poderia ser util para diferenciar sitios de origem de melanomas em metéstases
(JURMEISTER et al., 2022a). A anélise revelou que melanomas originados de diferentes sitios
(mucosos, da conjuntiva e melanomas cutaneos) compartilham um perfil global de metilagao
do DNA comum, mostrando que testar o perfil global de metilagdo do DNA nao ¢ viavel para
distingui-los. Entretanto, a investigagdo em nivel dos genes demonstrou que as frequéncias de
metilagdo do promotor em genes especificos relacionados ao cancer diferem entre os sitios
primarios de melanoma (JURMEISTER et al., 2022a). Além das neoplasias, perfis de metilagao
do DNA também tem sido explorados para a classificacdo de lesdes em diferentes contextos,
como por exemplo em malformacdes cerebrais e condigdes reativas (lesdes reativas
mesoteliais) (JABARI ef al., 2022; BERTERO et al., 2021).

A metilagdo do DNA participa no desenvolvimento 6sseo e na diferenciagao de
osteoclastos (DE ANDRES et al., 2013; NISHIKAWA et al., 2015). Experimentos in vitro
demonstraram que a metilacdo do DNA (especialmente via de novo Dnmt3a) tem um papel
importante na diferenciacdo osteoclastica da linhagem monocitica-macrofagica induzida por
RANKL (NISHIKAWA et al., 2015). Diferenciacdo ineficiente de osteoclastos ocorreu em

precursores osteocldsticos com deficiéncia de Dnmt3a e massa Ossea elevada foi observada em
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animais com deficiéncia em Dnmt3a osteoclasto-especifica, como consequéncia da diminui¢ao
na quantidade de osteoclastos (NISHIKAWA et al., 2015). Uma vez que a metilagio do DNA
¢ importante na diferenciacdo dos osteoclastos € na reabsor¢cdo Ossea em condig¢des
homeostaticas, € plausivel que as alteragdes epigenéticas tenham relevancia na patogénese dos
tumores 0sseos, como os incluidos no presente trabalho, embora tal analise esteja além do
objetivo deste estudo. Todos os tumores incluidos no presente estudo sdo caracterizados por
quantidade varidvel de células gigantes multinucleadas semelhantes a osteoclastos
(FLANAGAN; SPEIGHT, 2014; BAUMHOER et al., 2019). No entanto, até o presente
momento, a grande maioria das investigagdes moleculares desses tumores se concentrou em
alteracdes genéticas (FIGURA 10).

Os granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares sdo caracterizados por
mutagdes somaticas, heterozigéticas e com ganho de fungao nos genes KRAS, FGFRI e TRPVA4,
as quais foram detectadas em 72% (42/58) dos casos (GOMES et al., 2018) (FIGURA 10).
Especificamente as mutacdes detectadas foram KRAS p.G12D/A, p.G13D, p.A146V/P,
p.-V14L, p.L19F e p.G10E; FGFRI p.N330I e p.C381R; e TRPV4 p.M713V/I, sendo que
mutagdes em TRPV4 foram detectadas exclusivamente em granulomas centrais (GOMES et al.,
2018). Tais mutacdes sdo restritas as células mononucleares das lesdes (MIGUITA et al., 2022)
e convergem para ativagdo da via de sinalizagio MAPK/ERK (GOMES et al., 2018). Nenhuma
outra mutagdo patogénica recorrente ou genes de fusdo foram identificados nos 30% restantes
de casos “triple wild-type” (GOMES et al., 2018). De forma importante, granulomas
esporadicos de células gigantes dos maxilares centrais e periféricos se agruparam quando foram
comparados quanto ao padrdo de metilagdo do DNA, independentemente do background
genético (positivo para mutagdo KRAS, FGFRI ou TRPV4), como mostrado na Tabela 2.

Apesar das similaridades microscopicas entre os granulomas esporadicos de células
gigantes e o querubismo, essas lesdes sdo geneticamente distintas. Mutagdes no éxon 9 do gene
SH3BP2 podem ser encontradas em 80-90% dos casos de querubismo, afetando os residuos da
proteina SH3BP2 nas posicOes 415, 418, 419 e 420 em uma sequéncia de seis aminoacidos
(RSPPDG) (NM_001122681.2) (UEKI et al., 2001; CHRCANOVIC et al., 2021) (FIGURA
10). Embora as fungdes da proteina SH3BP2 ndo tenham sido totalmente elucidadas, foram
sugeridas interacoes com a via MAPK/ERK (SCHREUDER et al., 2021), embora ainda
precisem ser testadas e confirmadas. O gene SH3BP2 possui regides ricas em C/G e mais de 42
ilhas CpG que sdo alvos da regulagdo génica por metilacio do DNA, o que provavelmente o

torna suscetivel a regulacdo por mecanismos epigenéticos (FAN et al., 2012).
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Figura 10 - Alteragdes genéticas dos tumores ricos em células gigantes agrupados com base em seus
padroes de metilagdo de DNA. Granuloma central de células gigantes dos maxilares (GCCQ),
granuloma periférico de células gigantes dos maxilares (GPCG) e querubismo sdo caracterizados por
mutacdes nos genes KRAS/FGFRI/TRPV4, KRAS/FGFRI e SH3BP2, respectivamente, € se agruparam
na analise de metilagdo do DNA (fundo laranja). A perda do sitio de reconhecimento da proteina
SH3BP2 pelas proteinas Tanquirases como consequéncia da mutacdo SH3BP2 do querubismo ¢
responsavel pelo acaimulo da SH3BP2 no citoplasma e aumento da osteoclastogénese (GUETTLER et
al.,2011; LEVAQOT et al., 2011). O fibroma nao-ossificante se assemelha aos granulomas esporadicos
de células gigantes dos maxilares em nivel genético, uma vez que € caracterizado por mutagdes KRAS e
FGFRI, além de mutagdes em NFI em casos associados a neurofibromatose tipo 1 (BAUMHOER et
al., 2019). No entanto, com a analise da metilagdo do DNA, o fibroma ndo-ossificante (fundo azul) foi
separado dos granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares. O cisto 6sseo aneurismatico, o
tumor de células gigantes dos ossos longos e o condroblastoma, que sdo caracterizados por rearranjos
do gene USP6, mutagdes nos genes H3-34 e no gene H3-3B, respectivamente, formaram trés clusters
distintos e individualizados (fundos vermelho, verde e roxo).

Fonte: Produgdo do proprio autor
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De forma interessante, a presente analise de metilagdo do DNA mostrou que as amostras
de querubismo se agruparam junto com os granulomas esporadicos de células gigantes dos
maxilares centrais, destacando que as similaridades estendem do nivel microscopico ao
epigenético, apesar das diferencas genéticas. Analises futuras com maior numero de amostras
seriam necessarias para confirmar a tendéncia do granuloma periférico de células gigantes dos
maxilares em formar um cluster separado, com o granuloma central de células gigantes e o
querubismo juntos formando outro. O querubismo apresentou os menores valores medianos de
metilacao global e de sitios CpG associados a enhancer ¢ o valor mediano mais altos nos
promotores, em comparagdo com ambos os granulomas de células gigantes central e periférico.
A significancia bioldgica dessa distribuicdo de metilagdo ainda precisa ser esclarecida. Tais
investigacdes futuras podem auxiliar no entendimento da patogénese desses tumores, indicar
marcadores epigenéticos e abrir caminho para abordagens terapéuticas direcionadas a metilacao
do DNA.

Genes diferencialmente metilados foram observados apenas entre os granulomas de
células gigantes periféricos e o querubismo, em consonancia com o que foi observado na analise
ndo supervisionada. A anélise de enriquecimento do GO nao foi capaz de identificar processos
bioldgicos, fungdes moleculares ou componentes celulares diferentemente afetados de forma
significativa pela metilagdo de sitios CpG entre esses grupos. Estudos futuros, incluindo coortes
maiores, podem ser benéficos para andlises de metilacdo diferencial, bem como de
enriquecimento do GO entre essas lesdes esporadicas e sindromicas, podendo refinar ainda mais
o entendimento da patogénese molecular dessas lesdes.

Fibromas nao-ossificantes dos ossos longos compartilham similaridades histoldgicas e
genéticas com os granulomas de células gigantes dos maxilares (BAUMHOER et al., 2019;
GOMES et al., 2020), entretanto, os resultados do presente estudo demonstram que esses
tumores apresentam padrdes de metilagio do DNA distintos. Mutagdes no gene KRAS
(incluindo as hotspots p.G12A/D/V e p.G13D e outras variantes como p.K117N, p.A146P/T/V,
p-Q61R/L e p.A11Q) foram reportadas em 64,4% dos fibromas nao-ossificantes dos 0ssos
longos (BAUMHOER et al., 2019) (FIGURA 10). As mesmas mutacdes no gene FGFRI
descritas nos granulomas de células gigantes dos maxilares foram detectadas em 13,6% dos
fibromas nao-ossificantes (BAUMHOER et al., 2019) (FIGURA 10). Devido a essas
caracteristicas genéticas semelhantes, entre outras similaridades, foi sugerido previamente que
os granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares e os fibromas ndo-ossificantes
possam fazer parte do espectro de uma mesma doenca (BOVEE; HOGENDOORN, 2019;
GOMES; GOMEZ, 2019; GOMES et al., 2020). Notavelmente, tanto a analise UMAP quanto
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o agrupamento hierarquico ndo supervisionado foram capazes de separa-los. Além disso, os
fibromas ndo-ossificantes também apresentaram padrdo de metilagdo do DNA distinto dos
cistos 0sseos aneurismaticos, os quais sao caracterizados por rearranjos do gene USP6 causados
por translocagdes cromossomais envolvendo o locus 17pl13 (OLIVEIRA et al., 2004a)
(FIGURA 10). Sabe-se que rearranjos cromossdomicos podem ser causados por acdo de
transposons (BALACHANDRAN et al., 2022), elementos transponiveis do genoma que sao
silenciados pela metilagado do DNA (GREENBERG; BOURC'HIS, 2019). Estudos futuros
podem elucidar se a presenca de rearranjos do gene USP6 no cisto dsseo aneurismatico esta
relacionada a alteragdes de metilacdo do DNA. Nenhum gene de fusdo, incluindo aqueles
envolvendo rearranjos do gene USP6, foram detectados nos granulomas esporadicos de células
gigantes dos maxilares (GOMES et al., 2018).

Os tumores de células gigantes dos ossos longos sdo caracterizados por mutagdes no
gene H3-34 (um dos dois genes da histona H3.3), as quais foram descritas em 94% (134/142)
dos casos, sendo p.G34W a mais comum, detectada em 92% (131/142) dos tumores (BEHJATI
et al., 2013; PRESNEAU et al., 2015). Foi demonstrado que essas mutagdes estao restritas a
populagdo celular mononuclear “estromal” e ausentes nos osteoclastos € seus precursores,
ressaltando esta populagdo especifica de células mononucleares como o componente neoplasico
da lesdo (BEHJATI et al., 2013). Embora a mutagdo H3.3 p.G34W afete um residuo que nao
sofre modificagdo pds-traducional direta por metilagdo de histona, ela indiretamente afeta a
metilacdo de H3K36 e H3K27, levando a remodelagdo epigenética em todo o genoma, cross-
talk com a metilagdo do DNA, e tumorigénese do tumor de células gigantes dos ossos longos
(KHAZAEI et al., 2020). Mutagdes em H3-34 e em outros genes que codificam 15 variantes
da histona H3 ndo foram encontradas em granulomas esporadicos de células gigantes dos
maxilares (GOMES et al., 2014; GOMES et al., 2018). A andlise de agrupamento nao
supervisionado de perfis de metilagdo do DNA revelou previamente que os tumores de células
gigantes dos ossos longos sdo distintos dos tumores dsseos malignos primarios com mutacao
p-G34 H3.3 (FITTALL et al., 2020). Além disso, por meio da analise de sitios diferencialmente
metilados identificou-se hipermetilagdo da regido promotora do gene CCND! (cyclin D1 gene)
como um evento especifico dos tumores de células gigantes dos ossos longos (FITTALL et al.,
2020). Esses resultados destacam a utilidade da analise de metilagdo do DNA para predi¢ao de
agressividade em casos de tumor de células gigantes dos ossos longos com diagndstico
desafiador e também sua utilidade promissora na identificagdo de marcadores epigenéticos. Em

consonancia com o comportamento clinico discrepante entre tumores de células gigantes dos
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0ssos longos e granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares, esses tumores
também apresentam padrdes de metilagdo do DNA distintos.

Os tumores de células gigantes dos ossos longos e os condroblastomas formam clusters
distintos quanto ao padrdo de metilagio do DNA (FITTALL et al., 2020) (FIGURA 6). De
forma similar ao tumor de células gigantes dos ossos longos, o condroblastoma também
apresenta alteragdes na histona H3.3 (BEHJATI et al., 2013; PRESNEAU et al., 2015). No
entanto, a muta¢do mais comum ¢ a p.K36M no gene H3-3B, a qual foi detectada em 87,5%
(70/80) dos casos, enquanto a mutacdo p.K36M no H3-34 foi encontrada em apenas 12,5%
(10/80) dos casos com mutacdo (BEHJATI et al., 2013; PRESNEAU et al., 2015). Pode-se
especular que, como ha um cross-talk entre metilagdo do DNA e modificagdo de histonas
(MOORE; LE; FAN, 2013), as mutagdes especificas que afetam glicina 34 ou lisina 36 na
histona H3.3 podem ser a razdo para a clara discriminag¢do entre o tumor de células gigantes
dos ossos longos e o condroblastoma pela analise de metilagdo do DNA. Além disso, o fato de
mutagdes em genes que codificam a histona H3.3 levarem a alteragdes epigenéticas em todo o
genoma pode também explicar a dissociacdo do tumor de células gigantes dos ossos longos e
do condroblastoma dos outros tumores 0sseos que ndo apresentam mutacdes em genes de
histonas.

Uma limitacdo deste estudo é que granulomas esporadicos de células gigantes dos
maxilares e querubismo foram comparados a outros tumores 6sseos ocorrendo em locais
diferentes, incluindo o esqueleto axial ou apendicular. Essa limitagdo, no entanto, ¢ inerente aos
tipos de tumores investigados. Muitas descobertas de novos marcadores diagndsticos derivam
de estudos que comparam a expressao de RNA ou de proteinas entre amostras de diferentes
localizagdes. Estudos futuros incluindo amostras de tumores ocorrendo no mesmo local podem

ser Uteis para valida¢do dos nossos resultados.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos conclui-se que os granulomas esporadicos de
células gigantes dos maxilares e as lesdes de células gigantes associadas ao querubismo
compartilham perfis de metilacio do DNA similares. Baseado na classificagdo morfologica e
molecular atual, a andlise de metilagdo do DNA ndo contribui para a distingdo entre as
entidades, embora o granuloma periférico de células gigantes e o querubismo tendam a formar
subgrupos discretamente distintos. Por outro lado, a analise de metilagdio do DNA pode
distinguir entre granulomas esporadicos de células gigantes dos maxilares e seus mimetizadores
histolégicos ricos em células gigantes do tipo osteoclasto, incluindo fibroma nao-ossificante,

cisto 6sseo aneurismatico, tumor de células gigantes dos ossos longos e condroblastoma.
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Abstract

Sporadic giant cell granulomas (GCGs) of the jaws and cherubism-associated giant cell lesions share histopatho-
logical features and microscopic diagnosis alone can be challenging. Additionally, GCG can morphologically
closely resemble other giant cell-rich lesions, including non-ossifying fibroma (NOF), aneurysmal bone cyst
(ABC), giant cell tumour of bone (GCTB), and chondroblastoma. The epigenetic basis of these giant cell-rich
tumours is unclear and DNA methylation profiling has been shown to be clinically useful for the diagnosis of
other tumour types. Therefore, we aimed to assess the DNA methylation profile of central and peripheral sporadic
GCG and cherubism to test whether DNA methylation patterns can help to distinguish them. Additionally, we
compared the DNA methylation profile of these lesions with those of other giant cell-rich mimics to investigate
if the microscopic similarities extend to the epigenetic level. DNA methylation analysis was performed for central
(n = 10) and peripheral (7 = 10) GCG, cherubism (n = 6), NOF (n = 10), ABC (» = 16), GCTB (n =9), and
chondroblastoma (n = 10) using the Infinium Human Methylation EPIC Chip. Central and peripheral sporadic
GCG and cherubism share a related DNA methylation pattern, with those of peripheral GCG and cherubism
appearing slightly distinct, while central GCG shows overlap with both of the former. NOF, ABC, GCTB, and
chondroblastoma, on the other hand, have distinct methylation patterns. The global and enhancer-associated
CpG DNA methylation values showed a similar distribution pattern among central and peripheral GCG and
cherubism, with cherubism showing the lowest and peripheral GCG having the highest median values. By con-
trast, promoter regions showed a different methylation distribution pattern, with cherubism showing the highest
median values. In conclusion, DNA methylation profiling is currently not capable of clearly distinguishing spo-
radic and cherubism-associated giant cell lesions. Conversely, it could discriminate sporadic GCG of the jaws from
their giant cell-rich mimics (NOF, ABC, GCTB, and chondroblastoma).

Keywords: epigenetics; DNA methylation; copy number analysis; giant cell granulomas; cherubism; aneurysmal bone cyst; non-ossifying
fibroma; giant cell tumour of bone; chondroblastoma; bone pathology
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APENDICE B — Atividades adicionais desenvolvidas durante o doutorado

Estdo descritas a seguir atividades que foram conduzidas durante o programa de
doutorado sanduiche, realizado no laboratério da professora doutora Nada Jabado, na McGill
University, em Montreal, no Canada, no periodo de 12 meses entre margo de 2023 e fevereiro
de 2024, pelo programa CAPES-PrInt (Processo: 88887.682969/2022-00). O laboratorio
liderado pela professora Jabado ¢ um laboratério de ponta, o qual conta com variedade de
insumos, infraestrutura e equipamentos modernos e, principalmente, com uma equipe bem
treinada e especializada em altissimo nivel. Os trabalhos do grupo da professora Nada Jabado
sdo voltados para a caracterizagdo genética e epigenética de tumores cerebrais e sindromes de
neurodesenvolvimento, com foco principalmente em alteragdes relacionadas a genes
codificadores de histonas e modificagdes pos-traducionais em histonas.

Durante o estagio sanduiche trabalhei ativamente em um projeto desenvolvido pelo
grupo, o qual buscava investigar os efeitos moleculares e celulares de mutagdes germinativas
nos genes codificadores da histona H3.3 (genes H3-34 e H3-3B) descritas em pacientes
pediatricos com sindrome de neurodesenvolvimento, apresentando micro ou macrocefalia.
Foram gerados trés diferentes modelos para o estudo da doenca: cultivo celular 2D com células
geneticamente modificadas, cultivo celular 3D com geragdo de organoides cerebrais (mini
cérebros) e modelo animal geneticamente modificado. A participagdo neste projeto
proporcionou a oportunidade de aprender e executar uma gama de técnicas envolvidas na
geragdo e utilizagdo desses modelos, as quais estdo brevemente descritas e contextualizadas

abaixo.
1. Cultura celular 2D
1.1. Cultivo de células-tronco pluripotentes humanas

Para o cultivo celular 2D, foram utilizadas células-tronco pluripotentes induzidas
humanas (do inglés Human Induced Pluripotent Stem Cell, hiPSC), linhagem NCRM1 derivada
do corddo umbilical. As células-tronco foram mantidas em cultura para introdug¢do das
mutacdes de interesse usando a tecnologia CRISPR-Cas9 e posterior diferenciacdo em células
da linhagem neural. As células geneticamente modificadas foram também utilizadas para a
geragao dos organoides cerebrais.

Para o cultivo das hiPSCs, as placas de Petri foram previamente tratadas com uma matriz
extracelular (matrigel) diluida a 1% em meio de cultura (DMEM-F12). A polimerizacdo desta

matriz extracelular foi realizada por no minimo 30 minutos a 37°C e a utilizagdo da mesma
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permite que as hIPSCs possam se aderir a superficie da placa. O meio de cultura utilizado para
o cultivo das hIPSCs foi o mTeSR™ Plus Basal Medium, comercializado pela empresa
STEMCELL. Este meio permite a manuteng¢ao das células no estagio indiferenciado, pois ¢
enriquecido com FGF2 e ¢ trocado diariamente para evitar a diferenciagao celular.

Para a dissociacdo e passagem das hIPSCs, o reagente ReLeSR (STEMCELL) era
utilizado quando as células atingiam a confluéncia de aproximadamente 80%. O ReLeSR ¢ um
reagente nao enzimatico que dissocia as hIPSCs em pequenos agregados e € capaz de selecionar

e destacar da placa apenas as c€lulas-tronco pluripotentes.
1.2. Tecnologia CRISPR-Cas9 para edi¢do do genoma das células-tronco

As mutacdes em histona H3.3 de interesse do projeto eram H3-34 p.A29T e H3-3B
p-A29P em heterozigose, as quais foram descritas em pacientes apresentando macrocefalia e
microcefalia, respectivamente (BRYANT et al., 2020). Com o objetivo de estudar os efeitos
dessas mutacdes na diferenciacdo da linhagem neural, essas mutacdes foram introduzidas nas
hIPSCs por meio da tecnologia revoluciondria do CRISPR-Cas9 (FIGURA S1A), a qual
permite realizar modificagdes genéticas em escala celular ou mesmo em um organismo.
Posteriormente essas células-tronco mutadas foram diferenciadas em células da linhagem
neural e também em organoides cerebrais.

Para a realizacdo do CRISPR-Cas9 no laboratério foram utilizados trés componentes
principais: um RNA guia de fita simples (gRNA), uma enzima nuclease (Cas9) e um DNA
molde (ssODN) contendo as mutagdes de interesse (FIGURA S1A). O ssODN foi utilizado
pelo fato de estarmos gerando um modelo Knock-in (KI).

As hIPSCs foram dissociadas por tratamento enzimatico com accutase por 10 minutos
a 37°C e 5x10° células foram ressuspendidas em 100 pL de solu¢do tampdo (solucio de
eletroporacao) com o complexo ribonucleoproteico (complexo RNP) formado entre o gRNA e
a enzima Cas-9. O gRNA ¢ uma sequéncia de RNA que reconhece especificamente a regido
alvo do DNA e direciona a Cas9 para a edi¢do genomica.

A suspensao celular, com o complexo RNP, foi transferida para uma cubeta estéril que
foi inserida no aparelho de eletroporacdo (Amaxa Nucleofector) (FIGURA S1A). Neste
equipamento, as células foram entdo submetidas a pulsos elétricos que criam poros na
membrana celular, permitindo a entrada do complexo RNP, da Cas-9 e do DNA molde para
editar o genoma da célula. As células submetidas ao CRISPR Cas-9 foram entdo cultivadas

novamente em placas de Petri para posterior selecdo das células positivas para mutacao.
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Para a sele¢do dos clones positivos contendo as mutagdes de interesse, as células foram
dissociadas novamente e cultivadas em baixa densidade, com o objetivo de proliferarem e
gerarem colonias distintas na placa. O DNA de aproximadamente 100 colonias formadas para
cada mutacao foi colhido e amplificado por PCR convencional para investigar a presenca da
mutagdo por sequenciamento de Sanger (FIGURA S1B). A reconfirmagdo da presenca da
mutag¢do nos clones selecionados foi realizada por meio de sequenciamento de proxima geragao

(NGS, do inglés next generation sequencing), utilizando a tecnologia Illumina MiSeq

(FIGURA S1C).
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Figura S1 - Esquema da edi¢ao do genoma das células-tronco por CRISPR-Cas9 e validagdo dos clones
gerados. (A) Componentes utilizados para realizacdo da técnica CRISPR-Cas9 para obtencdo das
células-tronco com as mutacdes de interesse. (B) Cromatogramas gerados durante a validagdo dos clones
positivos para as mutagoes H3-34 p.A29T e H3-3B p.A29P por meio do sequenciamento de Sanger. (C)
Resultados gerados pela validagdo dos clones positivos para as mutagdes H3-34 p.A29T e H3-3B
p.A29P por meio de NGS (MiSeq).

Fonte: Produ¢do do proprio autor (produzida em parte utilizando o BioRender (BioRender.com)).

1.3. Diferenciagdo das células-tronco em células progenitoras de neurénios e em neuronios

Para avaliar os efeitos das mutagdes de interesse na diferenciag¢ao das células-tronco em

linhagem neural, os clones hIPSC positivos para mutagao selecionados foram diferenciados em
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células progenitoras de neurdnios (do inglés human neural progenitor cells, hNPC) e,
posteriormente, em neurdnios. Com o objetivo de investigar o efeito das mutagdes na expressao
génica, nas modificagdes pos-traducionais na histona H3.3 e na metilacdo do DNA, células no
estagio hNPC foram enviadas para sequenciamento de RNA (NGS, RNAseq), espectrometria
de massas, sequenciamento da cromatina por imunoprecipitacdo (ChIP-seq) e Whole-genome
bisulphite sequencing (WGBS).

Para a diferenciacao das hIPSC em hNPC, as hIPSC foram desprendidas e dissociadas
por tratamento com accutase ¢ entdo semeadas a uma densidade de 9.000 células por pogo em
uma placa de 96 pogos, cujos fundos sdo arredondados e tratados especificamente para evitar a
aderéncia celular. As células foram cultivadas em 150 pL. de meio especifico para células-
tronco com baixa concentra¢do de FGF. As células se agregam e formam corpos embrionarios.

Ap6s aproximadamente 3 dias, metade do volume do meio foi substituido gentilmente
pelo mesmo meio fresco com adigdo de SuM de SB-431542 (inibidor da via TGFp), 3uM de
CHIR e 2uM de Dorsomorfina (inibidor da via BMP) por mais dois dias, para direcionamento
das células-tronco para a linhagem neuroectodérmica. Para gerar células progenitoras, os
esferoides corticais foram transferidos para placas previamente tratadas com matrigel para
aderirem e formarem rosetas neurais com meio de indu¢dao neural. O meio de inducdo foi
trocado a cada dois dias até a obtencdo de rosetas neurais bem formadas e enriquecidas em
células progenitoras.

As rosetas neurais foram selecionadas no dia 12 utilizando um reagente de sele¢do
comercializado pela STEMCELL, chamado STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent. As
células foram entdo recolocadas em cultura utilizando meio de expansado neural e proliferaram
dando origem as cé€lulas progenitoras neurais.

Para gerar neuronios maduros a partir das células progenitoras neurais, as células foram
cultivadas por uma semana em meio de diferenciacdo, comercializado pela STEMCELL
(STEMdiff Forebrain Neuron Differentiation) e depois cultivadas por trés semanas em meio de
maturacdo, também comercializado pela STEMCELL (STEMdiff Forebrain Neuron
Maturation).

Ap6s validagao das hNPC e neurdnios por imunofluorescéncia, 0 RNA das hNPC e dos
neurdnios foi extraido, utilizado kits especificos e seguindo recomendagdes do fabricante, e
enviado a um centro de referéncia para realizacdo do RNAseq. Essa etapa visava avaliar os
impactos das mutacdes na expressdo génica. Para investigar os efeitos das mutagdes nas
modifica¢des pos-traducionais na histona H3.3, proteinas histonas das hNPC foram extraidas

também utilizado kits comercialmente disponiveis e enviadas ao centro de referéncia para
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realizacdo da espectrometria de massas. Modificagcdes pos-traducionais também foram
avaliadas por meio de ChIP-seq. Para a avaliagdo da metilagio do DNA, o DNA das hNPC foi
extraido seguindo o protocolo do fabricante de kits especificos e enviado ao centro de referéncia

para a conducdo do WGBS.
1.4. Imunofluorescéncia para validag¢do das etapas de diferencia¢do

Para validar a geragdo de hNPC e neuronios a partir das células-tronco, foi realizada a
imunofluorescéncia. Para andlise do resultado e obten¢do das imagens, um treinamento
completo foi oferecido pelo instituto de pesquisa para manuseio e utilizacdo do microscépio
confocal, mais especificamente o Zeiss LSM780 Laser Scanning Confocal Microscope and IR
lasers + OPO.

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, as células foram fixadas com paraformaldeido
4% e sacarose 15% diluidos em PBS. As células passaram entdo pelas etapas de
permeabiliza¢do com TritonX-100 0,3% diluido em PBS, por uma etapa de bloqueio de locais
de ligacdo inespecificos com TritonX-100 0,03% em PBS e 5% de soro de cabra. Apos a etapa
de bloqueio, as células foram incubadas com os anticorpos primarios (Nestin, SOX1 ¢ PAX6
para hNPC e MAP2 para neur6nios). Estes foram diluidos em concentragdes estabelecidas em
solugdo de bloqueio e incubados nas amostras durante a noite a 4°C. No dia seguinte, as células
foram lavadas com PBS Tween 0,05% antes de serem incubadas com os anticorpos secundarios
conjugados a agentes fluorescentes 488, 594 ou 647 (diluicao: 1/1000, ALEXA), por uma hora
protegidas da luz e a temperatura ambiente. Ao final, as amostras foram montadas em um meio
de montagem contendo DAPI (ProLong™ Diamond Antifade Mountant). As imagens foram
entdo adquiridas no microscopio confocal Zeiss LSM780 Laser Scanning com uma objetiva de

aumento de 20X e analisadas usando o software Zen.
2. Cultura celular 3D (organoides cerebrais ou mini cérebros)
2.1 Geragao de organoides cerebrais

Organoides cerebrais foram gerados para estudar os efeitos das mutagdes de interesse
no tamanho dos organoides e também na estrutura interna dos mesmos. Os organoides cerebrais
foram primeiramente descritos em um artigo publicado na Nature em 2013 (LANCASTER et
al., 2013). Eles reproduzem algumas estruturas do cérebro e o modelo de "mini cérebros"
permite entdo, entre outras coisas, estudar a neurogénese e as consequéncias de alteragdes

genéticas para o desenvolvimento do cortex cerebral (FIGURA S2).
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Figura S2 - Estrutura interna dos organoides cerebrais. Organoides cerebrais recapitulam caracteristicas
do desenvolvimento do cérebro humano, incluindo estruturas da zona ventricular (ZV), areas da zona
subventricular (ZSV) e placa cortical (PC).

Fonte: Adaptado de EICHMULLER, O. L.; KNOBLICH, J. A. Human cerebral organoids - a new tool
for clinical neurology research. Nat Rev Neurol (2022).

O protocolo utilizado no laboratdrio foi o descrito e publicado por outro grupo em 2018
(QIAN et al., 2018). As hIPSC foram entdo dissociadas com accutase e semeadas em placas de
Petri em densidade muito baixa para gerar coldnias distintas. As coldnias formadas foram
incubadas com colagenase tipo I'V entre 45 minutos e 1 hora a 37°C (Colagenase tipo IV, diluida
a 1X em DMEM/F12) para desprendé-las da placa. As colonias foram entdo delicadamente
transferidas para uma placa com aderéncia ultra fraca e contendo meio especifico para células-
tronco com baixa concentracao de FGF. No dia 3, metade do volume do meio foi substituido
pelo mesmo meio fresco, ao qual foram adicionados 2 uM de dorsomorfina e 2 uM de A83-01,
inibidores da via de sinalizagdo TGF-B/SMAD que direcionam as células-tronco para a
diferenciacdo neuroectodérmica.

A partir do dia 5, os organoides cerebrais foram gradualmente expostos ao meio de
indugdo contendo um meio de base suplementado com 1uM de CHIR99021, 1 uM de SB-
431542 e 5 uM de cicloplamina para promover a dorsalizacdo dos organoides cerebrais. Dois
dias depois, os organoides cerebrais foram dispersos em gota de Matrigel, que atua como matriz
extracelular, e deixados a 37°C por 30 minutos. O Matrigel polimeriza e permite que os
organoides cerebrais expandam e organizem as estruturas internas. No dia 14, os organoides
foram dissociados do Matrigel e transferidos para placas de 60 mm contendo 5 mL de meio de
diferenciagdo, as quais foram posicionadas em um agitador orbital com agitagdo constante de
80 rpm instalado na incubadora a 37°C, para proporcionar uma melhor oxigenagdo e promover

a difusao de nutrientes, fatores de diferenciagao e maturag¢ao durante a diferenciagdo. Do dia 35
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ao dia 70, Matrigel 1% foi adicionado ao meio de diferenciagdo, o qual foi substituido por meio
de matura¢do no dia 70. Os organoides podem ser cultivados por mais de 110 dias no meio de
maturacao e os meios sao trocados duas vezes por semana.

Imagens dos organoides cerebrais foram obtidas utilizando um microscopio EVOS para
visualizacdo da presenga de estruturas internas (FIGURA S3) e para mensuracdo da area dos
mesmos. Para mensurar a area foi utilizado o software ImageJ e os graficos foram gerados no

GraphPad Prism.

2.2 Imunofluorescéncia para andlise das estruturas celulares internas dos organoides

cerebrais

Os organoides cerebrais foram fixados em paraformaldeido 4% e entdo transferidos para
solugdo de sacarose 30% por 48h a 4°C. Em seguida, os organoides foram incluidos em
cryomolds de pléstico contendo a solugdo OCT (Optimal cutting temperature), os quais foram
colocados sobre gelo seco, permitindo que o OCT solidificasse. Os organoides fixados e
congelados foram armazenados a -80°C.

Foram realizados cortes de 15 a 20um de espessura em um criostato, os quais foram
recuperados em laminas de vidro com carga e resistentes ao frio, as quais foram armazenadas
a -20°C até o uso para a imunofluorescéncia.

Para realizar a imunofluorescéncia, as laminas foram primeiramente lavadas com PBS,
para remover a OCT. Posteriormente foi realizada a etapa de permeabilizagdo com Triton-X a
0,3%, diluido em PBS. Seguindo a permeabilizacao, a caneta DAKO foi aplicada ao redor dos
cortes de tecido, com o objetivo de criar uma barreira hidrofobica ao redor da amostra. Em
seguida, os tecidos foram bloqueados utilizando 0,03% Triton-X e 10% de soro de jumento por
1 hora.

Os cortes de organoides foram entdo incubados com os anticorpos primarios (SOX2
para células progenitoras neuronais € TUJI para neurdnios), diluidos em concentragdes
estabelecidas e em solugdo de bloqueio, durante a noite a 4°C. No dia seguinte, os cortes foram
lavados com Tween 0,05% diluido em PBS, seguido da incubagdo com os anticorpos
secundarios conjugados com agentes fluorescentes 488 ou 594 (dilui¢ao: 1/1000, ALEXA), por
uma hora protegidos da luz e a temperatura ambiente. As laminas foram montadas em meio de
montagem contendo DAPI e as imagens foram visualizadas no microscépio confocal Zeiss
LSM780 Laser Scanning com a objetiva de aumento de 20X e analisadas usando o software

Zen (FIGURA S3).
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Figura S3 - Imagens Brightfield e de imunofluorescéncia evidenciando as estruturas internas dos
organoides cerebrais nos diferentes grupos. Observa-se estruturas internas mimetizando o ventriculo
cerebral em imagens Brightfield. As mesmas sdo vistas nas imagens resultantes da imunofluorescéncia,
onde observamos também a marca¢do para marcador de células progenitoras neuronais (SOX2) em
vermelho e para neurdnios (Tujl) em verde no grupo controle e nos grupos contendo as mutacdes de

interesse. WT: wild-type.
Fonte: Produzido pelo proprio autor.

3. Modelo animal

Com o objetivo de estudar os efeitos das mutacdes de interesse em histona H3.3 in vivo,
modelo animal de camundongo Knock-In Direto (DKI) com as mutagdes germinativas
heterozigdticas H3f3a p.A29T e H3f3a p.A29P foi gerado. Neste caso as duas mutagdes foram
inseridas no mesmo gene, para avaliar o efeito da troca de aminoacidos propriamente dita. A
utiliza¢ao deste modelo tem o potencial de auxiliar na compreensao do papel dessas mutagdes
durante o neurodesenvolvimento e pode fornecer insights adicionais sobre os mecanismos por
tras dos fendtipos opostos de macrocefalia e microcefalia nos pacientes portadores das

mutacgoes.
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3.1 CRISPR-Cas9 para edi¢do genémica do modelo animal

Para realizar a edi¢do do genoma dos camundongos inserindo as muta¢des H3f3a
p.A29T e H3f3a p.A29P, foi desenhado um gRNA complementar a regido de interesse e dois
ssODN, consistindo na sequéncia do DNA molde contento as mutagdes de interesse. No
desenho do ssODN foram incorporadas também 3 mutagdes silenciosas para prevenir o
reconhecimento do DNA template pela Cas9 e inibir o corte indesejado do mesmo.

Foi realizada a microinje¢ao desses componentes ¢ também da enzima Cas9 (50 ng/ul
de gRNA: 20 ng/pul de ssODN:50 ng/ul de Cas9) em embrides na fase de blastocisto obtidos de
camundongo fémea da linhagem B6C3H que havia cruzado com macho também B6C3H. Os
blastocistos submetidos ao CRISPR-Cas9 foram entdo posteriormente reimplantados em outra
fémea pseudo-gravida para obtencdo dos filhotes contendo as mutacdes.

Apds nascimento dos filhotes, os mesmos foram genotipados por meio da técnica de
sequenciamento de Sanger (FIGURA S4A). O DNA genomico de camundongos com idade
entre 7 e 21 dias foi extraido de um fragmento da cauda. O DNA foi amplificado por PCR
convencional com o reagente MyTaq™ HS Red Mix (Bioline) e primers especificos para a
regido de interesse. Os cromatogramas gerados pelo sequenciamento foram analisados
pareando-os com a sequéncia referéncia do genoma. Os camundongos positivos para as
mutagdes foram utilizados como mosaic founders para a obtencao das geragdes seguintes. No
caso dos founders, eles também foram genotipados por MiSeq (FIGURA S4A).

A estratégia de reproducao para estabelecer os camundongos mutantes heterozigotos
para as mutacdes H3f3a p.A29T e H3f3a p.A29P consistiu no acasalamento dos mosaic
founders com camundongos wild-type (selvagens) da linhagem C57BL/6 (FIGURA S4B).

Assim que a linhagem com a mutacdo for estabelecida (2 partir da geracdo 2),
experimentos serdo conduzidos para caracterizar fenotipicamente os modelos de camundongo
H3f3a p.A29T e H3f3a p.A29P realizando mensuracdes do peso e tamanho corporal, incluindo
medi¢des da cabeca, testes comportamentais, necropsia de corpo inteiro, coleta de embrides e
outros estudos funcionais relacionados. Serdo conduzidos experimentos para avaliar os
potenciais efeitos das mutagdes durante o neurodesenvolvimento, no fenotipo cerebral e no
desenvolvimento de outros 6rgdos. Investigacdes dos efeitos das mutacdes no epigenoma e

transcriptoma serdo também realizadas por meio de diferentes técnicas, incluindo NGS.
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Figura S4 - Genotipagem dos founders e estratégia de reproducdo para estabelecimento das linhagens.
(A) Cromatograma e resultado de MiSeq ilustrativos de um caso de founder positivo para a mutagio
H3f3a p.A29T. (B) A estratégia de reproducdo consistiu no acasalamento dos mosaic founders da
linhagem B6C3H com camundongos wild-type da linhagem C57BL/6 para obtencdo da geragdo 1 (G1).
Para o estabelecimento das geragdes seguintes, camundongos heterozigotos para a mutagdo nascidos na
geragdo anterior foram cruzados com camundongos C57BL/6 wild-type, até obter numero suficiente de
animais.

Fonte: Producao do proprio autor (produzida em parte utilizando o BioRender (BioRender.com)).

4. Outras atividades

Além da participagao direta no projeto do grupo da professora Jabado, durante o periodo
do sanduiche também houve participacdo em projeto liderado pela orientadora Carolina
Cavalieri Gomes, com foco em estudos de alteragdes moleculares em tumores dos maxilares,
em parceria com a professora Nada Jabado.

O projeto visou a caracterizagdo gendmica do fibroma cemento-ossificante dos
maxilares, por meio de combinacao de técnicas de NGS, incluindo WES e RNA-seq. Por meio
destas técnicas e da andlise bioinformatica subsequente foram investigadas mutacdes

patogénicas, genes de fusdo e alteragdes no ntimero de coOpias. Estudos prévios haviam
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interrogado alteragdes genéticas no fibroma cemento-ossificante apenas por meio de técnicas
com alvos especificos. Esta foi o primeiro estudo a investiga-las em escala global.

Os resultados deste estudo desenvolvido no laboratério da professora Jabado foram
redigidos sob forma de artigo cientifico e publicado no peridodico Modern Pathology (GOMEZ
et al., 2024) (APENDICE C).

5. Contribui¢des do doutorado sanduiche para a formac¢ao académica

O estagio sanduiche no periodo de 12 meses no laboratorio da professora Nada Jabado
foi uma oportunidade muito enriquecedora, pois permitiu o aprendizado e execuc¢do de variadas
técnicas laboratoriais, as quais sdo importantes para pesquisa no campo da patologia.

Dentre as técnicas aprendidas estdo: Edi¢do do genoma de células e animais pela
tecnologia CRISPR-Cas9; cultura celular; imunofluorescéncia; sequenciamento de Sanger;
NGS; geragdo de organoides cerebrais; extracdo de histonas; trabalho com modelo animal,
incluindo genotipagem de animais ¢ manejo dos mesmos para execugdo da estratégia de
acasalamento e obtencdo das geracdes adequadas para as etapas experimentais. Treinamento
avangado foi realizado no centro de referéncia em trabalho com modelo animal do instituto de
pesquisa, incluindo o aprendizado do manejo dos animais, eutandsia, perfusdo, injegdes
subcutaneas e coleta de embrides. Além disso, durante o estagio, foi dada a oportunidade de
aprender e desenvolver habilidades de interpretacdo de resultados de NGS, como RNA-seq,
ChIP-seq e WGBS, além de resultados de espectrometria de massas.

ApOs passar por treinamentos, aprender e executar as técnicas, fui considerada pela
equipe do laboratdrio apta a treinar alunos recém-chegados para a execucdo de algumas das
técnicas, incluindo o desenvolvimento de organoides cerebrais. Esta foi uma oportunidade de
compartilhar conhecimento, desenvolver habilidades de ensino e trabalhar em equipe. Assim,
considero que o periodo de doutorado sanduiche contribuiu muito e enriqueceu a minha
formagao académica, tendo sido uma oportunidade unica de trabalhar em um laboratorio de

ponta reconhecido internacionalmente.
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Cemento-ossifying fibroma (COF) of the jaws is currently classified as a benign mesenchymal
odontogenic tumor, and only targeted approaches have been used to assess its genetic alterations. A
minimal proportion of COFs harbor CDC73 somatic mutations, and copy number alterations (CNAs)
involving chromosomes 7 and 12 have recently been reported in a small proportion of cases.
However, the genetic background of COFs remains obscure. We used a combination of whole-exome
sequencing and RNA sequencing to assess somatic mutations, fusion transcripts, and CNAs in a
cohort of 12 freshly collected COFs. No recurrent fusions have been identified among the 5 cases
successfully analyzed by RNA sequencing, with in-frame fusions being detected in 2 cases
(MARS1::GOLTTB and PARG::BMS1 in one case and NCLN::FZR1 and NFIC::SAMDT in the other case)
and no candidate fusions identified for the remaining 3 cases. No recurrent pathogenic mutations
were detected in the 11 cases that had undergone whole-exome sequencing. A KRAS p.L19F missense
variant was detected in one case, and 2 CDC73 deletions were detected in another case. The other
variants were of uncertain significance and included variants in PC, ACTB, DOK6, HACE1, and COL1A2
and previously unreported variants in PTPN14, ATP5F1C, APOBECI, HDACS, ATF7IP, PARP2, and ACTR3B.
The affected genes do not clearly converge on any signaling pathway. CNAs were detected in 5/11
cases (45%), with copy gains involving chromosome 12 occurring in 3/11 cases (27%). In conclusion,
no recurrent fusions or pathogenic variants have been detected in the present COF cohort, with copy
gains involving chromosome 12 occurring in 27% of cases.

© 2023 United States & Canadian Academy of Pathology. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

odontogenic tumor.' It arises in the tooth-bearing areas of the
jaws.! Clinically, a COF presents as an expansive asymptomatic

The cemento-ossifying fibroma (COF) is a benign fibro-osseous ~ enlargement, mainly affecting the posterior region of the

neoplasm currently classified
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as a benign mesenchymal mandible.” Radiographic examinations show a well-defined

radiolucent image in early stages and radiopaque deposits that
increase over time.”" The first choice of treatment is conservative
surgery by enucleation and curettage, and it rarely recurs.” COF is
microscopically characterized by the production of bone and
cementum-like calcifications in a fibrous connective stroma.' In

~Eosike 0893-3952/$ - see front matter © 2023 United States & Canadian Academy of Pathology. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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