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RESUMO

O ameloblastoma € um tumor odontogénico epitelial benigno que apresenta
comportamento agressivo e elevadas taxas de recorréncia. As duas principais
variantes de ameloblastoma apresentam diferengas relevantes no comportamento
biolégico, sendo a multicistica mais agressiva e invasiva que a unicistica. A
desregulagédo na expressao de genes do ciclo celular e de genes de reparo do DNA
esta envolvida com diferentes caracteristicas s de células neoplasicas, como invasao
e migracao e também pode estar relacionada a progressao de tumores e lesdes pre-
malignas. Levando isso em consideragao, o objetivo do presente estudo foi avaliar
diferencas no perfil de expressao de genes do ciclo celular e de reparo do DNA em
ameloblastoma multicistico e unicistico. No ensaio para avaliagdo de genes do ciclo
celular foram investigados 84 genes e incluidas 3 amostras de cada variante,
enquanto no ensaio de genes de reparo do DNA foram investigados 48 genes em 4
amostras de cada variante. Os resultados apontaram catorze genes com expressao
diferenciada no ensaio de ciclo celular, sendo que dez estdo mais expressos em
multicistico: CCND1, CCNG2, CCNT1, CDK5RAP1, CDK6, HUS1, MAD2L1, MCMS,

SKP2, TP53 equatro apresentaram menor expressao em multicistico comparado ao
unicistico: BCCIP, CCNC, CDK1 e MAD2L2. No ensaio de genes dereparo do DNA,
0os genes CHEK2 e NTHL1 apresentaram maior expressao em multicistico, se
comparado a unicistico. Nas amostras avaliadas, a atividade transcricional dos genes
nas amostras da variante multicistica se mostrou mais elevada do que na unicistica,
em ambos os ensaios. Concluimos que genes relacionados ao controle do ciclo celular
e ao reparo do DNA sao diferencialmente expressos nas variantes de ameloblastoma
e podem estar relacionados a diferenga no comportamento bioldgico. A investigacao
dos genes diferentemente expressos em um maior numero de amostras e estudos
funcionais podem ajudar a elucidar possiveis mecanismos por tras da patogénese e

evolugcao dos ameloblastomas.

Palavras-chave: ameloblastoma; ameloblastoma multicistico; ameloblastoma
unicistico; tumor odontogénico; ciclo celular; dano ao dna; reparo do dna; gpcr array;

expressao génica.



ABSTRACT

Ameloblastoma is a benign epithelial odontogenic tumor with aggressive behavior and
high recurrence rates. The two major variants of ameloblastoma present distinct
biological behavior, while multicystic are more aggressive and infiltrative, the unicystic
is encapsulate and more indolent. Desregulation in cell cycle gene expression and
DNA repair genes are associated with different neoplastic cell characteristics, such as
invasion and migration and also can be related to progression of tumors and
precancerous lesions. The present study aimed to evaluate and to compare the gene
expression profile of multicystic and unicystic ameloblastoma by using quantitative real
time PCR array (QPCR array). Cell cycle gPCR array included 84 genes and three
samples of each variant were investigated. DNA repair genes qPCR included 48 genes
and four samples of each variant were investigated. The results showed fourteen
genes differentially expressed in the cell cycle assay, of which ten were upregulated in
multicystic compared to unicystic.: CCND1, CCNG2, CCNT1, CDK5RAP1, CDKE6,
HUS1, MAD2L1, MCM5, SKP2, TP53 and four genes showed lower expression in
multicystic compared the unicystic: BCCIP, CCNC, CDK1 and MADZ2L2. In the DNA
repair genes experiment, NTHL1 and CHEKZ2 showed higher expression in multicystic
compared to unicystic. In the evaluated samples, gene transcriptional activity in
samples of multicystic variant were higher than unicystic, in both tests. We conclude
that relative expression of cell cycle genes and genes related to DNA damage
response are differentially expressed in ameloblastoma variants and may be related
to the distinct biological behavior. Further studies on the impact of such genes in the
biological behavior of ameloblastoma cells might shed light on the mechanisms

underlining pathogenesis and evolution of ameloblastoma tumor.

Key words: ameloblastoma; multicystic ameloblastoma; unicystic ameloblastoma;
odontogenic tumor; cell cycle genes; dna damage; dna repair genes; qpcr array;

gene expression.
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1 - INTRODUGAO

O ameloblastoma € um tumor odontogénico derivado do epitélio odontogénico
e, apesar de ser benigno, possui comportamento invasivo e agressivo, além da grande
tendéncia de recidivar. Este tumor desenvolve-se na mandibula e na maxila e é
classificado em quatro variantes pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS):
multicistico, unicistico, desmoplasico e periférico (Barnes, 2008). O presente estudo
focou nas duas primeiras variantes, devido a maior taxa de frequéncia e as diferencgas
discrepantes no comportamento biolégico (HERTOG, 2012; MELROSE, 1999;
BARNES, 2005). Dentre as varias alteragcbes moleculares encontradas nos diferentes
subtipos de ameloblastoma, a mutagcdo BRAF V600E € uma das mais relevantes. Esta
mutacdo leva a ativacdo constitutiva da via de proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK), que esta relacionada a importantes processos celulares como
proliferagao, diferenciacdo e migragao (DHILLON, 2007). No entanto, a mutagao
BRAF V600E é encontrada em alta frequéncia tanto em ameloblastoma multicistico
quanto unicistico (KURPPA, 2013; BROWN, 2014; BRUNNER; 2015; DINIZ, 2015;
SWEENEY, 2015), o que nos leva a questionar se eventos moleculares adicionais

seriam responsaveis por maior agressividade do subtipo multicistico.

Alteracbes na regulacdo do ciclo celular tém sido associadas com o
desenvolvimento de varios tipos de neoplasias, incluindo tumores odontogénicos
(KUMAR, 2011). O ciclo celular se divide em quatro fases, G1, S, G2 e M, e é regulado
rigidamente por moléculas durante todas as fases de transi¢do. As principais
moléculas envolvidas s&o as ciclinas e as quinases dependentes de ciclinas (CDK),
dado que elas sao responsaveis diretas pela progressao do ciclo celular (CORDON-
CARDO, 1995; BUNZ, 2008; MASSAGUE, 2004). Alteracdes de expresséo de CDKs
foram relatadas em melanoma, sarcomas, glioma, entre outros (WOLFEL, 1995).
Alteragcbes em ciclinas também foram encontradas em carcinomas de células
escamosas no es6fago, bexiga, pulmdo e mama (HALL e PETERS, 1996; WOLFEL,
1995). Em estudos imunoistoquimicos em ameloblastoma foi reportada relevante
expressao de marcadores proliferativos como ki-67, PCNA e ciclina D1 (BOLOGNA-
MOLINA, 2008; SANDRA, 2001). Colocalizagdo da ciclina D1 foi observada com
EGFR nuclear, um importante proto-oncogene, nas células neoplasicas de
ameloblastoma (PEREIRA, 2015).
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Durante a replicagdo do DNA no ciclo celular e durante o envelhecimento, o DNA
sofre constantemente danos a sua estrutura, causados tanto por agentes endégenos
quanto exdgenos. Danos ao DNA né&o reparados podem ser responsaveis por gerar
instabilidade gendmica e, consequentemente, deixar as células mais vulneraveis a
uma possivel tumorigénese. Os principais danos causados ao DNA sao quebra de
dupla fita do DNA, formacao de adutos de DNA, alteragdes em uma base nitrogenada
ou um nucleotideo e formagado de dimeros (ALBERTS, 2006; HILLS and DIFFLEY,
2014). Para cada dano causado, o organismo responde com um sistema de reparo
especifico, que inclui enzimas de “Mismatch-repair” capazes de reparar um mal
pareamento (MMR) e executar uma excisdo de nucleotideo ou base, do inglés
“Nucleotide excision repair” (NER) e “Base excision repair’ (BER). Também existem
enzimas capazes de reparar por recombinagdo homdloga, ou “Homologous
recombinational repair” (HRR) ou por extremidades nao-homdélogas, “Non-
homologous end joining” (NHEJ) (BERNSTEIN, 2002). Alteracbes em genes de reparo
do DNA estdo descritas em varias neoplasias, como em cancer de bexiga, pulméao,
mama e ovario, carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo (revisado em
OLIVIER, 2010; revisado em TOSS, 2015; MASICA, 2015; DAMINENI, 2014). A
ativacao da resposta ao dano ao DNA também tem sido associada com a progressao
de tumores e lesdes pré-neoplasicas (BARTKOVA, 2005; GORGOULIS 2005). Em
ameloblastoma, apesar dos avangos dos ultimos anos em entender sua patogénese,
0s mecanismos moleculares responsaveis pela sua progressao e pela variagdo no

fendtipo de agressividade e capacidade infiltrativa ainda € pobremente esclarecido.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Tumores Odontogénicos

Os tumores odontogénicos constituem um grupo de lesGes derivadas do tecido
odontogénico epitelial, mesenquimal, ou de ambos, que variam de neoplasias
benignas e malignas, até hamartoma ou outras desordens proliferativas nao
neoplasicas (BARNES, 2005). Estes tumores podem ser encontrados em tecidos
moles, como gengiva, nas areas que dao suporte aos dentes, sendo que os mais
frequentes sdo intradsseos. Ocorrem predominante na mandibula e em menor
frequéncia na maxila (BARNES, 2005).

Os tumores odontogénicos s&o classificados, de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), em tipo de tecido e benignidade/malignidade, sendo eles:
tumor odontogénico epitelial, tumor odontogénico epitélio/ectomesenquimal e tumor
odontogénico ectomesenquimal, as lesbes benignas. Carcinoma odontogénico e
sarcoma odontogénico, as lesbes malignas. Dentre os tumores do epitélio
odontogénico estd o ameloblastoma, classificado pela OMS nos subtipos

multicistico/sdlido, extra dsseo/periférico, desmoplasico e unicistico (BARNES, 2005).

2.2 - Ameloblastoma

O nome ameloblastoma ¢é derivado da palavra ameloblasto, que
etimologicamente vém da antiga palavra grega “Amel” que significa esmalte, e
“Blasto”, germe. (GARNIER E DELAMARE, 1984; PACIORNICK, 1975). Os
ameloblastos sédo as células responsaveis pela produ¢ao do esmalte do dente, que
passam por fases de desenvolvimento durante a odontogénese que vao desde células
indiferenciadas do epitélio interno do 6érgédo do esmalte, passando por pré-
ameloblastos, até o ameloblasto propriamente dito. (KATCHBURIAN & ARANA,
2004). O ameloblastoma é um tumor odontogénico que acredita-se ser derivado de
células epiteliais do germe dentario, incluindo células da Iamina dentaria e do érgao
do esmalte (revisado em MELROSE, 1999). O ameloblastoma & benigno, de alta
relevancia clinica, sendo o segundo mais comum dos tumores odontogénicos, e

possui uma forte tendéncia de recidivar apés remogao cirurgica (HERTOG, 2012).

Apesar da benignidade, o ameloblastoma € localmente invasivo e possui
comportamento potencialmente destrutivo (AHMED & EL-AZAB, 2008), devido a
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capacidade de infiltrar nos tecidos adjacentes e de possuir um crescimento expansivo.
Ocorre na mandibula e na maxila, sendo que 80% das lesdes da mandibula se
encontram na regido posterior. As lesdes na maxila ocorrem com mais frequéncia
também na regido posterior (BARNES, 2005).

2.3 - Ameloblastoma multicistico/sélido

O tipo mais comum de ameloblastoma é classificado como multicistico,
representando 10% dos tumores odontogénicos em maxila e mandibula. Este tipo
apresenta crescimento lento, assintomatico e € localmente invasivo devido a sua
capacidade de infiltrar nas adjacéncias do tumor, como nos espacos medulares e
cortical do osso (BACHMANN & LINFESTY, 2009). Na Figura 1 & possivel visualizar
a pega cirurgica da variante multicistica, apresentando destruicdo do tecido 6sseo
adjacente.De acordo com Neville (2009), existem cinco subtipos histolégicos de
ameloblastoma multicistico, o folicular, plexiforme, acantomatoso, de células basais e
de células granulares. Os dois primeiros subtipos s&do mais frequentes, sendo que

para fins clinicos nao ha relevancia.
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Figura 1 - Peca cirurgica da variante multicistica de ameloblastoma mostrando limites

imprecisos e envolvimento do osso mandibular na leséo.
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2.4 - Ameloblastoma Unicistico

A variante unicistica corresponde de 5% a 15% de todos os casos de
ameloblastomas e mais de 90% dos casos acometem a mandibula. Esta variante se
apresenta como um cisto devido a presenga de uma capsula fibrosa que envolve a
lesdo, caracteristica associada a tendéncia de menor agressividade e melhor
prognostico quando comparada a multicistica. Todavia, ainda se apresenta como
localmente destrutiva devido ao seu crescimento expansivo. (GARDNER, 1996;
BARNES, 2005). Apos a cirurgia de excisdo de uma lesdao de ameloblastoma
unicistico € possivel identificar a presenca da capsula fibrosa envolvendo a lesao
(Figura 2). De acordo com Neville (2009) existem trés subtipos histopatologicos de

ameloblastoma unicistico, luminal, intraluminal/plexiforme ou mural.
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Figura 2 - Peca cirurgica da variante unicistica de ameloblastoma em que € possivel
observar os limites mais precisos delimitados pela capsula, bem como o envolvimento

da coroa do dente na lesao.
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2.5 - Ameloblastoma multicistico versus ameloblastoma unicistico

E sabido que as variantes multicistica e unicistica diferem no quesito invasao e
infiltracdo nos tecidos adjacentes, comportamento que reflete também a
presenga/auséncia de capsula envolvendo o tumor. A variante multicistica é
considerada mais agressiva e nao possui capsula fibrosa, ao contrario da variante
unicistica. Até o momento alguns poucos estudos tiveram como foco tentar elucidar
essa diferenca de comportamento clinico e biolégico entre as variantes de

ameloblastoma.

Em uma série de estudos recentes a mutagcdo BRAF V600E foi encontrada em
alta frequéncia em ameloblastomas do tipo multicistico e unicistico (KURPPA, 2013;
BROWN, 2014; BRUNNER; 2015; DINIZ, 2015; SWEENEY, 2015). Esta mutagao
resulta na ativagdo constitutiva da proteina BRAF, levando a desregulacédo da via
MAPK, uma via importante para processos celulares como proliferacdo, apoptose,
motilidade e diferenciagao celular (DHILLON, 2007). A presenga da mutacdo BRAF
V600E em ameloblastoma, independentemente do tipo, aponta semelhanga na
patogénese das variantes. Ainda nao foi estabelecido se diferentes niveis de ativacao
da via MAPK, ou se outros mecanismos moleculares independentes, estariam por tras

da diferengca comportamental entre os subtipos de ameloblastoma.

No estudo de Bologna-Molina e colaboradores (2008), foi demonstrada
imunoexpressao mais baixa de Syndecan-1 (SDC7) em ameloblastoma multicistico,
quando comparado com unicistico. SDC1 codifica uma proteina da superficie celular
relacionada a interagao entre matriz e célula e sua perda pode estar associada com o
comportamento infiltrativo da variante multicistica. Em outro estudo, foi reportado alto
indice imunorreativo de metaloprotease CD10 em células estromais periféricas de
ameloblastoma multicistico, quando comparado com unicistico (IEZZI, 2008). CD10
esta presente na membrana celular e esta correlacionada com o crescimento de
tumores; sua alta expressao sugere uma participagdo no comportamento mais

agressivo dos tumores multicisticos.

Outras alteragdes moleculares foram descritas tanto em ameloblastoma
multicistico como unicistico, tais como elevada expressdao da proteina P53
(SALEHINEJAD, 2011), e PTCH, e outros genes supressores de tumor (KUMAMOTO,



24

2004). Mutagéo no gene ameloblastina, cuja proteina esta envolvida na diferenciacédo
do epitélio do esmalte, também foi encontrada em ambas variantes (PERDIGAO,
2004). Outras alteracdes encontradas em ameloblastoma foram revisadas por Gomes
e colaboradores em 2010, entretanto, as diferengas nas vias celulares que regulam a
proliferagdo, bem como os mecanismos moleculares por tras da formagao de capsula
na variante unicistica e da diferenga de comportamento entre as variantes ainda nao

sdo esclarecidos.

2.6 - Ciclo Celular

O ciclo pelo qual as células que estdo se dividindo constantemente, ou a base
de estimulos, passam durante a replicacdo € chamado de ciclo celular. O ciclo celular
é dividido em varias fases bem compreendidas que recebem o nome de fase G1 (gap
1) de crescimento celular, sintese do DNA, ou fase S, fase G2 (gap 2) onde ocorre a
distribuicdo dos cromossomos duplicados as células-filhas e, por ultimo, divisao
celular, chamada de mitose ou fase M (ALBERTS, 2006). Além dessas etapas, deve-
se considerar também os importantes mecanismos de regulagdo de parada,
checkpoint, reparo e controle negativo do ciclo. A regulacdo dessas etapas é
fundamental para o desenvolvimento normal das células e alteragcdes nesse processo
podem levar a formagéo de neoplasias (CORDON-CARDO, 1995).

As principais moléculas responsaveis pela ativacdo de cada fase do ciclo celular
sdo as proteinas chamadas ciclinas. Em cada estagio, uma ciclina especifica se liga
e ativa uma proteina quinase, chamada de quinase dependente de ciclina, ou CDK.
Quando o complexo CDK-ciclina é ativado, ele fosforila substratos caracteristicos a
cada fase por meio de transferéncia de grupo fosfato de ATP para residuos proteicos
(BUNZ, 2008). Existem também as CDKIs, inibidoras de CDK, que podem atuar
interrompendo a progressao do ciclo celular, caso haja uma condi¢cado desfavoravel.
Todas estas proteinas atuam de maneira coordenada nas varias etapas do ciclo.
(HARTWELL & KASTAN, 1994). Na figura 3 € mostrada a progressao do ciclo celular

conduzida por CDKs e ciclinas.
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Figura 3 - Progressao do ciclo celular conduzida por CDKs e ciclinas. Sinais mitéticos
promovem a entrada da célula no ciclo celular ao estimular CDK4 e CDK6, enquanto
checkpoints anti-proliferativos inibem atividade de CDK4-CDK®6 ou induzem atividade
do inibidor de CDK4 e CDK®6, p16. O complexo ativado CDK4-CDKG6 inicia a
fosforilagdo de alguns substratos fundamentais, incluindo a proteina Rb, que ativa e
desencadeia o programa de expressao génica que € coordenado pela familia de
fatores de transcricdo E2F. Com isso inicia-se a transcricdo de ciclinas E e A e,
consequentemente, CDK2 é ativada, o que contribui para a fosforilacdo de RB e
também para iniciar a replicacdo de DNA. A inibicdo de CDK2 pode ocorrer
diretamente por checkpoints ou pelos inibidores p21 e p27 (KIP1). Com o fim da
replicacdo de DNA, um complexo formado por CDK1-ciclina A fosforila substratos-alvo
na fase G2. Caso nao haja dano ao DNA, a célula ativa o complexo CDK1-CycB para
progredir para a fase seguinte, mitose. No entanto, existem checkpoints que podem
limitar a atividade de CDK1 e deter a progressao mitética. A degradacéao da ciclina B
por proteases € necessaria para a progressao da anafase e a producao de duas
células-filha no final do ciclo. Apds a fase M, se a célula continuar no ciclo celular, é
necessario desfosforilar Rb para entrar novamente na fase G1 e a célula voltar a ser

responsiva aos sinais mitéticos. No quadro, CDKs, ciclinas e outras moléculas que



26

constituem o programa de expresséo génica de RB-E2F durante varias fases do ciclo.
(Adaptado de: ASGHAR, 2015)

2.7 - Fase G1

Entre a fase M, em que a célula se divide, e a fase S, quando ocorre duplicagao
do material genético, existe o intervalo G1, ou Gap 1. O mecanismo de entrada em
G1 e progresséo para a proxima fase € diferente em cada célula, porém o que é
comum para todas é a dependéncia das CDKs. A ativagcdo das CDKs determinara os
proximos passos do ciclo celular ao se ligar a ciclinas especificas (MASSAGUE,
2004).

Nessa fase, a célula é responsavel por corrigir danos ao DNA e erros no
mecanismo de replicacdo (MASSAGUE, 2004). Além disso, ocorre também aumento
do conteudo celular, ja como preparo para divisdo celular posteriormente e, com isso,
ha um aumento da sintese de proteinas e RNA. A G1 também é a fase em que a
célula “decide” se entrara em GO, que é o estado quiescente da célula, ou continuara

com o ciclo celular, prosseguindo para a fase S (FOSTER, 2010)

A ciclina D1, codificada pelo gene CCND1 e as CDKs 4 e 6 sao protagonistas na
progressao da fase G1 para a fase S, mas além da acao de ciclinas, o avancgo do ciclo
celular é regulado por outras moléculas que sofrem interagdo com o complexo ciclina-
CDK. Em G1 existem duas moléculas cruciais para o desenvolvimento do ciclo, a RB,
que é codificada pelo gene RB1. Esse gene funciona como supressor de tumor e,
quando mutado, é responsavel por neoplasias como retinoblastoma. Outra molécula
importante é o fator de transcricao E2F, que modula a atividade de outras proteinas
(BUNZ, 2008).

Ainda de acordo com Bunz (2008), na fase G1, a proteina RB e E2F estéo ligadas
uma na outra, o que impede a proteina E2F de se ligar a promotores de genes e
codifica-los. Nessa fase ha aumento da transcricdo do gene CCND1 e,
consequentemente, ocorre aumento da ciclina D1 que ativa as CDKs 4 e 6,
responsaveis por fosforilar RB. Com a RB fosforilada, E2F & capaz de regular
positivamente a transcricdo de genes no nucleo ja que ela se libera do complexo

formado anteriormente. Um dos genes ativados € o CCNE1, responsavel por codificar
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ciclina E que, ao lado da CDK2, é encarregada de dar prosseguimento a fase S, de
sintese de DNA.

O DNA da célula esta sujeito a varios tipos de danos, causado por radiagéo,
agentes quimicos ou mesmo agentes enddgenos como especies reativas de oxigénio,
bioproduto do metabolismo. Se os mecanismos de verificacdo e corregao detectam
algum defeito na integridade do DNA, o ciclo celular para em G1 para tentar reparar
ou induzir apoptose na célula, porém se esses mecanismos de reparo falham, a célula
pode acumular erros que sao consistentes com a possivel formagao de neoplasias.
(MASSAGUE, 2004)

2.8 - Fase S - Sintese de DNA
O processo de sintese, ou duplicagdo de DNA, envolve varias moléculas que
desenvolvem atividades necessarias a replicacéo fidedigna, ou seja, que garantam

que o genoma passado as células futuras seja mais livre de erros possivel.

A replicagao do DNA se inicia nas origens de replicagdo, regides com sequéncias
especificas de nucleotideos encarregados de determinar onde a duplicagao se iniciara
(ALBERTS, 2006). Logo na fase G1, anterior a fase de sintese, existe um complexo
pré replicativo formado por proteinas helicases do complexo MCM, uma proteina que
funciona como carregadora dessa helicase, a Cdc6, e um complexo de
reconhecimento de origem (ORCs). A replicagao € ativada por acdo de uma proteina
quinase, a S-Cdk, que atuara nesse conjunto apenas na fase S, fazendo com que haja
controle da atividade normal da duplicagdo do DNA (ALBERTS, 2004).

As proteinas do complexo MCM, ou complexo de manutencdo de mini-
Cromossomos, sao responsaveis pelos processos de iniciacdo e extensdo do DNA,
por meio de interagdes com a forquilha de replicagéo (LEE & HURWITZ, 2001). Além
disso, elas também sao encarregadas de controlar a replicagdo para que ela nao

ocorra mais de uma vez por ciclo (revisado em BLOW & DUTTA, 2005).

O complexo MCM ja foi associado diversas vezes a variados tipos de neoplasias,
por exemplo, em um estudo utilizando tumores de glandulas salivares, a proteina

MCM-2 apresentou altos niveis de expresséo tanto em lesdes benignas, quanto
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malignas (VARGAS, 2008) pode também ser considerado um marcador pré-
neoplasico (ALISON, 2002).

As ORCs, ou proteinas do complexo de reconhecimento de origem,
desempenham papéis fundamentais na replicacdo do DNA ao auxiliar no complexo
pré replicativo, ajudando a reconhecer onde e quando a duplicagao tera inicio. Estas
sao proteinas heteroméricas que, em conjunto com as outras, cooperam para manter
o equilibrio da maquinaria replicativa. A fita dupla de DNA se abre por agcdo de
proteinas iniciadoras, que quebram as liga¢cdes de hidrogénio entre os nucleotideos
e, quando a replicacao se inicia, as fitas formam a forquilha de replicagdo. Em conjunto
com as helicases, responsaveis por abrir as fitas de DNA a medida que a forquilha
progride, formam a maquinaria encarregada de duplicar o material genético (revisado
em MECHALI, 2010; ALBERTS, 2004).

A DNA polimerase ¢é a proteina chave dessa maquinaria pois, ao utilizar uma fita
simples de DNA como molde, ela executa a duplicagéo ao polimerizar uma sequéncia
exata complementar a do molde, sempre adicionando nucleotideos no sentido 5’-
trifosfato até 3’-OH terminal. A DNA polimerase se associa ao DNA e se desloca sobre
ele por varios ciclos de polimerizagdo e uma das grandes responsabilidades desta
enzima, € manter a fidelidade de replicagdo, ou seja, corrigir os proprios erros de

pareamento, evitando acumulo de falhas nas células (ALBERTS, 2006).

Todo o processo de replicacdo, desde o complexo pré-replicativo em G1, até a
formagao de novas fitas, é controlado rigidamente por varias moléculas. Porém, estes
eventos celulares sao suscetiveis a erros que, se nao corrigidos, podem levar a
complicagdes nas células e causar uma instabilidade gendmica. A célula s6 entra na
préxima fase, G2, quando esta em condigdes de continuar o ciclo celular, ou seja,
quando a célula se encontra livre de erros. Porém, € possivel que alguns erros
consigam passar pelo sistema de reparo e, com isso, a célula passa a acumular

defeitos.

29 - Fase G2
A fase G2, é o checkpoint entre a replicacao do DNA e a mitose. Essa fase é

importante para evitar que a célula entre em mitose, caso ela tenha sofrido danos em
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periodos anteriores. Assim como em G1, G2 funciona como um sistema de verificagao

de erros, caso necessario e preparagao para proxima fase (ALBERTS, 2006).

A entrada da célula na fase de mitose é conduzida por uma proteina quinase
regulatoria, CdC2/ciclina B, que é regulada por outras moléculas. Em G2, caso ocorra
dano ao DNA, varias proteinas sao ativadas a fim de parar a célula para que ocorra a
correcao ou, se preciso, apoptose. Existem, principalmente, duas proteinas quinases
que sao ativadas nessas ocasides, ATR e ATM. A ATR quando ativada, fosforila a
ChK1 e ATM fosforila CHEK2. Ambas bloqueiam a atividade de CdC25, que por sua
vez, ira bloquear a acdo de CDC2/ciclina B, proporcionando a parada estratégica da
célula, entdo a partir dai as proteinas responsaveis por reparo ou apoptose irdo atuar
(CAMPBELL, 2002). Caso a célula repare os possiveis defeitos, ou ndo tenha danos
a corrigir, ela pode prosseguir para a proxima fase de divisdo celular. Entretanto,
existem os casos em que algum gene do sistema de reparo sofre mutagao e a célula

esta sob o risco de acumular defeitos.

2.10 - Fase M - Mitose

A fase M é constituida de dois estagios, a mitose e a citocinese. A grande
responsabilidade da fase mitotica, € conseguir separar e distribuir com sucesso, os
cromossomos duplicados na fase S, de forma ordenada, para que cada célula-filha
receba uma codpia idéntica do genoma. Isto somente € possivel por meio da agao de
diversas proteinas que atuam em conjunto formando uma maquinaria complexa. A
mitose € dividida em cinco fases, profase, prometafase, metafase, anafase e telofase
(ALBERTS, 2006).

Na primeira fase da mitose, a profase, as cromatides irmés ja estdo ligadas umas
as outras, via agao das coesinas. O complexo da coesina é formado por quatro
proteinas, SMC1A, SMC3, RAD21/SCC1 e STAG/SCC3/SA e é fundamental para
manter a adesao entre as cromatides, até a fase de metafase, para que ocorra a
segregacao fiel dos cromossomos (MANNINI & MUSIO, 2011)

Também ocorre nessa fase a convocagao das condensinas e de outras
proteinas, pelos cromossomos, para que ocorra o processo de condensacgao. Este

processo € importante para que os cromossomos alcancem estado compacto e nao
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ocorra enredamento de cromossomos durante a segregac¢do. E por ultimo, também
acontece o inicio da formagao do fuso mitético, o posicionamento dos centriolos nos
polos opostos e a polimerizagdo dos microtubulos a partir dos centrossomos
(O’CONNOR, 2008; ALBERTS, 2006).

Na prometafase, ocorre o rompimento do envelope nuclear, uma etapa
importante para a divisao celular, pois s6 assim o fuso tera acesso aos cromossomos
que antes se confinavam dentro do nucleo. Os microtubulos do fuso se ligam aos
cromossomos por uma estrutura chamada cinetécoro e se organizam para que 0s
cromossomos atinjam os polos opostos nas fases seguintes. Nesse processo,
ocorreria a quebra de cromatides, se nao fosse a presenga do complexo das coesinas
(O’CONNOR, 2008)

Na proxima fase, a metafase, € o ponto em que os cromossomos atingem o nivel
mais alto de compactagdo, sendo que é possivel visualizar em experimentos o
alinhamento cromossO6mico na regido equatorial da célula. Na metafase existe o
mecanismo de checagem, conhecido por checkpoint do fuso mitético, que verifica se
o fuso esta devidamente agregado e, teoricamente, somente as células em bom
funcionamento entram na préoxima fase. Dois genes que auxiliam nesse mecanismo,
sdo o MAD2L2 e MAD2L 1, que codificam proteinas responsaveis por identificar esses
erros (O'CONNOR, 2008; ALBERTS, 2006)

Na proxima etapa, a anafase, ocorre a reagao controlada de degradacgao da
subunidade Scc1 das coesinas pela proteina separase. Consequentemente, o
complexo das coesinas € destruido, fazendo com que o fuso puxe as cromatides irmas
em sentidos opostos (UHLMANN, 2003).

Por ultimo, a teléfase, periodo em que os cromossomos atingem os polos
opostos da célula, um novo envelope nuclear se forma e os cromossomos comegam
a se descondensar. O segundo estagio da mitose, conhecido como citocinese, na
verdade ja € iniciado na anafase, continuado na teléfase, e finalizado quando as duas
células-filhas sdo formadas. O processo se da por intermédio de anéis contrateis,
formados por actina e miosina, que encolhem no plano equatorial da célula,

comprimindo a membrana plasmatica para o interior e foram o sulco de clivagem. A
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contragdo continua até que existam duas células separadas, cada uma com sua
prépria membrana plasmatica (O’'CONNOR, 2008; ALBERTS, 2006).

2.11. - Alteragoes no ciclo celular e neoplasias

O ciclo celular e seus eventos sdao amplamente estudados na tentativa de
entender a formacéao de diversas doencgas, principalmente neoplasias, uma vez que a
proliferagdo descontrolada € um paradigma da sua formag&o. Inumeros estudos tém
associado de forma consistente alteragbes moleculares e bioquimicas no ciclo celular
com o fenétipo e/ou desenvolvimento de diferentes tipos de neoplasias. Por exemplo,
mudanga de expressao de CDKs sdo descritas em melanoma, sarcoma e glioma
(WOLFEL, 1995), e alteracbes em ciclinas foram encontradas em carcinomas de
células escamosas no eséfago, bexiga, pulm&o e mama (HALL & PETERS, 1996).
Moléculas relacionadas a checkpoint do ciclo celular, como MDMZ2, também

mostraram alteragdes, por exemplo, em leucemia e linfoma (BUESO-RAMOS, 1995).

Foram reportadas alteragcdes moleculares referentes ao ciclo celular também em
variantes de ameloblastoma. Em um estudo de Kumar e colaboradores (2011), foi
sugerido um provavel envolvimento da expressao de ciclina D1, previamente citada
na fase G1, com a proliferagao celular. Em outro estudo realizado pelo nosso grupo,
foi observada a co-expressao de ciclina D1 com EGFR nuclear, um receptor tirosina
quinase envolvido na transdugdo de sinais mitogénicos. Este estudo sugere que
EGFR nuclear poderia agir como ativador da expressao do gene da CCND1 tanto em
ameloblastoma multicistico como unicistico (PEREIRA, 2015). A intensa atividade
proliferativa dos dois subtipos de ameloblastoma foi demonstrada através da
marcagao imunohistoquimica de ki-67 em 120 amostras investigadas (BOLOGNA-
MOLINA, 2008). Outro marcador proliferativo, a PCNA, que é uma proteina sintetizada
durante o ciclo celular, também demonstrou alta marcagdo nas variantes de
ameloblastoma (SANDRA, 2001).

Apesar de haver trabalhos publicados na literatura com o intuito de investigar o
papel do ciclo celular e de suas moléculas na patogénese dos ameloblastoma, estes
estudos sédo baseados em sua grande parte em trabalhos imunoistoquimicos e poucos
ajudam a elucidar possiveis mecanismos por tras da diferenga no comportamento

clinico dos seus subtipos.
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2.12 - Dano ao DNA e Reparo

Alteragbes genéticas sdo importantes para estabelecer a diversidade entre os
individuos, porém existem algumas alteragbes permanentes tanto em células
germinativas, quanto em células somaticas, que precisam ser corrigidas antes que a
célula sofra mais agravos (ALBERTS, 2006). Alteragdes genéticas podem impedir ou
alterar o funcionamento de um gene, ou da proteina codificada por ele,
desestabilizando genes como os supressores de tumor, proto-oncogenes, genes de
reparo ou genes de apoptose, o que aumenta a probabilidade de formagado de
neoplasias (BERNSTEIN, 2013).

O DNA é formado de nucleotideos, estrutura formada por um grupamento
fosfato, uma pentose, que no caso do DNA é a desoxirribose e no caso do RNA, a
ribose e, por ultimo, uma base nitrogenada. As bases sdo divididas em puricas
(adenina e guanina) e pirimidicas (citosina, timina e uracila). A ligagao quimica é feita
entre adenina e timina ou entre guanina e citosina. No caso do RNA, a adenina se
pareia com uracila. Uma alteracdo que € usual durante a replicagdo do DNA, é o
pareamento incorreto de bases nitrogenadas (ALBERTS, 2006). Outros danos ao
DNA ocorrem depois da sua replicacao e podem ter causas enddgenas ou exogenas.
O sistema de reparo do DNA das células normalmente ¢é eficiente quando se trata de
danos enddgenos, pois consegue parar a replicagao e reparar o erro (BERNSTEIN,
2013).

Os agentes exdgenos que mais comumente causam danos ao DNA sdo os
componentes quimicos presentes na fumaga do cigarro e as radiagdes como raio X,
gama e raios cosmicos e raios ultravioleta, UVA e UVB. A fumaca do cigarro é
constituida por uma mistura de mais de 5.300 substancias quimicas, em que 150 delas
possuem propriedades toxicas e podem ser responsaveis por causar o chamado
estresse oxidativo nas células (BERNSTEIN, 2013). O estresse oxidativo pode ser
causado também por fontes enddégenas, por exemplo subprodutos da respiracédo em
mitocondrias, da degradagao de acidos graxos em peroxissomos ou provenientes de
processos inflamatérios. Em condicdes normais, ha um equilibrio entre oxidantes e
agentes antioxidantes, porém quando o equilibrio se altera, ocorre o estresse oxidativo
que causa lesao no DNA (WU, 2004).
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Os agentes oxidantes que causam danos ao DNA s&o principalmente espécies
reativas de oxigénio, como o radical hidroxila (OH~), o peréxido de hidrogénio (H202),
ou o oxigénio singleto ('02), dentre outros. Danos também podem ser induzidos por
espécies reativas de nitrogénio, como o peroxinitrito (KRYSTON, 2011). As lesdes no
DNA ocorrem por meio de adigdao do grupamento, por exemplo a hidroxila, a uma
determinada posigdo em uma base nitrogenada, como a guanina. Com isso, gera-se
um produto modificado, por exemplo a 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), que
nao é letal para a célula, porém pode ser altamente mutagénico. Espécies reativas de
oxigénio, além de se ligar a grupamentos, também podem perturbar a sintese de DNA
e o reparo de danos, pois tem capacidade de inibir ou inativar proteinas antioxidantes
e enzimas de reparo. De fato, altos niveis de marcadores de estresse oxidativo estao
associados a alguns tipos de tumores, como por exemplo 8-OHdG em urina de

pacientes com cancer colorretal (KRYSTON, 2011).

Outro agente exégeno importante por causar dano ao DNA é a radiagao. A
radiagao ionizante € capaz de alterar as moléculas das células ao promover excitagao,
causando mudanca de nivel dos elétrons. O dano mais comum resultante dessa agao
é a formacgao de ligagdes covalentes entre bases vizinhas de pirimidina, causando
uma jungao entre elas. Esta lesdo se ndo for reparada possui um alto potencial
mutagénico. O exemplo mais comum desse tipo de dano é o dimero de timina
(ALBERTS, 2002). O outro tipo de radiagao, a nao ionizante, como raio X e raio gama,
tem como efeito mais comum a quebra de ligagées entre moléculas, o que pode
resultar em quebra da fita de DNA, seja a fita simples ou fita dupla (CANNAN &
PEDERSON, 2015).

A quebra de fita dupla do DNA é um dos danos mais relevantes que a célula e o
sistema de reparo enfrentam, ja que essa condi¢cao pode levar a um desequilibrio na
integridade gendmica. (OSBORNE & URBANO, 2010). A quebra de dupla fita ocorre
devido a agdo de agentes oxidantes, subprodutos metabdlicos, algumas substancias

quimicas e também por erros de replicagao e radiagéo ionizante (ALBERTS, 2002).

Outro tipo de estresse celular que pode levar a danos ao DNA, como a quebra
da fita dupla, € chamado de estresse replicativo. A maquinaria replicativa é

responsavel por duplicar o material genético de forma acurada através de
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mecanismos regulatorios, porém quando esses mecanismos falham, € possivel que
ocorra estresse replicativo. Este estresse € caracterizado por paradas ou colapsos da
forquilha de replicagcédo (HILLS & DIFFLEY, 2014) e pode ter diversas causas, como
alteracao na expressdo das origens de replicacédo (ORCs), colisdo entre complexos
replicativos e transcricionais, lesbes no DNA e super expressdo de oncogenes
(MAZQOUZI, 2014).

Enquanto os proto-oncogenes estimulam a proliferagéo celular em um estado
saudavel da célula, os oncogenes apresentam aumento descontrolado das atividades
proliferativas, diminuicdo da diferenciagdo celular e inibicdo de morte celular,
caracterizando células neoplasicas (CHIAL, 2008). A super expressao de oncogenes,
por exemplo apdés mutacdo ativadora de um proto-oncogene, pode resultar em
estresse replicativo ao provocar iniciagado de replicagdo ndo programada e também
ativacdo prematura de ORCs, o que possivelmente gera parada ou bloqueio das
forquilhas de replicacao (revisado em GAILLARD, 2015) ou quebra de dupla fita de
DNA, aumentando o risco de instabilidade genémica. Respostas ao dano ao DNA
relacionadas ao estresse replicativo foram encontradas em lesdes pré-neoplasicas,
indicando um possivel papel na tumorigénese, possivelmente por causar instabilidade
gendmica (GORGOULIS, 2005).

Para cada tipo de dano ao DNA existe uma via de reparo especifica que tentara
eliminar ou minimizar erros. Cada via depende também de enzimas especificas. Se a
célula detecta um dano, ou até mesmo um acumulo de danos, a tendéncia é o reparo.
Se o reparo néo for eficiente, ocorre a apoptose programada. Caso nenhum desses
mecanismos funcione, ou esteja sobrecarregado, a célula pode acumular erros
suficientes para causar instabilidade. A figura 4 mostra esquematicamente o dano ao

DNA, os mecanismos de reparo e as possiveis consequéncias.

O mecanismo de reparo de malpareamento de bases (MMR) entra em agao
quando a propria DNA polimerase nao consegue corrigir sozinha os erros de
replicagao, como inser¢cao ou substituicdo de bases. Um conjunto de enzimas atua
para tentar reverter o erro, como MLH1, MLHE e MSH2-MSH®6, dentre outras, que sao

responsaveis por retirar a base incorreta e substituir pela correta. Muitas das enzimas
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de reparo estdo alteradas em tipos especificos de neoplasias (KUNKEL & ERIE,
2005).

Uma das formas de reparo, € chamada de reparo por excisdo de nucleotideo
(NER). Essa via € necessaria para corrigir erros causados normalmente por radiagéo
UV, como formagao de dimeros ou adutos de DNA. O processo é realizado por um
conjunto de proteinas que reconhecerédo o dano e substituirdo por uma longa fila de,
em média, 24 a 32 nucleotideos. Esse conjunto & codificado por genes como XPD,
XPB, TP53, P33, entre outros (BERNSTEIN, 2002)

Outra forma de reparar o DNA é por meio do reparo por excisao de bases (BER)
que € destinado a danos que atingem somente uma base do DNA, seja por agentes
oxidantes, metilagdes ou lesbes espontaneas que causam perda das bases puricas
(BERNSTEIN, 2002). Esse processo € coordenado por um conjunto de enzimas que
sao responsaveis por excisionar a base defeituosa, retirar o nucleotideo, substitui-lo
e, por fim, realizar a ligagao da regido afetada. Todas essas enzimas sao codificadas
por genes como PARP e TP53, que, se alterados, sdo agentes de eventos como, por
exemplo, redugéo da sobrevivéncia celular e altas taxas de mutagao (KIM & WILSON,
2012).

Quando ha quebra de fita dupla do DNA, existem duas formas de reparo
responsaveis por esse erro, o reparo por recombinacdo homoéloga (HRR) e reparo por
unidao de extremidades nao-homodlogas (NHEJ). HRR é a forma mais precisa de
reparo, ja que € utilizado uma sequéncia homaologa néo danificada como molde para
recuperar as informagdes perdidas na quebra da dupla fita (RENKAWITZ, 2014).
Existem varios genes envolvidos nessa via de reparo, como BRCA1, BRCA2, ATM,
ATR, WRN, BLM, entre outros. O mecanismo de cada gene é especifico, mas, no
geral, as proteinas codificadas por eles atuam para que o ciclo celular pare alguma
fase do ciclo celular, S ou G2, e através da interacdo com outras moléculas, realizam
o reparo. Também podem agir ao ativar varias cascatas de resposta ao dano e, em
ultimo caso, ativam vias de apoptose. (BERNSTEIN, 2002).

A segunda forma de reparo das quebras de fita dupla, € o NHEJ. De acordo com

Bernstein (2002), NHEJ é menos eficiente que HRR, porém mais utilizada pelas
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células de mamiferos. O reparo é feito através da agao de varias moléculas, por
exemplo Ku, DNA-PK e DNA ligase IV, que serao responsaveis por alinhar as metades
danificadas pela quebra, preencher a falha e ligar as extremidades. A razdo de nao
ser tao eficiente quanto HRR, é que a fragdo recuperada no DNA n&o € homdloga a
outra fita, porém essa forma de reparo € menos danosa que deixar a fita sem reparo
(VOET, 2000).

2.13 - Neoplasias e o dano ao DNA

O dano ao DNA e as inumeras possiveis falhas nos sistemas de reparo sao
grandes responsaveis por diversas patologias, como ataxia-talangectasia relacionada
ao gene ATM, ou xeroderma pigmentoso, referente ao gene XPC e cancer de mama
e ovario, relacionados a BRCA 1 e 2. Outros exemplos, como o gene TP53, supressor
de tumor, foi implicado em inUmeras neoplasias, como cancer de bexiga, pulmao,
mama e ovario e carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (revisado em
OLIVIER, 2010; revisado em TOSS, 2015; MASICA, 2015; DAMINENI, 2014). A
proteina codificada por TP53 tem sido implicada na patogénese de ameloblastomas
(NA, 1999).

Alteragdes nos genes ligados ao reparo do dano ao DNA, e em suas vias, podem
funcionar como agentes causadores de instabilidade genémica e podem ser
selecionadas durante a progressao tumoral, por conferirem proliferagdo e
sobrevivéncia da célula (BERNSTEIN, 2002).

A geracgao continua de quebras de dupla fita ativa o checkpoint de dano ao DNA,
erguendo uma barreira para a tumorigénese. No entanto, a quebra continua de fitas
de DNA também pode conduzir a instabilidade genémica (MACHERET &
HALAZONETIS). De fato, achados experimentais recentes sugerem que, em ambas
as lesdes pré-cancerosas e canceres, oncogenes ativados induzem estagnacéo e
colapso das forquilhas de replicagcdo do DNA, que por sua vez pode levar a formacgao
de quebras de duplas fita de DNA. Esta formacao continua de quebras de DNA pode
contribuir para a instabilidade gendmica, caracteristica da grande maioria dos
canceres humanos. Além disso, em lesdes pré-cancerosas, estas quebras de DNA
podem ativar TP53 que, através da inducao de apoptose ou senescéncia, levanta uma
barreira para a progressao do tumor. Exemplos de oncogenes ativados que induzem
quebra de fitas de DNA incluem RAS, MYC, ciclina E e E2F1 (HALAZONETIS, 2008;
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HALAZONETIS & MACHERET). Se a mutagcdo oncogénica BRAF VG600E,
encontrada em alta frequéncia em ameloblastoma, poderia levar também ao aumento
de quebras de fitas de DNA, estresse replicativo, e instabilidade genémica, ainda &

uma especulacio.
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Figura 4 -a. Agentes mais comuns que causam danos ao DNA; lesdes que sao
induzidas por esses danos e os mecanismos especificos envolvidos no processo de
reparo em cada lesdo. b. Possiveis consequéncias do dano ao DNA no ciclo celular,
levando a parada temporaria da progressao; apoptose induzida por inibicdo da
transcricdo, replicacdo e segregagao cromossdémica e, por ultimo, consequéncias
mais graves como mutagao ou aberracdo cromossémica e seus possiveis efeitos

biolégicos (Adaptado de: Hoeijmakers, 2001).
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3 - OBJETIVO

Comparar o perfil de expressao de genes relacionados ao ciclo celular e aos
mecanismos de reparo do DNA em ameloblastoma unicistico e ameloblastoma
multicistico por meio da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR
array).
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4 - MATERIAIS E METODOS

Desenho experimental

Para a realizacao deste estudo, foram selecionadas amostras de ameloblastoma
do tipo unicistico e do tipo multicistico. O RNA total de cada amostra foi extraido,
convertido em DNA complementar (cDNA) e submetido a reagao de arrays de reagao
em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para o estudo de expressao génica.
Foram utilizados dois tipos de arrays, sendo um com ensaios de genes do ciclo celular
e outro de genes relacionados ao reparo do DNA. Detalhes dos materiais e métodos

estao descritos a seqguir.

4.1 - APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o numero 656.816. A coleta das
amostras frescas de ameloblastoma foi realizada apds a assinatura pelos pacientes
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido na clinica de Patologia e Semiologia
da Faculdade de Odontologia da UFMG

4.2 - RECRUTAMENTO DE PACIENTES E AMOSTRAS

Foram levantadas as fichas clinicas dos pacientes atendidos na Faculdade de
Odontologia da UFMG (FAO — UFMG) e as laminas histologicas coradas em
hematoxilina e eosina (H&E) dos casos de ameloblastoma multicistico e unicistico
enviados e arquivados no Laboratério de Patologia da FAO-UFMG. As laminas H&E
e as fichas de cada caso foram revisadas por um patologista para confirmar o
diagndstico clinico e histopatoldgico dos casos de ameloblastomas. Oito casos foram
selecionados para o estudo, sendo quatro de ameloblastoma multicistico e quatro de

ameloblastoma unicistico.

ApOs a coleta, o material foi imerso em RNA later (Thermofisher, Carlsbad, CA,
EUA) por 24 horas a 4 °C e posteriormente armazenado em nitrogénio liquido. A

Tabela 1 mostra as informagdes de cada amostra utilizada nos experimentos.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes utilizadas nos experimentos

Pacientes Idade Sexo Localizagao
Multicistico | * 24 F Mandibula posterior
Multicistico Il * 28 M Mandibula posterior
Multicistico lll * 39 F Mandibula posterior
Multicistico IV** 21 F Mandibula posterior
Unicistico | * 10 F Mandibula posterior
Unicistico Il * 10 F Mandibula posterior
Unicistico lll * 11 F Mandibula posterior
Unicistico IV** 12 M Mandibula posterior

* Amostras utilizadas nos dois experimentos de qPCR Array. ** Amostras utilizadas

apenas no array para genes de reparo do ao DNA. F: feminino; M: Masculino

4.3 - CORTE DAS AMOSTRAS

Todas as amostras congeladas de ameloblastoma foram cortadas para verificar a
presenca de epitélio neoplasico, utilizando um criostato modelo Microm Microtome
Cryostat HM 500 OM (Ramsey, EUA) e seguindo os parametros adequados do
equipamento. Cortes de 10 um foram realizados sequencialmente e posicionados em
ldaminas histoldgica, coradas com azul de toluidina e observadas em microscépio
optico por um especialista. Somente amostras onde foi verificada a presenca de

epitélio neoplasico foram incluidas no estudo.
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4.4 -EXTRAGCAO DO RNA

O RNA total das amostras foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e tratado com DNase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Um microlitro (1uL) de cada amostra foi utilizado
para a quantificacdo e analise de pureza do RNA no equipamento NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). O parametro da razado 260/280, que
determina a pureza do RNA, foi considerado aproximadamente 2,0, garantindo que
nao houve contaminantes, como proteinas. A razdo 260/230 considerada foi de 1,8 a
2,2, garantindo um acido nucleico puro (Thermo Fisher Scientific, 2013). O RNA

extraido foi armazenado posteriormente a -80°C.

4.5 - TRANSCRICAO REVERSA

Para o estudo de expressao dos genes do ciclo celular, 1 ug de RNA foi utilizado
para confeccionar a fita de cDNA, utilizando o RT2 First Strand kit (Qiagen, Maryland,
EUA). O volume final de cDNA obtido foi de 102 pL.

Para o estudo de expressao dos genes de reparo do DNA, o cDNA foi sintetizado
a partir de 2,5 ug de RNA total, através do SuperScript® VILO TM MasterMix (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). O volume final de cDNA obtido foi de 20 pL.

4.6 - AVALIACAO DE EXPRESSAO GENICA

Para a avalicdo de expressao génica relativa, foram utilizadas placas de qPCR
array. Para o qPCR de genes do ciclo celular foram usadas trés amostras de
ameloblastoma multicistico e trés de unicistico. Para o gPCR de genes de reparo do
DNA foram utilizadas quatro amostras de ameloblastoma multicistico e quatro de
unicistico. Nos dois experimentos, as amostras de multicisticos foram consideradas
como grupo teste e as de unicisticos como grupo controle. As amostras usadas em

cada ensaio estio descritas na Tabela 1.

4.7 - qPCR ARRAY - CICLO CELULAR

Foram investigados a expressao relativa de 84 genes que fazem parte das
diferentes etapas do ciclo celular. O qPCR array utilizado foi o Cell Cycle RT? Profiler
PCR Array: SAB:PAHS-020C-12 (Qiagen, Germantown, MD, USA). Para a reacao da
gPCR, foi usado o reagente RT? SYBR Green gqPCR Mastermix (Qiagen,
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Germantown, MD, USA). O layout da placa de gPCR array esta ilustrado na Figura 3.
Uma placa de 96 pocos foi utilizada para cada uma das amostras de cDNA. O mix
para cada reacgao foi preparado para um volume final de 2700 ul, contendo 1350 ul de
2x RT2 SYBR Green Mastermix, 102 yL de cDNA e 1248 uL de RNase-free water.
Foram distribuidos 25 L de mix para cada pogo da placa. As etapas de termociclagem
para a gPCR seguiram a recomendagao do fabricante. Os genes do ensaio estao

listados a seguir, de acordo com cada etapa do ciclo celular:

Fase G1 e transicao G1/Sintese de DNA: ANAPC2, CCND1, CCNE1, CDC34,
CDK4, CDK6, CDKN1B, CDKN3, CUL1, CUL2, CUL3, SKP2; Fase Sintese de DNA:
ABL1, MCM2, MCM3, MCM4, MCMb5, PCNA, RPA3, SUMO1, UBA1; Fase G2 e
transicao G2/Mitose: ANAPC2, ANAPC4, DIRAS3, BCCIP, BIRC5, CCNB1, CCNGT1,
CCNH, CCNT1, CCNT2, CDK5R1, CDK5RAP1, CDK7, CDKN3, CKS1B, CKS2,
DDX11, DNM2, GTF2H1, GTSE1, HERC5, KPNA2, MNAT1, SERTAD1; Mitose:
CCNB2, CCNF, CDK1, CDC16, CDC20, MRE11A, RAD51; Regulagao do ciclo celular:
ABL1, ANAPC2, ANAPC4, DIRAS3, ATM, ATR, BCCIP, BCL2, BRCA2, CCNB1,
CCNB2, CCNC, CCND1, CCND2, CCNE1, CCNF, CCNH, CCNT1, CCNT2, CDC16,
CDC2, CDC20, CDK2, CDK4, CDK5R1, CDK6, CDK7, CDK8, CDKN1A, CDKN1B,
CKS1B, DDX11, E2F4, GADD45A, KNTC1, MKI67, PCNA, RADY9A, RB1, SKP2,
TFDP1, TFDP2, ATM, BAX, BRCA1, CDKN2B, RBL1, RBL2, TP53; E, por fim,
checkpoints e paradas do ciclo: ATM, ATR, BRCA1, BRCA2, CCNG2, CDC2, CDC34,
CDK2, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2A, CDKN2B, CDKN3, CHEK1, CHEK2, CUL1,
CUL2, CUL3, GADD45A, HUS1, KNTC1, MAD2L1, MAD2L2, NBN, RAD1, RAD17,
RAD9YA, RB1, RBBPS8, TP53.
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Figura 5 —Ensaio de genes do ciclo celular - Nas linhas de A a G estdao os 84
genes do ciclo celular. Na linha H estdo os ensaios para os cinco genes candidatos a
controle endoégeno para normalizagéo da reagao, HK 1, 2, 3, 4 e 5.. Nessa mesma
linha, estdo os genes para controle positivo da PCR (PPC), da transcricdo reversa
(RTC) e da presenca de DNA gendmico (GDC). Fonte: RT2 Profiler PCR Array
Handbook, 2011. Disponivel em www.giagen.com
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Os genes candidatos para controle endogeno foram B2M, HPRT1, RPL13A,
GAPDH, e ACTB. Trés ensaios para controle da qualidade da reagao foram incluidos
(Figura 3): PPC, para controle positivo da PCR, que testa a eficiéncia da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) por meio de primers que detectam a qualidade, pureza e
integridade das amostras; RTC, para controle positivo da transcrigdo reversa, ou seja,
testa a eficiéncia da reacao feita com o kit de transcricdo reversa por meio de um
conjunto de primers. Por ultimo, GDC para controle da presenga de DNA gendmico,
que detecta com alto nivel de sensibilidade a presenga de DNA gendmico nao

transcrito na amostra.

4.8 - gPCR ARRAY -REPARO DO DNA

As reacdes de qPCR Array para os 48 genes alvos que fazem parte das vias de
reparo do DNA, foram realizadas utilizando o kit TagMan® Array Plates (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As placas de 96 pogos foram customizadas para
conter 48 ensaios de diferentes genes para a corrida simultdnea de duas amostras
(Figura 6). A reacdo da qPCR foi realizada usando o reagente TagMan® Fast
Advanced Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). O mix para cada
amostra foi preparado para volume final de 528 uL, sendo 264 uL de TagMan® Fast
Advanced Master Mix, 246 uL de DNase-free water e 18 pL de cDNA. Foram
distribuidos 10 pL de mix para cada poco. As etapas de termociclagem para a qPCR
seguiram a recomendacado do fabricante. Os genes de vias de reparo do DNA
investigados foram: APEX1, ATM, ATR, BARD1, BRCA1, BRCA2, CHEK1, CHEK?2,
ERCC1, ERCC2, FANCA, FANCD2, FANCG, FEN1, GADD45A, GADD45G, HUS1,
H2AFX, LIG1, MAPK12, MBD4, MRE11A, MSH2, MSH3, NBN, NTHL1, OGGT1,
PARP1, RAD51, RAD52, RAD9A, TP53, XPA, XPC, PCNA, PNKP, PRKDC, RAD1,
RAD17, RAD50, SMUG1, XRCC1, XRCC6, MLH1. Ja os genes candidatos a controle
endoégeno foram 18s, GAPDH, HPRT e GUSB.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
18S GAPDH HPRT1 GUSB APEX1 ATM 18S GAPDH HPRT1 GUSB APEX1 ATM
A| Hs999999 | Hs999999 | Hs999999 | Hs999999 | Hs001723 | Hs011123 | Hs999999 | Hs999999 | Hs999999 | Hs999999 | Hs001723 | Hs011123
01_s1 05_m1 09_m1 08_m1 96_m1 07_m1 01_s1 05_m1 09_m1 08_m1 96_m1 | 07_mi
ATR BARD1 BRCA1 BRCA2 CHEK1 CHEK2 ATR BARD1 BRCA1 BRCA2 CHEK1 CHEK2
B| Hs003548 | Hs001844 | Hs015561 | Hs010374 | Hs009675 | Hs002004 | Hs003548 | Hs001844 | Hs015561 | Hs010374 | Hs009675 | Hs002004
07_m1 27_mil 93_m1 14_m1 06_m1 85_m1 07_m1 27_m1 93_m1 14_m1 06_m1 85_m1
ERCC1 ERCC2 FANCA FANCD2 FANCG FEN1 ERCC1 ERCC2 FANCA FANCD2 FANCG FEN1
C| Hs010121 | Hs003611 | Hs011166 | Hs002769 | Hs001849 | Hs007487 | Hs010121 | Hs003611 | Hs011166 | Hs002769 | Hs001849 | Hs007487
58_m1l 61_m1 68_m1 92_m1 47_m1 27_s1 58_m1 61_m1 68_m1 92_m1 47_m1 27_s1
GADD45A | GADD45G HUS1 H2AFX LIG1 MAPK12 | GADD45A | GADD45G HUS1 H2AFX LIG1 MAPK12
D| Hs001692 | Hs001986 | Hs001895 | Hs002667 | Hs015535 | Hs002680 | Hs001692 | Hs001986 | Hs001895 | Hs002667 | Hs015535 | Hs002680
55_m1l 72_m1l 95_m1l 83_sl1 27_ml 60_m1l 55_m1l 72_m1l 95_m1l 83_s1 27_ml 60_m1
MBD4 MRE11A MSH2 MSH3 NBN NTHLA MBD4 MRE11A MSH2 MSH3 NBN NTHLA1
E| Hs001874 | Hs009674 | Hs009535 | Hs009890 | Hs001595 | Hs00267 | Hs001874 | Hs009674 | Hs009535 | Hs009890 | Hs001595 | Hs00267
98_m1 37_m1l 23_m1l 03_m1 37_m1 | 385_m1 98_m1l 37_m1l 23_m1l 03_m1l 37_m1 | 385_m1
0GG1 PARP1 RAD51 RAD52 RAD9A TP53 0GG1 PARP1 RAD51 RAD52 RAD9A TP53
F| Hs002134 | Hs002423 | Hs001534 | Hs00172 | Hs002702 | Hs010342 | Hs002134 | Hs002423 | Hs001534 | Hs001725 | Hs002702 | Hs010342
54_m1 02_m1l 18_ml | 536_m1 40_m1 49 _m1 54_m1 02_m1 18_m1l 36_m1 40_m1 49 _m1l
XPA XPC PCNA PNKP PRKDC RAD1 XPA XPC PCNA PNKP PRKDC RAD1
G| Hs001660 | Hs011042 | Hs006968 | Hs008925 | Hs001791 | Hs004218 | Hs001660 | Hs011042 | Hs006968 | Hs008925 | Hs001791 | Hs004218
45_m1 06_m1 62_ml | 44_mi 61_m1 91_gl 45 m1 | 06_mil 62_m1 44_m1 61_m1 91_gl
RAD17 RAD50 SMUG1 XRCC1 XRCC6 MLH1 RAD17 RAD50 SMUG1 XRCC1 XRCC6 MLH1
H| Hs006078 | Hs009900 | Hs002048 | Hs009598 | Hs019226 | Hs001798 | Hs006078 | Hs009900 | Hs002048 | Hs009598 | Hs019226 | Hs001798
30_m1 23_ml 20_m1 34_ml 52 gl 66_m1 30_m1 23_m1l 20_m1l 34_m1l 52_gl 66_m1l

Figura 6 - Layout da placa customizada de 96 pogos contendo 48 ensaios de genes

de reparo do DNA. A placa foi desenhada para a corrida simultadnea de duas amostras.
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4.9 - CALCULO DA FOLD-CHANGE

Os resultados da qPCR foram analisados utilizando os valores do cycle threshold
(Ct). Threshold € um valor que determina o limiar significativo acima da fluorescéncia
inespecifica emitida na reagao e Ct representa o numero do ciclo no qual a reacéo
ultrapassa esse limiar. Os valores de Ct foram exportados para o Excel e a expressao
relativa dos genes foi calculada através da férmula 2*-AACt da seguinte forma: foram
nomeados dois grupos, grupo teste (multicistico) e grupo controle (unicistico). A partir
disso, foi calculada a média da média geométrica dos Cts dos endoégenos escolhidos
(Ct med end) de cada grupo, e a média aritmética dos Cts de cada gene alvo (Ct med
alvo) de cada grupo. A normalizagdo da expressdo génica para cada grupo (ACt
multicistico e ACt unicistico) foi calculada com a equagéao: Ct med alvo — Ct med end.
Posteriormente determinou-se o AACt, ou seja, ACt grupo teste — ACt grupo controle.
Por ultimo, para obter o fold-change, utilizou-se a formula 2* (-AACt), onde 2
representa uma eficiéncia de 100% dos ensaios. Os valores >1 representam uma
expressdo maior no grupo multicistico em relagdo ao unicistico. Os valores <1
representam expressdo menor no grupo multicistico comparado ao unicistico. Os
valores <1 foram representados pelo negativo do inverso do valor (formula: - (fold-

change) *-1) para melhor interpretagao biologica da fold-change.

4.10 - ANALISE ESTATISTICA

Para determinar os genes com a expresséo relativa estatisticamente significativa
entre os grupos, a expressao normalizada dos alvos em todas as amostras de ambos
os grupos foi analisada por meio do Teste t de Student. A analise foi realizada
conforme as seguintes plataformas on-line de andlise de qPCR: RT2 Profiler PCR
Array Data Analysis, versao 3.5
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) (Qiagen) e Thermo
Fisher Cloud: The Relative Quantification (RQ) app, versédo 3.1.0
(https://www.thermofisher.com/br/en/home/cloud.html) (Thermo Fisher). Os valores

de p considerados significativos foram abaixo de 0,05 (p< 0,05).


http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)
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5 - RESULTADOS
5.1 - ANALISE VISUAL DOS RESULTADOS

A baseline e o threshold de cada uma das corridas da qPCR foram definidos
automaticamente pelos softwares de analise on-line préprio de cada fabricante.
Posteriormente, as corridas foram visualmente inspecionadas a fim de detectar
quaisquer inconsisténcias nas curvas de amplificacdo dos ensaios e no
posicionamento da baseline e do thereshold. O threshold foi considerada correto
quando posicionado acima dos sinais inespecificos e entre 1/3 e a metade da fase
linear de amplificagdo para todos os pog¢os da placa. Apenas depois da inspecao
visual, os valores de Ct’s foram usados para as analises posteriores. Todas as corridas

e seus ajustes foram considerados bons para inclusao nas analises.

5.2 - ESCOLHA DOS ENDOGENOS

A escolha dos genes enddégenos destinados a normalizagdo da expressao foi
feita da mesma forma para os dois arrays. O desvio padrao e a diferenca entre as
médias da média geométrica dos Cts de todos os genes candidatos a enddgenos de
cada grupo foram calculados. Apenas os genes que obtiveram desvio padrdo pequeno

e meédia de Cts variando menos do que um entre os grupos foram considerados.

Para o array referente aos genes do ciclo celular, todos os endégenos candidatos
foram escolhidos, sao eles B2M, HPRT1, RPL13A, GAPDH e ACTB. O desvio padrao
de cada gene, em todas as amostras, resultou respectivamente em 2,49, 1,97, 1,28,
1,61 e 2,19. Em seguida foi calculada a média da média geométrica dos Cts dos
endogenos de cada grupo, teste e controle. A média da média do grupo teste foi 21,95,

ja a do grupo controle foi 21,58.

Para o array de genes de reparo do DNA também foram utilizados todos os
genes endogenos candidatos, que sao: 18s, GAPDH, HPRT e GUSB. O calculo do
desvio padrdo de cada endoégeno, em todas as amostras, resultou respectivamente
em: 2,02, 3,49, 1,70, 2,93. O célculo da média da média geométrica dos Cts dos

endogenos de cada grupo, teste e controle, foi 19,14, 18,75, respectivamente.
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5.3 - TESTES DE QUALIDADE

Para o array de genes do ciclo celular foram realizados testes de qualidade da
reagdo utilizando o software: RT2 Profiler PCR Array Data Analysis, versao 3.5
(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)  (Qiagen). Trés
aspectos foram analisados: a reprodutibilidade da reacdo de qPCR array, a eficiéncia
da transcrigao reversa e os niveis de contaminagao por DNA gendmico. Os resultados
de todas as amostras foram satisfatorios para todos os critérios estabelecidos, tanto

nas amostras de multicistico, quanto unicistico..


http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php)
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No array de genes de reparo do DNA n&o foram incluidas reagdes para testes
de qualidade. Sendo assim, foram realizados previamente testes nas amostras de
cDNA para avaliar a presenga de fitas funcionais. Para isso foi realizado a qPCR para
o gene 18s utilizando quatro concentragdes das amostras de cDNA diluidas (1:2).
Todas as amostras apresentaram curva de eficiéncia ~100% e expressdo homogénea

do endogeno.

5.4 - RESULTADOS DA AVALIGAO DE EXPRESSAO GENICA
5.5 - qPCR Array — Genes do ciclo celular

Os resultados da expressao relativa dos genes do ciclo celular estao
apresentados na Tabela 2 e figura 7. Catorze genes atingiram expressao diferenciada
no ensaio de ciclo celular (p<0,05), sendo que dez mostraram expressao elevada em
ameloblastoma multicistico, quando comparado com o grupo unicistico: CCND1,
CCNG2, CCNT1, CDK5RAP1, CDK6, HUS1, MAD2L1, MCM5, SKP2 e TP53. Quatro
genes exibiram menor expressdo em ameloblastoma multicistico, quando comparado
ao grupo unicistico, que foram: BCCIP, CCNC, CDK1 e MAD2L2.
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Tabela 2: Lista de genes do ciclo celular que apresentaram diferenga significativa na
sua expressao relativa em ameloblastoma multicistico comparado ao unicistico

Alvo Fold-Change (2*-AACt) p-value
BCCIP 0.045957
CCNC 0.043246

CCND1 4,08 0.005503
CCNG2 2,29 0.011811
CCNT1 2,38 0.022637
CDK1 0.054391
CDK5RAP1 8,34 0.001070

CDK6 2,33 0.008931

HUS1 2,19 0.009089
MAD2L1 0.019934
MAD2L2 6,49 0.000665

MCM5 7,30 0.046356

SKP2 2,69 0.000114

TP53 4,46 0.030869

Os genes que mostraram maior expressao em ameloblastoma multicistico estdo em
vermelho. Em azul, os com menor expressao. Os valores de fold-change <1 foram

representados como o negativo do inverso da fold-change: -(fold-change”-1).
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Figura 7 - Grafico Volcano Plot representando genes alterados no ensaio de ciclo
celular. No eixo y a significancia estatistica baseada no valor de p e no eixo x, Log2
da fold-change. Do lado esquerdo, € possivel observar 0os genes menos expressos
em ameloblastoma multicistico, e do lado direito, os mais expressos, quando
comparado ao grupo unicistico. A linha pontilhada horizontal representa p=0,05. As

linhas pontilhadas verticais representam o fold-change = 2 para mais e para menos.
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5.6 - qPCR Array — Genes de reparo do DNA

Os resultados da expressédo relativa dos genes de reparo do DNA estédo
apresentados na Tabela 3 e Figura 8. Dois genes apresentaram expressao
diferenciada no ensaio de genes de reparo do DNA. Os genes CHEK2 e NTHL 1 estao
mais expressos em multicistico, quando comparado com o grupo unicistico. Ambos

exibiram resultados estatisticamente significativos, com valores de p <0.05.

Tabela 3: Genes de reparo do DNA que apresentaram diferenga significativa na sua

expressao relativa em ameloblastoma multicistico comparado ao unicistico

Fold-Change
Alvo (2A-AACH) p-value
NTHL1 3,58 0,007

CHEK2 15,23 0,037
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Figura 8 - Grafico Volcano Plot representando genes alterados no ensaio de reparo
do DNA. O eixo y mostra a significancia estatistica baseada no valor de p e no eixo x,
Log2 da fold-change. Do lado direito é possivel observar os genes mais expressos em
multicistico, quando comparado ao unicistico. A linha pontilhada horizontal representa
p=0,05. As linhas pontilhadas horizontais representam o fold-change = 2 para mais e

para menos.
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6 - DISCUSSAO

O ciclo celular e suas alteragbes sao fundamentais para o estudo da
tumorigénese, uma vez que a proliferagcdo descontrolada € um paradigma da
formagdo das neoplasias. Lesbes no genoma das células sdo caracteristicas
compartilhadas por todas as neoplasias e, portanto, o estudo das alteragdes do
sistema de reparo do DNA tem recebido bastante atencao por parte de importantes
grupos de pesquisa do cancer. Neste estudo comparamos 84 genes relacionados ao
ciclo celular e 48 genes relacionados ao dano ao DNA, em amostras de
ameloblastoma multicistico e unicistico, em busca de diferengas que possam ajudar
no entendimento do comportamento biolégico distinto destas duas variantes. No
ensaio de ciclo celular, dez genes mostraram expressao elevada em ameloblastoma
multicistico em comparagdo com unicistico, e quatro genes mostraram menor
expressao na variante multicistica, em comparagao com unicistico. No ensaio de dano
ao DNA, dois genes também apresentaram maior expressdo em multicistico, em

comparagao com unicistico.

6.1- Genes do ciclo celular mais expressos em ameloblastoma multicistico
Mecanismos por tras da maior ativagdo da ciclina D1 em ameloblastoma
multicistico ainda precisam ser determinados. Processos celulares distintos
resultantes da mesma mutacdo BRAF, e em menor proporcdo SMO, em ambas
variantes, poderiam estar por tras da diferenga no comportamento biolégico dessas.
No presente estudo, a ciclina D1 mostrou-se mais expressa em ameloblastoma
multicistico, o que pode refletir um ciclo celular mais ativo em comparagdo com a

variante encapsulada.

O gene CCND1 que codifica aciclina D1 atua na transicdo G1/S do ciclo celular.
Em condi¢bes normais, a ciclina D1 atua em conjunto com outras moléculas, por
exemplo, CDKG6, E2Fe RB, e participam da transcrigdo de outros genes responsaveis
por estimular a progressao do ciclo celular. Em situagdes em que essas moléculas
sofrem alguma mutacdo ou alteracdo de expressdo, elas favorecem fendtipos
essenciais para a evolugao tumoral, como proliferacido descontrolada, crescimento
independente (BILIRAN, 2005) e resisténcia a apoptose (TASHIRO &
TSUCHIYAIMOTO, 2007). A participagdo de ciclina D1 na patogénese de outras

neoplasias ja foi consistentemente relatada, como em cancer de cabecga e pescogo,
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cancer de pulmao, mama e melanoma, e seu papel como alvo terapéutico tem sido
considerado (revisado em MUSGROVE, 2011). E importante salientar que, de acordo
com os achados de Bunz (2008), a transducao de sinais da via MAPK, através de
RAF-BRAF, ativa ciclina D1. Estes achados, juntamente com a observacdo da
superexpressao imuno-histoquimica de ciclina D1 em ameloblastoma (KUMAR, 2011;
CECIM, 2013; SHTUTMAN, 1999) levantam a hipétese de que a mutacao ativadora
BRAF V600E tem como consequéncia a ativagao da transcricao de ciclina D1 em

ameloblastoma, o que poderia levar ao aumento da proliferacao desta lesio.

Em outros estudos imunohistoquimicos com ameloblastoma multicistico, foi
descrita marcacao e correlagao positiva da ciclina D1 com B-catenina, uma proteina
ja relatada como reguladora positiva de ciclina D1 (CECIM, 2013; SHTUTMAN, 1999).
A translocagao do receptor EGFR para o nucleo tem sido relacionada com a ativagao
direta da transcricdo de ciclina D1 (TAO, 2005). Em um estudo recente,
superexpressao de EGFR nuclear e sua colocalizagdo com ciclina D1 nas células
neoplasicas de ameloblastoma sugerem um novo mecanismo para a ativagdo da
ciclina neste tumor (PEREIRA, 2015). A transcrigdo de CCND1 também pode ser alvo
da cascata de sinalizagao Sonic Hedgehog (SHH) (DUMAN-SCHEEL, 2002). A super
expressao dos componentes da via HH: SMO, PTCH1, GLI1, juntamente com CCND1
em ameloblastoma (GURGEL, 2014) e os achados de mutagdo de SMO neste tumor
(SWEENEY, 2014) levantam a possibilidade da participagdo também da via SHH na

ativacao da ciclina D1 e na patogénese dos ameloblastomas.

Outro gene com expressdo maior em ameloblastoma multicistico, comparado
com unicistico, € o SKP2, membro da familia de proteinas F-box, com funcdes
também de progresséao do ciclo celular (WEI, 2004). Esse gene possui a fungao de
ubiquitinar e degradar a p27(KIP1), uma inibidora do ciclo celular, e ja foi implicado
como oncogene de algumas neoplasias (CARRANO, 1999; LATRES, 2001; WANG,
2014). Em um estudo realizado em 70 amostras de carcinoma de células escamosas
oral relatou-se maior expressdo de SKP2 no tumor em relagdo ao tecido normal
associada com maior agressividade tumoral e capacidade invasiva (YAMADA, 2016).
Em outro estudo conduzido por Gstaiger e colaboradores (2001), foi sugerida a
participacdo do gene SKP2 em lesbdes potencialmente malignas , ao encontrar alta
expressao da proteina desse gene em displasias epiteliais e carcinoma, quando
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comparados ao controle normal e, além disso, altos niveis de SKP2 foram
encontrados a medida que o grau de displasia se agravava. A proteina SKP2 também
esta relacionada a via MAPK, de acordo com o estudo de Villanueva e colaboradores
(2007), em que a proteina ERK presente nesta via, quando inibida, induz o acumulo
de p27(KIP1) através da mediacao por expressao do gene SKP2. O ameloblastoma
também foi alvo de estudo da p27(KIP1), em um estudo conduzido por Zhong e
colaboradores (2005), em que a taxa de marcagao positiva dessa proteina no nucleo
das células, foi de 16,7% no total de 54 amostras de ameloblastoma. Esses achados

sugerem a possivel colaboragao do gene SKP2 a malignidade do fenétipo tumoral.

Outros genes que estdo mais expressos em multicistico e estao envolvidos com
a progressao do ciclo celular, sdo a ciclina T1 (CCNT1) e a CDK5RAP1, que, ao
interagir respectivamente com a CDK9 e CDKS5, colaboram com o aumento da
proliferagao celular (WANG, 2015). Correlagao entre ciclina T1 com malignidade e
crescimento tumoral foram feitas em alguns estudos. No estudo de Moiola e
colaboradores (2010) foi demonstrada relagdo entre superexpressao de ciclina T1 e
CDK9 em linhagens celulares de tumores de cabega e pescogo, com a alta
proliferacdo celular desses tumores. Quanto a desregulagcdo de CDK5RAP1 em
neoplasias, poucos achados séo encontrados na literatura. No estudo de Wang e
colegas (2015) foi mostrada que a deficiéncia dessa proteina causa parada do ciclo

celular, sugerindo a possibilidade de utiliza-la como alvo terapéutico.

O presente estudo mostra pela primeira vez aumento da expressdo em SKP2,
CCNT1 e CDK5RAP1 em ameloblastoma. A fungdo oncogénica destes genes em
outras neoplasias sugerem que a super expressao em ameloblastoma multicistico
pode estar relacionado com a sua maior agressividade. Estudos in vitro abordando o
impacto da expressdo de SKP2, CCNT1 e CDK5RAP1 no fendtipo de células de
ameloblastomas podem relevar a real importancia dessas alteragées no processo de

tumorigénese desta neoplasia.

Nas amostras estudadas, observou-se a expressdo elevada de MCM5 em
ameloblastoma multicistico. O complexo MCM é formado pelas proteinas MCM 2 a 7
e MCM 10 e é responsavel pela iniciagdo e extensao da fita de DNA ao interagir com
as forquilhas de replicagdo (LEE & HURWITZ, 2001). A superexpressao dos genes

que codificam as proteinas deste complexo ja foi relatada em varias neoplasias, tais
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como meningioma (GIAGINIS, 2008), cancer de prostata (REN, 2005), osteossarcoma
(KUIJJER, 2012), dentre outros. E mais especificamente, MCM5, foi considerado
marcador de prognostico em cancer de ovario e de préstata (GAKIOPOULQOU, 2007).
De acordo com Das e colaboradores (2014), ndo se sabe se a desregulagdo de MCM
€ apenas fruto de desregulagao de outras moléculas relacionadas, sendo apenas um
marcador proliferativo, ou se a alteragdo de expressdo causa diretamente
instabilidade cromossémica ao interferir na replicagdo do DNA. Em um estudo de
imunoexpressao de MCM2 e MCM3, realizado em variantes de ameloblastoma,
incluindo multicistica e unicistica, foi relatada maior expressdo das proteinas
codificadas por esses genes na variante multicistica (CARREON-BURCIAGA, 2015).
O estudo também sugere que essas proteinas possam ser utilizadas como
marcadores de tumores com comportamento mais agressivo. No nosso estudo, foi
reportada maior expressao de MCMS5 na variante multicistica comparada a unicistica.
Outros estudos sao necessarios para que seja possivel discutir sobre as causas e
consequéncias dessa alteracéo, porém, por ser uma proteina de fungdes similares as
relatadas anteriormente, € possivel sugerir um mesmo papel de marcador de

agressividade tumoral.

O ciclo celular também ¢é constituido de moléculas responsaveis por checar a
integridade da célula e certificar se os processos estdo acontecendo de forma
ordenada. Por exemplo, o TP53 € um conhecido gene supressor de tumor cuja
alteracdo esta relacionada a 50% das neoplasias (VOGELSTEIN, 2010)
(http://p53.free.fr/). Alteracdo do TP53 incluem mutagdo no proprio gene,

superexpressao de vias relacionadas ou alteragdo em moléculas reguladoras, como
MDM2, que se liga a P53 e a regula negativamente. Conhecido como “guardido do
genoma”, o gene TP53 codifica a proteina P53, que € normalmente ativada em reagao
a algum tipo de dano ao DNA, redugéo de O2 ou ativagao de oncogenes. Com isso,
P53 produz respostas biolégicas como parada do ciclo celular para que o dano seja
reparado, ou indugao a apoptose ou senescéncia, (YEE, 2005; RILEY, 2008; GREEN
& KROEMER, 2009).

No presente estudo, a expressao relativa de p53 era maior na variante
multicistica comparada a unicistica. Este achado corrobora com os demais autores

que associaram maior expressdao de P53 com a maior agressividade dos tumores
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odontogénicos. A expressao mais elevada de P53 também pode ser interpretada
levando em consideragéo os multiplos contextos onde P53 é ativada, sugerindo que
sua super ativagdo em ameloblastoma multicistico é reflexo de maior frequéncia de

dano ao DNA, reducao de O2 ou maior ativagdo de oncogenes.

Varios estudos realizados em ameloblastoma ou outros tumores odontogénicos
relataram alteracbes em P53. Em um estudo de imunoexpressdo foi mostrada a
correlacdo entre ki-67, um marcador de proliferacdo, e P53 em amostras de
ameloblastoma comparado ao tumor odontogénico queratocistico. Como as amostras
de ameloblastoma apresentaram maior marcagao de P53, os autores sugeriram que
a tendéncia de expressao dessa proteina cresce a medida que o tumor se apresenta
com maior grau de agressividade (GADBAILA & CHAUDHARY, 2011). Essa mesma
sugestao foi feita em outro estudo imunohistoquimico, dessa vez fazendo um paralelo
entre ameloblastoma e tumor odontogénico adenomatdide (TOA). Barboza e
colaboradores (2005) interpretaram que a P53 pode ter um papel na maior
agressividade do ameloblastoma, ja que apresentou maior marcacédo de P53
comparado ao TOA. Por ultimo, um estudo testou a relagdo da P53 com MDM2 e P14,
outra proteina que participa da regulagdo do ciclo celular, em diversos subtipos
histologicos de ameloblastoma e em germes dentais. Foi revelado maior expressao
de P53, MDM2 e p14 em ameloblastoma do que em germes dentais, sugerindo a
participagdo desses reguladores na tumorigénese de ameloblastoma (KUMAMOTO,
2004).

Existem outros genes encarregados de verificar a integridade do DNA e
responder a danos, como CCNG2, que é um gene que codifica a ciclina G2 e esta
relacionada a inibicdo do crescimento celular quando ha necessidade de responder a
algum dano ao DNA. Foi demonstrada, em uma linhagem celular do carcinoma
colorretal, que a superexpressao de ciclina G2 induz parada do ciclo celular de
maneira dependente de P53 e também é responsavel pela ativacdo de CHEK2 por
fosforilagdo (ZIMMERMANN, 2012). E interessante notar que encontramos maior
expressao de TP53, CCNG2 e CHEK2 em ameloblastoma multicistico, o que levanta
a hipétese de que a expressao de CCNG2 poderia estar diretamente relacionada a
expressao dos demais genes citados em ameloblastoma. Experimentos in vitro

poderiam ajudar a testar esta hipotese. Outro gene também relacionado com CHEK2
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€ o0 gene HUST que codifica uma proteina que leva a parada do ciclo celular em
resposta ao dano ao DNA. Essa proteina cria um complexo com Rad1 e Rad9 e, em
conjunto com ATR, também induz ativacdo de CHEK2, causando parada celular ou

apoptose.
FALAR DE MAD2L2

A proteina codificada por MAD2L2 também é responsavel pela integridade do
genoma por ser encarregado do checkpoint do fuso mitotico e também por responder
a danos ao DNA (BOERSMA, 2015). Nao ha estudos anteriores que correlacionam
esses genes com a patogénese de tumores odontogénicos, incluso ameloblastoma.
No presente estudo, a proteina MAD2L2 se encontra mais expressa em multicistico e
a partir de nossos resultados € possivel propor uma associagao entre a alta expressao
de alguns genes de reparo do DNA com a resposta exacerbada da célula ao tentar
regular o seu ciclo celular. Estes podem ser eventos secundarios resultantes da
desregulagéo da atividade do ciclo celular, reflexo do aumento da proliferagdo nesta

lesdo.

6.2- Genes do ciclo celular menos expressos em ameloblastoma multicistico

Quatro genes exibiram menor expressao em ameloblastoma multicistico, quando
comparado ao grupo de ameloblastoma unicistico. Sao eles: BCCIP, CCNC, CDK1 e
MAD2L1.

A proteina codificada por BCCIP atua em interacdo com BRCAZ2 e CDKN1A para
regular a progressao do ciclo celular e € também um dos responsaveis pelo reparo de
quebra de fita dupla do DNA.

O gene CCNC codifica a ciclina C, que age em conjunto com a CDK8 para
promover a progressao do ciclo celular. Ela € considerada reguladora da saida da
célula de GO, pois apresenta alta expressdao de mRNA nessa fase. Ciclina C age em
conjunto com RB, apesar de ndo estimular a entrada da célula na fase S (LIU, 1998;
RICKERT, 1996). A quinase CDK1 atua no sentido de promover as transi¢des
necessarias a progressao do ciclo celular, ao estimular a fase M e as fases de
transicdo G1/S, G2/M. Esse gene se encontra super expresso em algumas
neoplasias, como em cancer de prostata, e sua expressao foi relacionada a maior

proliferagao e sobrevivéncia celular ao interagir com outras proteinas, como FOXO 1
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(LIU, 2008). Tanto o gene CCNC, quanto CDK1 estdo mais expressos em unicistico
e, por estarem relacionados diretamente a proliferacédo, sugere-se um possivel papel

na biologia especifica do ameloblastoma unicistico.

O gene MAD2L1 tem fungdo conhecida no checkpoint do fuso mitético ao
garantir que os cromossomos estejam alinhados de forma adequada (PERCY, 2000).
Assim como os genes citados acima, MAD2L1 também apresenta menor expressao
na variante multicistica e pode estar relacionado com a maior agressividade desta
variante. Estes achados devem ser fortalecidos utilizando-se um numero maior de

amostras

6.3-Genes de reparo do DNA DNA
No ensaio de genes de reparo do DNA, dois genes apresentaram expressao
diferenciada. CHEK2 e NTHL 1 estdo mais expressos em ameloblastoma multicistico,

quando comparado com 0 grupo unicistico.

A proteina CHEK2, codificada pelo gene de mesmo nome, esta envolvida na
patogénese de diversas neoplasias. E ativada, principalmente, por ATM em resposta
a quebra de fita dupla de DNA e é considerada inativa na auséncia de danos. Quando
a CHEK?2 ¢ ativada, é capaz de parar o ciclo em G1 e também prevenir a entrada da
célula na mitose, caso ela ndo esteja em equilibrio (NEVANLINNA & BARTEK, 2006;
revisado em BARTEK & LUKAS, 2003). Em um estudo funcional para verificar o papel
de CHEK2, apontou-se a inibicao da proliferacdo e a indugdo da parada do ciclo
celular, da apoptose e da senescéncia quando CHEK2 estava expressa (CHEN,
2005). J&a NTHL1 esta envolvido no reparo por excisdo de bases (BER) e tem funcao
de reparar sitios apuricos ou apirimidicos. Sua expressao alterada esta envolvida em
alguns tipos de cancer, como cancer de mama (SUMMA, 2014) e cancer colorretal
(BRODERICK, 2006).

A proliferagao celular é controlada por genes conhecidos como proto-oncogenes
e, se ocorre alguma mutagao, esses genes adquirem caracteristica de oncogenes e
sdo responsaveis por induzir proliferacdo descontrolada. Essa proliferacédo
descontrolada pode gerar o chamado estresse replicativo, responsavel pela formacéao
e acumulo de danos ao DNA. Diferentes tipos de danos no DNA ativam vias de
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respostas responsaveis pela contencao das alteragdes e por barrar uma possivel
tumorigénese. As vias de reparo do DNA representam entdo um mecanismo anti-
tumorigénico. Apesar do ameloblastoma multicistico apresentar graus de
agressividade, auséncia de capsula e poder infiltrar na cortical éssea, tanto ele quanto
a variante unicistica sao benignos e virtualmente n&o tem a capacidade de gerar
metastases, caracteristicas de tumores malignos. Tal comportamento pode ser
explicado pela ativacdo dos genes de reparo do DNA, ja que ativagdo das vias
relacionadas podem agir como barreira anti-tumorigénica. Por outro lado, ativagédo das
vias de reparo do DNA tem sido relacionado com a progressao de lesGes pre-
neoplasicas. Um estudo demonstrou a presenca da via CHEK2-ATM em estagios
iniciais de neoplasias, ao comparar lesbes de cancer de bexiga em diferentes
estagios, de acordo com o sistema TNM, considerando lesdes primarias (Ta), lesdes
invasivas primarias (T1) e lesbes em estagios mais avangados (T2-T4). A marcacgao
imunohistoquimica, ao contrario dos tecidos normais, foi positiva para o anticorpo
CHEK2 nas lesdes Ta, de forma semelhante em T1, mas em T2-T4, apesar de haver
marcagao, foi em niveis moderados. Esses achados sugerem uma hipotese de que a
via CHEK2-ATM esta mais ativada em lesdes iniciais de neoplasias (BARTKOVA,
2005).

O estudo de Gorgoulis (2005), propds que o desenvolvimento das neoplasias,
desde o inicio do desenvolvimento, poderia ter relacdo com estresse replicativo, que
leva a instabilidade gendmica por possivelmente causar quebra de fita dupla. O estudo
foi realizado monitorando varias proteinas de reparo do DNA, como a histona H2AX,
53BP1, P53 e CHEK2, em neoplasias como carcinoma de pulmao de células nao
pequenas (NSCLC) e melanoma. Nesse estudo foram demonstradas marcagdes
dessas proteinas fosforiladas, que sao responsivas ao dano, como CHEK2, em
tecidos displasicos relacionados as neoplasias. Esses achados sugerem que os
checkpoints responsaveis por responder aos danos ao DNA sao ativados ja nas fases
iniciais de neoplasias. Para explicar a associacao entre esses achados e o estresse
replicativo, foi testada a hipotese de haver desequilibrio alélico nessas lesbes pré-
neoplasicas utilizando tecido normal, hiperplasico e neoplasico de pulmao. Os
resultados foram plausiveis com a hipotese da presenga do estresse replicativo ja

presente em lesdes iniciais.
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Os resultados deste estudo sugerem que a variante multicistica possui
transcricdo mais elevada do que unicistica, principalmente dos genes relacionados a
progressdo do ciclo celular e consequentemente com o estimulo a proliferagao.
Apenas dois genes de checkpoint e reparo estado diferencialmente expressos nas
variantes, sugerindo que a alteragbes no processo de reparo dos danos possuem
papel menor na biologia do tumor. Especula-se também uma alta atividade de
resposta a possiveis alteragdes e danos ao DNA presentes com mais frequéncia em

ameloblastoma multicistico do que em unicistico.

Genes relacionados ao controle do ciclo celular e ao reparo do DNA sao
diferencialmente expressos nas variantes de ameloblastoma e as suas vias
relacionadas podem ser relevantes para a biologia dos ameloblastomas. Estudo com
um numero maior de amostras € necessario para confirmar os nossos achados e para
melhor compreender a real importancia e o peso de cada gene nos mecanismos de
tumorigénese. A relevancia ja comprovada em outras neoplasias pode servir de

indicador na escolha dos genes alterados alvos para os futuros estudos.

CONCLUSAO
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7 - CONCLUSAO

Genes relacionados ao controle do ciclo celular e ao reparo do DNA sao
diferencialmente expressos nas variantes de ameloblastoma. Estes genes podem
estar relacionados a diferenca no comportamento biolégico do ameloblastoma
multicistico e unicistico. A investigacdo destes genes em um maior numero de
amostras e estudos funcionais podem ajudar a elucidaros mecanismos da patogénese

e evolucado dos ameloblastomas.
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