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RESUMO

O tumor odontogénico adenomatoide (TOA) é um tumor benigno, encapsulado, de
crescimento lento e muitas vezes assintomatico. O TOA corresponde a cerca de 3 a 7% dos
tumores odontogénicos, e tende a ocorrer em individuos jovens e em mulheres. O TOA pode
ocorrer na variante intradssea ou na variante extragssea, sendo esta Ultima muito rara.
Recentemente, por meio de uma abordagem de sequenciamento de nova geragao, n0Sso grupo
de pesquisa descreveu pela primeira vez a mutagdo KRAS p.G12V em TOA. A mutagdo KRAS
p.G12V é muito frequente em tumores malignos como cancer de pulméo, intestino e pancreas.
Porém, ndo se sabe ao certo o papel dessa mutacdo no contexto dos tumores benignos. O
objetivo desse estudo foi analisar a presenca de mutacGes no cddon 12 do gene KRAS e a
associacao delas com parametros histopatolégicos e clinicos em TOA. Para isso, foi utilizada
uma amostra de conveniéncia de 38 TOAs fixados em formol e incluidos em parafina.
Avaliou-se a presenca da mutacdo KRAS no cddon 12 por meio da reacdo de gPCR alelo-
especifico e/ou sequenciamento de Sanger. A ativacdo da via MAPK, sabidamente ativada por
mutacdes em KRAS, foi investigada por meio de reacdo imuno-histoquimica para a forma
fosfolilada das proteinas ERK1/2 (phospho-ERK1/2). Além disto, a capsula das lesdes foi
medida por analise morfométrica, os dados clinicos foram coletados e foi realizada analise
estatistica para correlacionar os achados moleculares com os dados clinicopatolégicos da
lesdo, tais como a associagdo com dentes inclusos, tamanho e localizacdo da lesdo (maxila ou
mandibula, regido anterior ou posterior), espessura da capsula e idade do individuo. A
mutacdo ativadora KRAS p.G12V (c.35G>T) foi encontrada em 15/38 casos e a mutacdo
KRAS p.G12R (c.34G>C) foi detectada em 12/38 casos. Nos 11 casos restantes, ndo foi
detectada mutacdo no cédon 12 do KRAS, sendo classificados como wild-type (selvagens)
para essas mutacdes. Ndo houve associacdo das mutacGes do codon 12 com 0s parametros
clinicopatoldgicos analisados (p>0,05). Nossos resultados indicam que o KRAS se encontra
mutado em grande parte dos casos estudados (71%). Além disso, foi demonstrada a ativacéo
da via de sinalizacdo celular MAPK/ERK em todos os casos e em todos os tipos morfoldgicos
de celulas tumorais. Porém, ndo se sabe o porqué de mutagdes no KRAS ocorrerem em um
tumor de comportamento indolente como o TOA, e a0 mesmo tempo ocorrerem neoplasias
malignas, como por exemplo adenocarcinoma pulmonar, adenocarcinoma pancreatico e
cancer colorretal.

Palavras-chaves: Tumor odontogénico adenomatoide, KRAS, Tumores odontogénicos,

Sequenciamento de Sanger, Biologia tumoral, MAPK, genética.



ABSTRACT

The adenomatoid odontogenic tumour (AOT) is a benign, encapsulated tumor, usually
growing slowly and being an assintomatic tumour. The AOT corresponds to about 3 to 7% of
all odontogenic tumours, and tends to occur in young individuals and females. AOT can occur
in the intraosseous variant or the extraosseous variant, the latter being very rare. Recently,
using a next generation sequencing approach, our research group described for the first time
KRAS p.G12V in AOT. However, its importance in the context of benign tumors is uncertain.
The objective of this study was to investigate KRAS codon 12 mutations in AOT and the
association of these mutations with clinocopathological parameters. A convenience sample of
38 formalin-fixed paraffin-embedded tissue of AOT was included in the study. KRAS p.G12
was assessed by quantitative real time PCR assay and/or Sanger sequencing. We also
investigated MAPK pathway activation by phospho-ERK immunohistochemistry. Tumour
capsule thickness was measured by morphometric analysis, clinical data colected and
statistical analysis was performed to correlate the molecular findings with clinicopathological
parameters of the lesion, such as the association with impacted teeth, the size and location of
the lesion (maxille or mandible, anterior or posterior region), capsule thickness, patient’s sex
and age. The KRAS p.G12V (c.35G>T) mutation was detected in 15/38 cases and KRAS
p.G12R (c.34G>C) mutation was detected in 12/38 cases. In the other 11 cases, we did not
detect KRAS codon 12 mutation, and they were classified as wild-type for these mutations.
There was no assossiation between codon 12 mutation and the clinicopathological parameters
tested (p>0.05). These findings indicate that KRAS is mutated in a high proportion of cases
analysed (71%). Furthermore, we observed MAPK/ERK pathway activation in all cases and
in all morphological types of tumour cells. It is unclear why KRAS mutations occur in an
indolent tumour such as AOT while they occurr in tumours with aggressive behavior, such as

pulmonary adenocarcinoma, pancreatic adenocarcinoma and colorrectal cancer.

Key words: Adenomatoid odontogenic tumor, KRAS, Odontogenic tumours, Sanger
sequencing, Tumour biology, MAPK, genetics.
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1. INTRODUCAO

O tumor odontogénico adenomatoide (TOA) é um tumor benigno, encapsulado, de
crescimento lento e muitas vezes assintomatico. E pouco frequente dentre os tumores
odontogénicos, correspondendo a cerca de 3 a 7%, e tende a ocorrer em individuos jovens e
em mulheres. O TOA ocorre na maioria das vezes como uma variante intradssea (central), que
é subclassificada em tipo folicular ou extrafolicular, ou pode ocorrer em raros casos como
variante extradssea (do tipo periférico) (PHILIPSEN et al., 2005; NEVILLE et al., 2016;
PHILIPSEN et al., 2016; WRIGHT & KUSAMA, 2017).

Estudos recentes tém analisado o papel de mutacdes na alteragdo das vias das MAPKSs
e varios de seus componentes, como por exemplo no RAS e RAF. Essa via esta relacionada a
regulacdo de funcdes celulares importantes como crescimento, diferenciacdo e proliferacéo
celular, e frequentemente se encontra desregulada em tipos diferentes de tumores. A
superfamilia de proto-oncogenes RAS € importante na regulacéo da via MAPK, dentre outras,
e apresenta trés membros: KRAS, NRAS e HRAS. Segundo a literatura, € comum encontrar
mutacdo nesses genes em canceres humanos, em especial mutacdes no codon 12 do KRAS
(DHILLON et al., 2007; PRIOR et al., 2012; KATO et al., 2016; MYERS et al., 2016; DINIZ
etal., 2017; HAIGIS, 2017).

A mutagdo ativadora KRAS p.G12V, por exemplo, ocorre em alta frequéncia em
tumores malignos. Essa mutacdo consiste na troca de um dnico nucleotideo, e tem como
consequéncia ativacdo constitutiva da via MAPK. Essa mutagdo, muitas vezes “driver”
(condutora), estd intimamente ligada a agressividade de alguns tumores, e foi descrita pela
primeira vez nos TOAS por nosso grupo de pesquisa em 2016 (GOMES et al., 2016). Porém,
ndo se sabe ao certo a importancia dessas muta¢fes no contexto dos tumores benignos
(NIKOROV, 2008; PRIOR et al., 2012; GOMES et al., 2016; ZHOU et al., 2016;
ANGLESIO et al., 2017; DINIZ et al., 2017; HAIGIS, 2017).

13



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tumor odontogénico adenomatoide

Os tumores odontogénicos sdo lesdes derivadas de elementos epiteliais e
ectomesenquimais que ddo origem aos elementos dentais. Esses tumores compreendem um
grupo complexo de lesdes de comportamento clinico e de tipos histolégicos diversos, sendo
classificados em benignas ou malignas. Os tumores odontogénicos sdo lesbes raras e ndo
apresentam uma faixa etdria especifica para o seu desenvolvimento (TAKATA &
SLOOTWEG, 2017).

O TOA ja foi descrito de inimeras formas ao longo dos anos, inclusive como uma
variante histolégica do ameloblastoma denominada adenoameloblastoma. No entanto, a
nomenclatura atual foi descrita pela primeira vez por Philipsen e Birn em 1969 (PHILIPSEN
et al., 1969), sendo adotada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) dois anos depois
(KRAMER et al., 1971). O TOA é um tumor odontogénico epitelial benigno, cuja
histogénese ainda é incerta, sendo relativamente pequeno, encapsulado, de comportamento
indolente e muitas vezes assintomatico. O TOA corresponde a cerca de 3 a 7% dos tumores
odontogénicos e afeta, em sua maioria, individuos até a terceira década de vida, acometendo
duas vezes mais mulheres do que homens (PHILIPSEN et al., 2005; NEVILLE et al., 2016;
PHILIPSEN et al., 2016; WRIGHT & KUSAMA, 2017).

2000 pm

Fonte: (A) Cortesia professor Ricardo Gomez. (B) Propria autoria.
Figura 01: Aspecto clinico e histopatolégico do tumor odontogénico adenomatoide. (A) Caso de tumor
adenomatoide extrafolicular. A lesdo localiza-se na regido anterior de maxila e apresenta padrdo de crescimento
expansivo. O tumor é bem delimitado por uma cépsula fibrosa. (B) Histopatologicamente, observa-se uma
proliferacédo epitelial encapsulada, bem delimitada, caracteristico desse tipo de tumor (Hematoxilina & Eosina).
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O TOA ocorre preferencialmente na maxila e é encontrado em duas principais
variantes clinicopatoldgicas, a variante central (intradssea) e variante periférica (extradssea),
sendo essa Ultima muito rara. A variante central, por sua vez, pode ser subclassificada em
extrafolicular e folicular, sendo esta a forma mais comumente encontrada, associada a um
dente ndo irrompido (na maior parte das vezes um canino) como ilustrado na Figura 02.
Radiograficamente, cerca de 75% dos TOAs sdo caracterizados por uma area radiolucida
unilocular bem delimitada, circunscrita, que geralmente envolve a coroa de um dente nédo
irrompido, as vezes associado a raiz (demonstrando grande semelhanca com cistos
dentigeros). E comum observar focos discretos radiopacos, devido a presenca de calcificacio
delicada (PHILIPSEN & BIRN, 1869; PHILIPSEN et al., 2005; NEVILLE et al., 2016;
WRIGHT & KUSAMA, 2017).

Fonte: PHILIPSEN & REICHART, 1999.
Figura 02: Variantes clinicopatoldgicas do tumor odontogénico adenomatoide: variante central (F) tipo
folicular, 0 mais comum, geralmente associado ao canino, (E1-E4) tipo extrafolicular. (P) tipo periférico.

Do ponto de vista histoldgico, o0 TOA pode se apresentar como uma lesdo solida, com
algumas formacdes caracteristicas: agregados sélidos de células cuboidais ou poliédricas de
epitélio odontogénico com tamanhos variados, que se arranjam em nddulos, estruturas
semelhantes a rosetas, ou até mesmo cord@es. Outras estruturas que podem estar presentes sao
aquelas semelhantes a ductos, aspecto caracteristico responsavel pela nomenclatura do tumor.
Elas consistem em uma regido revestida por uma camada de células epiteliais colunares ou
cuboidais de polaridade reversa, que lembram estruturas glandulares, cujo lumen pode estar
vazio ou apresentar deposito de material amorfo eosinofilico. Além disso, a leséo geralmente
é envolvida por uma céapsula fibrosa, podendo apresentar areas parcialmente cisticas, que em
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poucos casos podem mostrar semelhanca com cisto dentigero. Em alguns casos, podem haver
pontos de calcificacdo e, ocasionalmente, observam-se areas de células epiteliais com
depdsito de material amorfo semelhante a amiloide, que lembram o tumor odontogénico
epitelial calcificante (TOEC) (PHILIPSEN et al., 1998; PHILIPSEN et al., 2016; WRIGHT &
KUSAMA, 2017).

Fonte: (A) Prdpria autoria. (B,C) Cortesia professor Ricardo Gomez
Figura 03: Caracteristicas histopatoldgicas do tumor odontogénico adenomatoide. (A) Proliferacdo de células
neoplasicas com padrdo sélido. Presenca de estruturas semelhante a ductos de tamanhos variados (seta maior), agregados
celulares formando nddulos e estruturas semelhantes a rosetas (setas menores) (Hematoxilina & Eosina). (B) Proliferacéo
de células neoplésicas com padrdo cistico (Hematoxilina & Eosina). (C) Presenca de pontos de calcificacdo e areas
eosinofilicas semelhantes ao tumor odontogénico epitelial calcificante) (Hematoxilina & Eosina).

O tratamento cirdrgico conservador, caracterizado principalmente por enucleagdo ou
curetagem, tem sido considerado como a melhor forma de tratamento. Embora alguns autores
afirmem que a taxa de recidiva é extremamente baixa, até o presente momento, ndo ha relatos
convincentes de casos de recidiva do TOA na literatura (NEVILLE et al., 2016; WRIGHT &
KUSAMA, 2017).
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2.2 Via das MAPKSs (Mitogen-Activated Protein kinases) e mutacéo do gene KRAS

A ativacdo da via das MAPKs, em especial a cascata Ras-raf-MEK-ERK, tem sido
estudada tanto em neoplasias malignas quanto em benignas, como por exemplo o0 TOA. Essa
via esta intimamente ligada a regulacdo de algumas funcgdes celulares importantes, como por
exemplo crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular. A cascata Ras-raf-MEK-ERK
encontra-se comumente desregulada em muitos canceres, algumas neoplasias benignas e até
condi¢cdes ndo neoplasicas, porém nao se sabe ao certo sua importancia no contexto dos
tumores benignos (DHILLON et al., 2007; MYERS et al., 2016; KATO et al., 2016; DINIZ
etal., 2017).

A superfamilia RAS, presente nessa via, apresenta trés membros (KRAS, NRAS e
HRAS) que codificam uma proteina G monomérica com papel central na sinalizacdo
intracelular. Estes genes encontram-se frequentemente mutados em canceres humanos.
Normalmente, RAS apresenta-se no citoplasma na forma inativa ou quiescente (ligada ao
GDP-difosfato de guanosina) e, apds sinais dos receptores de membrana, é convertida para a
forma ativa (ligada ao GTP-trifosfato de guanosina), através da reacdo de fosforilacdo
reversivel, catalisada por GEFs (fatores de troca de nucleotideos guanina). Com RAS ativada,
ocorre 0 recrutamento e ativacdo de RAF (efetora intracelular na sinalizacdo da cascata
MAPK), levando a ativagdo por fosforilagdo de ERK. A ERK fosforilada interage com
proteinas de sinalizacdo no citoplasma, como por exemplo as RSKs, e migra para o nucleo,
onde atua diretamente nos fatores de transcricdo nucleares, que, por sua vez, atuam na
ativacdo de genes de mitose e genes de controle do ciclo celular. A ativacdo dessa via pode
interagir em outras vias reguladoras de funcbes celulares importantes, como por exemplo a
PIK3-mTOR, devido a ativacdo cruzada e/ou convergéncia dos mesmos substratos. A
inativacdo da RAS ocorre através da hidrélise do GDP, mediada por GAPs (proteina ativadora
de GTPase) (PEYSSONNAUX & EYCHENE, 2001; POLLOCK et al., 2003; KUMAR et al.,
2005; DHILLON et al., 2007; NIKOROQOV, 2008; MENDONZA et al., 2011; PRIOR et al.,
2012; BROWN et al., 2014; KURPPA et al., 2014; DINIZ et al., 2015; GOMES et al., 2016;
HAIGIS, 2017; MONTANRO et al., 2018).
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Fonte: Nikorov, 2008 adaptado.
Figura 04: Via de sinalizacdo MAPK. Ativacdo da proteina citoplasmatica RAS, em seguida recrutamento e
ativagdo da proteina RAF, com consequente ativacdo da via MAPK, levando a regulacdo da proliferagdo,
diferenciagdo e sobrevivéncia celular.

Estudos recentes demonstraram que mutacdo na familia RAS ocorre com frequéncia
variavel em alguns tipos de tumores, como por exemplo nevo sebaceo (GROESSER et al.,
2012), adenocarcinoma pancredtico (SMIT et al., 1988), adenocarcinoma pulmonar
(RODENHUIS et al., 1987), cancer colorretal (BOS et al., 1987; FORRESTER et al., 1987),
dentre outros. Das trés isoformas de RAS, o KRAS tem se destacado por ser o proto-oncogene
com maior frequéncia de mutacdo em neoplasias humanas, sendo o cédon 12, seguido dos
cddons 13 e 61, os mais alterados (PRIOR et al., 2012; KATO et al., 2016; HAIGIS, 2017).

Segundo a literatura, a substituicdo de apenas um aminoacido no cédon 12 pode
desencadear um estado oncogénico do gene KRAS. Dentre essas mutacdes podemos encontrar
a p.G12D, p.G12R, p.G12C, p.G12A, p.G12V. A mutacdo missense KRAS p.G12V
(c.35G>T) resulta em uma substituicdo do aminoacido glicina pelo aminoacido valina,
enquanto a mutagdo missense KRAS p.G12R (c.34G>C) resulta em uma substituicdo do
aminoacido glicina pelo aminodcido arginina. Mutacdo ativadora no KRAS tem como
consequéncia a resisténcia da proteina mutada a GAP devido a alteracdo do sitio ativo, e ao
aumento da sua afinidade com o GTP, alterando o balango entre a forma inativa (ligada ao

GDP) e a forma ativa (ligada ao GTP) da proteina. Em decorréncia, ocorre a ativacdo
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constitutiva da via MAPK e desregulacdo de funcbes importantes como proliferagéo,
sobrevivéncia e diferenciacdo celular (NIKOROV, 2008; PRIOR et al., 2012; ZHOU et al.,
2016; ANGLESIO et al., 2017; HAIGIS, 2017).

Recentemente nosso grupo de pesquisa descreveu pela primeira vez a presenca da
mutacdo ativadora KRAS p.G12V em TOA, através do sequenciamento de nova geragdo
utilizando um painel que contém 50 oncogenes e genes supressores de tumor. Nesse mesmo
estudo, essa mutacdo foi validada em um grupo pequeno de TOAs, estando presente em
77,8% (7/9) dos casos (GOMES et al., 2016). Com base nesses resultados, aparentemente a
mutacdo KRAS p.G12V poderia ser um marcador molecular para o0 TOA (GOMES et al.,
2016), assim como a mutacdo BRAF p.V600E tem sido reportada e altamente associada ao
ameloblastoma (BROWN et al., 2014; KURPPA et al., 2014; DINIZ et al., 2015; DINIZ et
al., 2017).
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3. OBJETIVOS

e Analisar a presenca de mutacdo no codon 12 do KRAS em tumores odontogénicos
adenomatoide.

e Correlacionar os achados moleculares com os dados clinicopatologicos da lesdo, tais
como a idade, associacdo com dentes inclusos, espessura da capsula, tamanho e

localizagdo da leséo.

e Investigar a ativacdo da via MAPK nos tumores odontogénicos adenomatoide através
da imunoexpressdo da proteina ERK1/2 fosforilada.
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4. MATERIAIS E METODOS

Na Figura 05, pode-se observar o diagrama dos métodos utilizados:

Coleta de dados e selecdo das amostras

Confirmacéo do diagndstico

l |

Mensuracéo da capsula Extracdo de DNA Imuno-histoquimica

fibrosa

Avaliacdo do DNA funcional
por PCR convencional

gPCR em tempo real
alelo-especifico

AUSENCNIA PRESENGA
MUTAGCAO MUTACAO
Validag&o do resultado Validagéo do resultado
por Sanger por Sanger*

Figura 05: Diagrama esquematico da metodologia.
Sanger*= procedimento realizado em alguns casos para confirmacdo dos resultados obtidos a partir do qPCR em
tempo real alelo-especifico (n=5).
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4.1 Amostras

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) sob protocolo CAAE 30405514.5.0000.5149 (Anexo 01).
Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de TOAs fixados em formol tamponado a 10% pH
7,4 e incluidos em parafina. Foram selecionadas 50 amostras do acervo do Servico da
Patologia Oral da Faculdade de Odontologia da UFMG e de outras 7 instituicbes nacionais:
Universidade Federal de Sergipe, Universidade Federal do Pard, Universidade Federal de
Goias, Universidade Federal de Pernambuco, Universidade de Tiradentes-Aracaju,
Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Porém, devido a baixa quantidade de tecido presente e/ou baixa qualidade do DNA obtido, 12
amostras foram excluidas, portanto, 38 amostras foram incluidas nesse estudo. O diagnostico
de todos os casos foi confirmado por trés patologistas bucais (C.C.G., R.S.G., V.F.B.). Os
dados clinicos, tais como a associa¢do com dentes inclusos, a localizacdo da lesdo, espessura

da capsula, sexo e idade foram coletados de todos o0s casos.

4.2 Extracdo de DNA

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA gendmico (gDNA) utilizando o kit
QlAamp DNA FFPE Tissue (QlAamp DNA FFPE TissueKit, Qiagen, Hilden, Germany),
seguindo o protocolo do fabricante. Inicialmente, foram feitos cerca de 5 a 10 cortes de 10 um
dos tecidos de cada amostra (FFPE). Posteriormente, os cortes dos tecidos foram
desparafinizados em 5 banhos de xilol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) pré-aquecido a
56°C e lavados em alcool absoluto (Merck). Foi realizada entdo a digestdo enzimatica
utilizando proteinase K em banho seco por 24 horas (56°C) e a incubacdo em banho seco por
1 hora (90°C). Em seguida o DNA foi retido na coluna QlAamp Min Elutecolumn
(QlAampMinElute® Columns) e a lavagem foi feita utilizando o tampéo Buffer AL e etanol
100% (Merck ), Buffer AW1, Buffer AW2. Por fim, a eluicédo foi realizada em buffer ATE e 0
material de extragdo foi quantificado por espectrofotometria utilizando NanoDrop instrument
(Thermo FisherScientific, Wilmington, USA). Os resultados da quantificacdo foram
analisados, e os gDNA de cada amostra escolhidos para a proxima etapa foram aqueles que
tiveram a taxa de relacdo 260/280 entre 1,8 e 2,0, e a taxa de relagcdo 260/230 entre 2,0 e 2,2,
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de acordo com o sugerido no protocolo do nanodrop (WILFINGER et al.,, 1997). As
principais etapas da extracdo de DNA estéo ilustradas na Figura 06.

Microdissecgdo
manual do tecido

g

Lise Retencao Lavagem Eluigdo

Quantificacdo no | o
Nanodrop .

Figura 06: Representacdo esquemaética das principais etapas da extracdo de DNA.

4.3 PCR convencional

Para prosseguir para os testes moleculares, a presenga de gDNA funcional foi
verificada. Para isso foi realizado um PCR convencional para o gene KRAS. Para amplificacéo
do gDNA, utilizou-se KIT Taq Platinum (Platinum®Taq DNA Polymerase, Invitrogen), o
primer forward 5'AAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGA3’' e o primer reverse
S'TCATGAAAATGGTCAGAGAAACC3'. A primeira etapa da amplificagdo foi a
desnaturacdo inicial, que ocorreu a 94°C por 1 minuto. As trés proximas se repetiram 45
vezes: desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 56°C por 30 segundos e extenséo a
72°C por 1 minuto. Apos esses 45 ciclos, ocorreu a extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos obtidos na reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6,5% a 200 mA por 30 minutos em solucdo tampdo TBE. Ap0s corrida
eletroforética o gel foi fixado e corado com nitrato de prata. O amplicon gerado pela PCR ¢ de
293pb.
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4.4 Deteccao da mutacdo KRAS p.G12 por meio de gPCR em tempo real alelo-especifico

Ap0s a quantificacdo no Nanodrop, as amostras de gDNA foram incluidas na reacao
de gPCR em tempo real alelo-especifico. Tal técnica avaliou a presenca ou auséncia da
mutacdo KRAS p.G12. Para isso, foi acrescentado ao gDNA sondas de hidrélise Tagman®
sequéncia especifica para o alelo mutado, para KRAS p.G12V (KRAS_520_mu) e para KRAS
p.G12R (KRAS 518 mu), e alelo referéncia ndo mutado (KRAS_rf) (Applied biosystem,
Foster City, USA) (PO2064497). A reacdo foi feita no instrumento StepOne Plus (Applied
Biosystems). Os dados contendo os valores de CT (do inglés, cycle threshold) foram
importados para o software Tagman Mutation Detector™ (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, USA), e o status de mutacdo foi determinado de acordo com o Delta CT. O Delta
CT é um valor de corte pré-determinado pelo fabricante, é especifico para cada sonda, e é
calculado pela diferenca entre valor de CT do alelo mutante e valor de CT do gene referéncia.
Os casos que tiveram o valor detectado de Delta CT maior que 9,96 foram classificados como
sem mutacdo, os casos com valor de Delta CT menor, tiveram o status de mutacao positivo.
Além disso, para confirmar o resultado, levou-se em considera¢do o CT individual de cada
amostra para cada sonda, em cada reacdo, de forma que o valor maximo permitido para o CT
nos casos que utilizou-se a sonda KRAS_rf foi 28, e o valor maximo permitido para o CT nos
casos que utilizou-se a sonda KRAS 520 mu e KRAS 518 mu foi 37. Os casos que
apresentaram CT maior que esses valores de corte pré-determinados tiveram os resultados

considerados como indeterminados.

4.5 Detecgdo da mutacdo KRAS por meio de sequenciamento de Sanger

A presenca da mutacdo KRAS p.G12V e KRAS p.G12R detectada por gPCR em tempo
real alelo-especifico foi confirmada por sequenciamento de Sanger em alguma das amostras
selecionadas de forma aleatoria. Além disso, as amostras que ndo tiveram a mutacdo detectada
pelo gPCR alelo-especifico foram submetidas a analise por sequenciamento direto
bidirecional, para confirmar a auséncia da mutagdo apontada pelo qPCR e para analisar outras
possiveis mutagdes ja descritas na literatura no codon 12. Para isso foi utilizado o seguinte par
de primer: primer forward 5’AAAAGGTACTGGTGGAGTATTTGA3' e primer reverse
S'TCATGAAAATGGTCAGAGAAACC3’ (os mesmos utilizados no item 4.3, e sob as mesas

condicBes térmicas). Os produtos de PCR foram purificados utilizando o reagente de limpeza
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Ex0SAP-IT™ (78200.200)(Affymetrix INC, CA, USA) seguindo as instrugdes do fabricante.
Em seguida, as reacdes de sequenciamento foram realizadas por eletroforese capilar no
aparelho ABI3730 (Life Technologies), com reagente BigDye v3.1 (Applied Biosystems™,
USA) e foi utilizado POP7 como polimero. Os cromatogramas foram analisados manualmente
no software livre Chromas (Technelysium Pty Ltd), utilizando-se a sequéncia referéncia
NG_007524.1.

4.6 Analise morfométrica da capsula fibrosa

A espessura da capsula fibrosa dos tumores utilizados na analise molecular foi medida
utilizando-se o software MMI CellTools (MMI Molecular Machines & Industries, Tokyo,
Japan). As laminas coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) foram colocadas na plataforma
do microscopio e escaneadas em um aumento original de 40X. As medicGes foram feitas
através da criacdo de linhas que mediam desde a parte mais interna até a parte mais externa do
tecido conjuntivo adjacente ao tecido tumoral. Os valores foram obtidos em pum e convertidos
em mm. Para analise no teste estatistico, foi levada em consideracdo a média dos valores

obtidos em cada caso.

4.7 Imuno-histoquimica (IHQ)

Imuno-histoquimica foi realizada para investigar a presenca da proteina ERK1/2
fosforilada, consistente com a ativagdo da via MAPK, nos casos que ainda tinham material
tumoral suficiente (35 casos). Para isso, cortes de 4um das amostras FFPE foram colocados
em laminas de vidro silanizadas (StarFrost, Knittel Glass, Germany). Primeiramente, o
excesso de parafina foi retirado em xilol (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) seguido de
banhos de alcool (100%, 95% e 80%)(Merck). A recuperacdo antigénica foi feita com solugédo
TRIS-EDTA (pH 8,0) e o bloqueio da peroxidase endogena foi feito com metanol e agua
oxigenada a 10 volumes, na proporcédo 1:1. A incubacdo do anticorpo primario foi feita por 18
horas a 4°C, com o anticorpo monoclonal de coelho anti-p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204, CST
#4376), diluido 1:100 com diluente de anticorpo. Em seguida, a reacéo foi visualizada através
do sistema de polimero (EnVision; Dako Corporation, Carpinteria, USA) com uma hora e
meia de incubacdo a temperatura ambiente, e foi utilizado como cromogeno a

diaminobenzidina (Dako North America, Carpinteia, USA) por 1 a 7 minutos, de acordo com
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inspecdo visual. A contra coloragéo foi feita com hematoxilina de Harris por trés minutos. Os
cortes entdo foram desidratados com alcool (70%, 90%, 100%) e foi realizada a montagem
das laminas com Entellan (Merck), apos a imersdo das mesmas em Xilol. Em todas as reacdes
foram incluidos controle positivo (granuloma piogénico) e controle negativo (granuloma
piogénico sem anticorpo primério). Os resultados foram avaliados por quatro observadores
(B.P.C., R.S.G., V.F.B. e C.C.G) em microscopio optico de luz, utilizando analise cega em
relacdo aos resultados moleculares, e foi considerado como resultado positivo coloracéo
nuclear e citoplasmatica, independente da intensidade. As laminas foram escaneadas em um

aumento de 20X, utilizando Pannoramic MIDI Digital Slide Scanner (3DHistech, Hungary).

4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software IBM SPSS Statistics for
Windows, Versdao 21.0 (Armonk, NY: IBM Corp.). A normalidade dos dados foi avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilk. A comparacdo entre o grupo "mutado™ e o grupo "tipo selvagem"
para cada variavel (tamanho do tumor, espessura minima, média e maxima da capsula e
idade) foi realizada pelo teste t de amostras independentes ou pelo teste U de Mann-Whitney,
de acordo com a distribuigdo dos dados. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar o
namero de casos entre dois grupos: maxila versus mandibula, regido anterior versus regido
posterior e folicular versus extrafolicular. O nivel de significancia (p) foi estabelecido em
0,05.
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5. RESULTADOS

Esses resultados estdo descritos no artigo cientifico observado no Apéndice 01.

5.1 Dados clinicos

A idade dos individuos variou entre 6 anos e 57 anos, com media de 17,9 anos. A
quantidade de mulheres no grupo amostral foi de 25 e de homens foi de 13, gerando a
proporcdo de mulheres:homens de 2:1. Foram encontrados 22 casos foliculares e 15 casos
extrafoliculares (ndo foi possivel ter acesso a esse dado de um dos casos), gerando a
proporcdo de aproximadamente 1,5 caso folicular para cada caso extrafolicular. Apenas 0s
casos centrais foram incluidos no estudo, e a maioria deles ocorreu na regido anterior (n=26) e

na maxila (n=24).

5.2 Resultados moleculares

27/38 casos apresentaram mutacdo no codon 12, sendo 15 com mutacdo KRAS
p.G12V (¢.35G>T) e 12 com mutacdo KRAS p.G12R (¢.34G>C). A Figura 07 e a Figura 08
representam os resultados obtidos através do gPCR alelo-especifico e sequenciamento de
Sanger, respectivamente.

11/38 casos foram considerados wild-type para as mutacées KRAS p.G12.
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Figura 07: Anélise da mutacdo KRAS p.G12V. Achados representativos da deteccdo da mutagdo KRAS p.G12V pela técnica
gPCR alelo-especifico, mostrando curva de amplificagdo tanto do alelo mutado quanto do alelo selvagem.
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Figura 08: Mutacdo KRAS p.G12 detectada/confirmada pelo sequenciamento de Sanger. (A) Cromatograma do
sequenciamento mostrando a troca de G>T, na posi¢do 35, com consequente substituicdo do aminoacido Glicina pelo aminoécido
Valina (p.G12V). (B) Troca de G>C, na posi¢do 34, com consequente substitui¢do do aminoacido Guanina pelo aminoacido
Arginina (p.G12R).

5.3 Analise morfométrica da capsula fibrosa

Foram feitas de 6 a 41 medicOes ao longo do material, dependendo da amostra. Os

valores em mm das medic¢des da capsula fibrosa estdo listados na Tabela 01.
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Tabela 01: Valores da analise morfométrica da cépsula fibrosa dos tumores

odontogénicos adenomatoide.

Amostra Medida minima (mm) Medida maxima (mm) Medida média (mm)
1 0,367 3 2,6
2 0,392 2 14
3 0,8119 3,6343 2,6
4 0,6973 2,423 1,2
5 0,0692 1,239 0,4
6 0,3333 1,173 0,7
7 0,0987 0,8881 0,4
8 0,1036 3,5748 1,3
9 0,2464 2,5495 1,3
10 0,1831 1,8128 0,7
11 0,6279 1,5924 1,2
12 1,5179 2,0171 1,8
13 0,5113 3,1431 2
14 0,1871 0,6965 0,4
15 0,277095 1,49559 11
16 0,0587 1,0468 0,4
17 0,2351 2,7614 18
18 1,422987 3,935712 2,3
19 0,083251 1,36848 0,7
20 0,2526 1,565 0,9
21 0,7184 4 2,3
22 0,1055 0,4267 0,2
23 0,044348 0,369199 0,2
24 0,1971 0,6258 0,4
25 1,1117 2,9673 2,2
26 0,677 1,8206 13
27 1,5163 2,5636 2,1
28 0,4213 2,0234 11
29 0,072 0,5862 0,3
30 0,2348 0,3799 0,3
31 0,1939 1,0198 0,6
32 1,3181 3 2,1
33 na na na
34 0,1426 2,9727 1,6
35 0,05955 2,4686 14
36 0,2408 1,5925 0,7
37 0,256154 0,864227 0,4
38 0,256154 2,273234 0,6

na= dado ndo analisado.
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5.4 Imuno-histoquimica (IHQ)

Foi observada marcagdo positiva para proteina ERK1/2 fosforilada em todos os casos
analisados, em grupos celulares distintos. No geral, a imunoexpressao ocorreu de forma mais
forte principalmente nas estruturas semelhantes a ductos, nos nddulos e nas estruturas
semelhantes a rosetas. As células fusiformes também apresentaram marcacdo, sendo que as
camadas dessas células que se encontravam mais proximas aos nodulos estavam fortemente
marcadas, enquanto as mais distantes apresentaram marcacdo mais fraca ou até mesmo
marcacdo negativa. Esse padrdo foi observado na maioria dos casos, a ndo ser em um, em que
esse padrdo de marcacdo foi invertido (#23). Em alguns casos, foram encontradas areas
semelhantes a tumor odontogénico epitelial calcificante (8/38) e areas semelhantes a cisto
dentigero (9/38), que também expressaram ERK1/2 fosforilada. Pode-se observar na Figura
09 o padrdo de marcacdo para ERK1/2 fosforilada nos diferentes tipos celulares, e no Quadro

01 pode-se observar essa marcacdo em parametro qualitativo para cada amostra.

Figura 09: Detec¢do por imuno-histoquimica da forma fosforilada da proteina ERK1/2. Expressdo imuno-
histoquimica positiva nuclear e citoplasmatica para a ERK1/2 fosforilada em: (A) estruturas semelhantes a
ductos, nddulos e estruturas semelhantes a rosetas; (B) estrutura semelhante a roseta em maior aumento; (C) area
semelhante a tumor odontogénico epitelial calcificante e; (D) areas cisticas.
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Quadro 01: Expressao imuno-histoquimica da proteina ERK1/2 fosforilada.

Amostra Estruturas Nddulos Estruturas Células Areas Areas
semelhantes semelhantes fusiformes semelhantesa  parcialmente
a ducto a rosetas TOEC cisticas

1 + + + + na na
2 + + + + na na
3 + na + + + +
4 + + + + na +
5 + + + + na na
6 + + na + na na
7 + + + + + na
8 + + + + + na
10 + + + - na na
11 + + + + + na
12 + + + + na na
13 Tumor Positivo*

14 + + + na na
15 na na + + na
17 + na + + na +
18 + + + + na +
19 + + + + + -
20 + + + + na na
21 + + + + na na
22 + + na + na +
23 + + + + na +
24 Tumor Positivo*

25 + + + + na
26 + + + + na na
27 + + + na na
28 Tumor Positivo*

29 + + + + + na
30 + + + na na
31 Tumor Positivo*

32 + + + + na +
34 + + + + na na
35 + + + + na na
36 + + + + na na
37 + + + + na +
38 + + + + na +

na= ndo apresenta a estrutura; (+)= estrutura ERK 1/2 +; (-)= estrutura ERK 1/2 -; *= nota-se positividade,
porém, material insuficiente para maior detalhes.
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5.5 Analise estatistica

N&o houve associacdo estatistica entre os dados clinicopatologicos estudados e 0s

resultados moleculares, como pode-se observar no Quadro 02.

Quadro 02: Resultado analise estatistica entre os parametros clinicopatoldgicos e grupo
mutado/grupo selvagem.

Teste de Teste t Tamanho do tumor Valor de p
normalidade Grupo mutado 0.997
Shapiro-Wilk Grupo selvagem ’

Teste de Teste U de Espessura da capsula(min) mm Valor de p
normalidade | Mann-Whitney Grupo mutado
Shapiro-Wilk Grupo selvagem 0,808

Teste de Teste U de Espessura da capsula(média) mm Valor de p
normalidade | Mann-Whitney Grupo mutado
Shapiro-Wilk Grupo selvagem 0,247

Teste de Teste t Espessura da capsula(max) mm Valor de p
normalidade Grupo mutado
Shapiro-Wilk Grupo selvagem 0,206

Teste de Teste U de Idade Valor de p
normalidade | Mann-Whitney Grupo mutado 0.493
Shapiro-Wilk Grupo selvagem ’

Teste exato de Fisher Casos mutados Valor de p
Maxila 0,737

Mandibula

Teste exato de Fisher Casos mutados Valor de p

Anterior 0,295
Posterior

Teste exato de Fisher Casos mutados Valor de p

Folicular 1,000

Extrafolicular
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Tabela 02: Dados clinicopatoldgicos e achados moleculares listados por amostras de casos de tumor odontogénico adenomatoide.

Amostra Informacao clinica Histopatologia Resultados
Moleculares
Localizagdo Localizagio
Tamanho
! ' linico d E d
n r
Idade , , . chimcodo - bspessurada o1 Mutacio KRAS
Sexo (mandibula  (anteriorou Subclassificagdo tumor (maior capsula (media )
(anos) . . . ~ IHQ coédon 12
ou maxila) posterior) dimensdo em em mm)
cm)

1 07 M  mandibula anterior extrafolicular na 2,6 positivo p.G12v
2 22 F maxila posterior folicular na 14 positivo p.G12Vv
3 24 M maxila posterior folicular 3 2,6 positivo p.G12Vv
4 19 F maxila anterior folicular 1,8 1,2 positivo p.G12V
5 12 F mandibula  anterior extrafolicular na 0,4 positivo p.G12Vv
6 18 F mandibula  posterior folicular 3 0,7 positivo p.G12Vv
7 15 F mandibula  anterior extrafolicular 1,2 0,4 positivo p.G12Vv
8 6 F mandibula  anterior folicular 1,5 1,3 positivo p.G12Vv
9 17 F maxila anterior extrafolicular 2 1,3 na p.G12Vv
10 11 M mandibula  anterior extrafolicular 1 0,7 positivo p.G12Vv
11 12 F maxila anterior folicular 2 1,2 positivo p.G12Vv
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maxila
maxila
maxila
maxila
mandibula
mandibula
maxila
maxila
maxila
maxila
mandibula
maxila
maxila
maxila
maxila
maxila
maxila

mandibula

anterior
posterior
posterior
anterior
posterior
posterior
anterior
posterior
posterior
anterior
anterior
anterior
posterior
anterior
anterior
anterior
anterior

posterior

folicular
folicular
extrafolicular
folicular
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extrafolicular
folicular
folicular
folicular
extrafolicular
extrafolicular
folicular
folicular
folicular
folicular
folicular
folicular

extrafolicular

3,5

5,5

4,5

na

15

na

na

1,8

0,4
11
0,4
1,8
2,3
0,7
0,9
2,3
0,2
0,2
0,4
2,2
1,3
2,1
11

0,3

positivo
positivo
positivo
positivo
na

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

p.G12V
p.G12V
p.G12V
p.G12V
p.G12R
p.G12R
p.G12R
p.G12R
wild-type
p.G12R
p.G12R
p.G12R
wild-type
wild-type
wild-type
p.G12R
wild-type

p.G12R
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

26

25

15

12

17

13

19

13

23

F

F

mandibula
mandibula
maxila
mandibula
mandibula
maxila
maxila
maxila

maxila

anterior
anterior
anterior
anterior
posterior
anterior
anterior
anterior

anterior

na
extrafolicular
folicular
extrafolicular
folicular
folicular
extrafolicular
folicular

extrafolicular

0,4
1

2,9

0,3
0,6
2,1
na

1,6
1,4
0,7
0,4

0,6

positivo
positivo
positivo
na

positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

wild-type
p.G12R
wild-type
wild-type
wild-type
wild-type*
wild-type*
p.G12R

p.G12R

na= nao disponivel; M= sexo masculino; F= sexo feminino; IHQ= imuno-histoquimica; * casos wild-type para KRAS G12V/R, em que apenas foi analisado o status

da mutacéo por Tagman qPCR alelo-especifico.
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6. DISCUSSAO

O TOA ja foi reportado como um dos componentes da Sindrome de
Schimmelpenning. Esta sindrome é causada por mutacGes p0s-zigoticas autossémicas
dominante em KRAS e HRAS que sobrevive por mosaicismo somatico (ERNST et al., 2007;
GROESSER et al., 2012). Partindo desse pressuposto, em 2016 foi feita analise de uma
amostra de TOA provindo de um paciente com a Sindrome de Schimmelpenning por
sequenciamento de nova geracgdo, utilizando um painel de mutac6es hotspot em 50 oncogenes
e genes supressores de tumor, incluindo a familia RAS. A presenca da mutacdo KRAS p.G12V
foi confirmada pela primeira vez nesse paciente sindromico com multiplos TOAs (GOMES et
al., 2016). Em seguida, nesse mesmo estudo, foi feita a validacdo dessa mutacédo ativadora no
KRAS em um pequeno grupo de TOA, em casos esporadicos, e como resultado foi detectada a
presenca da mutacdo KRAS p.G12V em 77,8% dos casos (GOMES et al., 2016). No presente
estudo, a presenca da mutacdo KRAS p.G12V foi confirmada em 15/38 casos, além disso foi
reportada pela primeira vez a mutacdo KRAS p.G12R em TOA em 12/38 casos, totalizando a
presenca de mutacdo no cdédon 12 do KRAS em 71% (27/38) dos casos analisados. O resultado
em dois casos considerados como wild-type foi obtido apenas através do teste gPCR alelo-
especifico, devido a baixa qualidade ou quantidade de DNA, portanto é possivel que sejam
falso negativos, nesse caso a frequéncia de casos com mutacdo no cédon 12 de KRAS poderia
ser ainda mais alta.

Estudos recentes demonstraram que KRAS é o proto-oncogene mais mutado em
neoplasias humanas, e mutacdes no KRAS ja foram descritas em céanceres, neoplasias
benignas, outras doencas e até em condi¢cdes pré-malignas (DHILLON et al., 2007;
MARINO-ENRIQUEZ & CHRISTOPHER, 2016; MYERS et al., 2016; KATO et al., 2016;
DINIZ et al., 2017). Os codons com a maior frequéncia de mutacdo sdo os 12, 13 e 61
respectivamente. Sabe-se que a frequéncia de cada tipo de mutagdo pode sofrer variacdes
dependendo dos tipos tumorais referentes, porém, o motivo ainda nédo esté elucidado. Como
por exemplo, quando se leva em consideracdo o cancer de células ndo pequenas de pulmdo, a
mutacdo KRAS p.G12C ocorre com maior frequéncia, seguida da p.G12V, ja o céncer
colorretal e 0 adenocarcinoma pancreatico ductal apresentam maior frequéncia da mutacao
KRAS p.G12D, e em segundo lugar p.G12V (BOS et al., 1987; SMIT et al., 1988;
KARNOUB et al., 2008; HAIGIS, 2017). A mutacdo KRAS p.G12 mais frequentemente

encontrada nos casos de TOA segundo no nosso estudo € a segunda mutacdo mais frequente
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nos tumores listados anteriormente. J& a mutacdo KRAS p.G12R, segunda mutagcdo em ordem
de frequéncia no codon 12 nos TOA segundo nosso estudo, é a terceira mutagdo mais
frequente no adenocarcinoma ductal pancreatico, no entanto € pouco frequente no cancer
colorretal e cancer de células ndo pequenas de pulméo (revisado por HAIGIS, 2017).

Além disso, a mutacdo KRAS p.G12V em carcinoma colorretal estd associada com
comportamento agressivo, ja nos casos de cancer de células ndo pequenas de pulmao essa
mesma mutacdo estd associada a um melhor progndstico, comparado a casos com outras
possiveis mutacdes no KRAS (ANDREYEYV et al., 2001; IZAR et al., 2014; HAIGIS, 2017).
Portanto a associacao entre a presenca das mutagdes no cddon 12 do KRAS e o prognoéstico da
doenca pode variar dependendo do tipo tumoral e de qual seria a mutagédo em questéo, sendo
considerada entdo contexto dependente. No entanto, ndo foi observada associacdo entre
presenca das mutacbes no codon 12 do KRAS com parametros clinicopatologicos neste
estudo.

Até pouco tempo, acreditava-se que muitas dessas mutagdes “driver” (condutoras)
fossem marcas especificas de canceres, e grande parte das pesquisas sao voltadas para o
estudo de tumores malignos. Porém, hoje em dia sabe-se que mutagdes como KRAS p.G12V,
p.G12A, p.G12D também ja foram descritas em tumores benignos incluindo os tumores
odontogénicos (MARINO-ENRIQUEZ & CHRISTOPHER, 2016; KATO et al., 2016; DINIZ
et al., 2017), em lesdes ndo neoplasicas, como a endometriose (ANGLESIO et al., 2017), e
até em tecidos normais (MARTINCORENA et al., 2015; RISQUES et al., 2018).
Recentemente, muitos pesquisadores tém estudado oncogenes em neoplasias benignas na
tentativa de entender melhor os mecanismos envolvidos na tumorigénese, para aprimorar
diagndsticos e tratamentos, e buscar associar esses conhecimentos para compreender melhor a
patogénese do cancer. Afinal, como pode-se perceber, as neoplasias malignas compartilham
algumas caracteristicas clinicas e moleculares com os tumores benignos (MARINO-
ENRIQUEZ & CHRISTOPHER, 2016; KATO et al., 2016; DINIZ et al., 2017).

Levando em consideracdo o fato de que mutacbes no KRAS levam a ativagédo
constitutiva da via das MAPK, e que pode ocorrer interacdo entre a ativacdo dessa via e outras
vias reguladoras de atividades celulares importantes (como por exemplo a via PI3K-mTOR),
investigou-se a imunoexpressdo de ERK1/2 fosforilada nos casos de TOA. Curiosamente, foi
observada imunoexpressdo forte para a ERK1/2 fosforilada em todos os tipos de células
tumorais, mesmo que em algumas tenham apresentado imunoexpressdo mais forte do que

outras, e em todos os casos estudados, mesmo naqueles considerados wild-type para a
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mutacdo KRAS p.G12, o que demonstra a ativagéo da via MAPK/ERK em todos 0s casos.
Com isso podemos inferir que podemos ndo ter detectado a mutacdo (devido a baixa
proporcdo de células mutadas, por exemplo), ou que teria um outro mecanismo ligado a

ativacdo da via das MAPK nos tumores wild-type para as mutacdes no codon 12 de KRAS.
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7. CONCLUSAO

Em conclusao, pode-se sugerir que a frequéncia de mutacdo KRAS no cddon 12 dos
TOA:s € alta, e que a via MAPK/ERK esta ativada em diversos tipos de células tumorais. Ndo
houve associagdo estatistica entre a presenca dessas mutacdes KRAS p.G12 e os aspectos
clinicopatoldgicos no grupo de TOAs estudados. Levando em consideracdo esses achados, a
presenca da mutacdo KRAS p.G12V ou KRAS p.G12R pode ser um fator que favoreca o
diagnostico de tumor odontogénico adenomatoide em casos de dificuldade diagnostica. Alem
disso, outros estudos seriam necessarios para ajudar na compreensdo do comportamento e a
detectar se 0s casos tumorais wild-type para essas mutacdes descritas apresentariam algum

outro perfil de mutacdes em KRAS ou outros genes.
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Abstract

Adenomatoid odontogenic twmor is a benign encapsulated epithelial odontogenic tumeor that shows an indolent clinical
behavior. We have reported in a few adenomatond odontogenic tumors muotations in KRAS, which is a proto-oncogens
frequently mutsted in cancer such as hing, pancreas, and colorectal adenocarcinomas, We aimed 1o assess KRAS mutabons in
the hotspot codons 12, 13, and 61 in a large cohort of adenomatoid odontogenic twmors and 1o test the association of these
mutations with clinical (age, site, wmor size, follicularfextrafollicular subtypes) and histopathological parameters. Thirty
eight central cases were studied. KRAS codon 12 muotations wens assessed by Taghdan allele-specific gPCR (p.G12V/R) and/
or Sanger sequencing, and codon 13 and 61 mutations were screened by Sanger. Histological tumor capsule thickness was
evaluated by morphometric analvsis. Additionally, the phosphorylated form of the MAPE downstream effector ERE1/2 was
investigated. Statistical analysis was carned out to test the association of KRAS muotations with chmoopathological
parameters. KRAS ¢35 G >T mutation, leading 1o pGI2Y, was detected in 15 cases. A novel mutation in adenomatoid
odmtogenic wmor, .34 G =C, leading o pGI2ZR, was detected in 12 cases and the other 11 were wild-type. Codon 12
mutations were not associated with the clinicopathological parameters tested. BAS mutations are known o activate the
MAPK pathway, and we show that adenomatoid odontogenic wmors express phosphorvlated ERK 172, In conclusion, a high
propoion of adenomatoid adontogenic tumaors (2738, 71%) have KRAS codon 12 mutations, which oceur independently of
the clinicopathological features evaluated. Collectively, these findings indicate that KRAS mutations and MAPK pathway
activation are the common features of this twmor and some cancer types. Although it is unclear why different codon 12
alleles occur in different disease contexts and the complex interactions between twmor genotype and phenotype need
clarificatiom, on the basis of our results the presence of KRAS p.GIZVIR favors the adenomatoid odontogenic tumor
diagnosis in challenging oral neoplasm cases.
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ANEXOS

Anexo 01: aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) sob protocolo CAAE 30405514.5.0000.5149.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

-

Projeto: CAAE - 30405514.5.0000.5149

Interessado(a): Prof. Ricardo Santiago Gomez
Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia
Odontoldgicas
Faculdade de Odontologia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 22 de maio de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliacdo
de alteragbes moleculares em Tumores Odontogénicos" bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Coordenadora do COEP-UFMG
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