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RESUMO

O ceratocisto odontogénico, ou tumor odontogénico queratocistico (TOQ), e o cisto
odontogénico ortoqueratinizado (COQO) sdo tipos histolégico distintos de lesdes
odontogénicas que, ainda que, apresentam semelhancas histoldgicas, apresentam também
diferencas bioldgicas e clinicas. Mutacgdo e perda de heterozigosidade do gene supressor de
tumor Patched (PTCH) foram demonstradas no TOQ e também a alta expressdo do gene
anti-apoptoético linfoma de células B, 2 (BCL2) em compragdo ao COO e outros tumores
odontogénicos. A proteina PTCH estd envolvida na via Hedegehog (via HH), reprimindo a
expressdo de vdrios genes-alvo importantes para o desenvolvimento. Alteracdes no gene
PTCH levam a ativagdo constitutiva da via HH, podendo, inclusive, levar a tumorigénese.
O gene BCL2 codifica uma proteina capaz de parar a apoptose, facilitando a sobrevivéncia
da célula independentemente de promover a divisdo celular. Dentre os mecanismos que
podem levar ao aumento da expressdo do BCL2, estd a perda dos microRNAs (miRNAs)
miR15a e miR-16-1. Neste estudo, nds nos propusemos a investigar 0s aspectos
moleculares das lesdes TOQ e COO na tentativa de descobrir provdveis mecanismos
patogénicos que explicam a semelhanga histopatolégica de ambos, assim como os
mecanismos envolvidos na maior agressividade clinica e na maior tendéncia de recorréncia
do TOQ em relagdo a outras lesdes odontogénicas. Para isso, nds avaliamos a perda alélica
da regido associada ao gene Patched 1 (PTCH), 9q22.3-31, em COO e TOQ e
investigamos a expressao dos miRNAs miR-15a e miR-16-1 e seu impacto na expressao do
BCL2 em TOQ. Os marcadores D9S287, D9S196 e D9S127, localizados no cromossomo
9q, foram investigados para perda alélica (PA). Houve PA de pelo menos um locus em 5/7
TOQ e em 4/7 COO. Atravéz da utilizacdo da PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR),
verificamos menor expressao de miR-15a e/ou miR-16-1 em 24/28 TOQ, comparadamente
a foliculos pericorondrios. Também encontramos maior expressio do mRNA BCL2 em
19/20 TOQs comparadamente a foliculos pericorondrios atraves da qRT-PCR. Além disso,
alta imunopositividade do Bcl-2 foi encontrada nas células da camada basal em 16/18 TOQ
analisados (mediana: 42,6%). A super-expressao in vitro de miR-15a/16-1 em cultura de
células primérias de TOQ resultou em uma diminui¢do da expressdo proteica de Bcl-2.
Todos os cinco pares de TOQs coletados antes, tumor primério, € apds o procedimento de
marsupializacdo,tumor marsupializado, exibiram niveis de expressao aumentados de miR-

15a ap6s este procedimento cirdrgico (p = 0,04). Nossas descobertas demonstram que,



apesar da existéncia de diferencas clinicas, morfolégicas, imuno-histoquimicas e
biologicas entre COO e TOQ, ambos carregam alteracdes genéticas similares no
cromossomo 9q. Nossos resultados também sugerem que as células neopldsicas do TOQ
apresentam um perfil anti-apoptético no qual a baixa expressdo de miR-15a/16-1 pode
estar relacionado. Além disso, por fim, nés demonstramos aumento de expressdo destes
miRNAs apés marsupializagdo, indicando um possivel papel etiolégico e terapéutico

destas pequenas moléculas de RNA no TOQ.

Palavras-chaves: ceratocisto odontogénico, tumor odontogénico queratocistico, cisto

odontogénico orotqueratinizado, PTCH, BCL2, microRNAs, miR-15a/16-1



ABSTRACT

The odontogenic keratocyst, or odontogenic keratocyst tumor (TOQ), and the odontogenic
cyst orthokeratinized (COQ) are distinct histologic types of odontogenic cyst presenting
histological similarities, however, biological and clinical differences. Mutation and loss of
heterozygosity in the tumor suppressor gene Patched 1 (PTCH) have been demonstrated in
TOQ plus high expression of the anti-apoptotic gene B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2)
compared to the COO and other odontogenic cysts. The PTCH protein is involved in the
Hedgehog pathway (via HH) by suppressing the expression of several target genes
important for development. The gene BCL2 encodes a protein capable of stopping
apoptosis, facilitating survival of the cell independent of promoting cell division. Among
the mechanisms that can lead to increased expression of BCL2 is the loss of microRNAs
(miRNAs) miR15a/16-1. In this study we set out to investigate the molecular aspects of
TOQ and COO in an attempt to discover probable pathogenic mechanisms that explain the
histopathological similarities between TOQ and COO and clinical aggressiveness and great
tendency to recurrence of the former. Therefore, we evaluated the allelic loss (PA) of the
region associated with the PTCH gene, 9922.3-31, in COO and TOQ and investigated the
expression of miRNAs miR-15a and miR-16-1 and its impact on the expression of BCL2
in TOQ. The microsatellites markers D9S287, D9S196, and D9S127 were investigated for
PA. There was loss in at least one locus in 5/7 TOQ and in 4 /7 COO samples. By using
real time PCR (qRT-PCR), we found miR-15a and/or miR-16-1 downregulation in the
majority of TOQ samples (24/28). We also found higher BCL2 mRNA expression in 19
out of 20 TOQ frozen samples through qRT-PCR. Additionally, moderate to high Bcl-2
imunopositivity was found in the basal layer cells in 16 out of 18 paraffin embedded TOQ
(median: 42.6%). In vitro over-expression of miR-15a/16-1 in human TOQ primary cell
culture (KCOT-1) resulted in a decrease of Bcl-2 protein expression. Furthermore, all five
paired TOQs collected before (primary tumor) and after the marsupialization procedure
(marsupialized tumor) exhibited increased levels of miR-15a expression after this surgical
procedure (p = 0.04). Our findings demonstrate that, despite the existence of clinical,
morphological, immunohistochemical, and biological behavior differences between COO
and TOQ, both harbor similar genetic alterations at 9q. Also, our results strongly suggest
that TOQ neoplastic cells present an anti-apoptotic profile to which a lower miR-15a/16-1

expression might be related. Additionally, we demonstrated that miRNA expression



increases after marsupialization, implicating an etiological and therapeutic role of these

small RNA molecules in TOQ.

Key-words: odontogenic keratocyst, keratocyst odontogenic tumor, orthokeratinized

odontogenic cyst, PTCH, BCL2, microRNAs, miRNA15a/16-1



l. Introducao



I. INTRODUCAO:

O tumor odontogénico queratocistico (TOQ) e o cisto odontogénico ortoqueratinizado
(COO) sdo dois tipos histolégicos distintos de lesdes odontogénicas de natureza neoplésica e
cistica respectivamente. TOQ e COQO apresentam grande semelhancga histolégica, como a
presenca de componente cistico e de uma superficie queratinizada, caracteristica que levou a
classificacdo prévia do COO como sendo uma variante ortoqueratinizada do ceratocisto
odontogénico (PHILLIPSEN,1956). Estudos na literatura demonstram diferencas significativas
nas caracteristicas histologicas e no comportamento clinico entre TOQ e COO. Enquanto o
TOQ tipico € caracterizado por um revestimento uniforme e uma camada de células basais
bem desenvolvida, formando uma superficie corrugada e paraqueratinizada, no COQO, esses
aspectos ndo estao presentes. De acordo com Neville, em contraste com a taxa de recorréncia
significativa apds o tratamento cirtrgico convencional do TOQ, o COO mostra pouca
agressividade clinica (NEVILLE ET AL.,2009)

A mutacdo e a perda de heterozigosidade do gene supressor de tumor Patched (PTCH)
em TOQs esporddico e também associados a sindrome do carcinoma basocelular nevéide
(SCBN) foram demonstrados em diversos estudos (LENCH ET AL.,1996; BARRETO ET
AL.,2000). Baseados nas evidéncias de que a via de sinalizacdo do gene PTCH, a via
Hedgehog (via HH), estd associada a odontogénese e de que os tumores odontogénicos sao
derivados de remanescentes do tecido odontogénico, alguns pesquisadores sugeriram que esta
sinalizacdo estaria envolvida também na tumorigénese odontogénica, atuando como
mediadora das interagdes epitelio-mesénquima. A proteina PTCH estd envolvida na via HH,
reprimindo a expressdao de varios genes-alvo importantes para o desenvolvimento e
diferenciacdo celular. O gene PTCH foi mapeado no cromossomo 9q22.3 e codifica uma
proteina que inibe a proteina SMO e a transducdo de sinal da via HH. Alteragdes no gene
PTCH e evidéncias da ativacdo constitutiva da via HH foram descritas em TOQ (DINIZ ET
AL.,2009), porém, ndo ha relatos na literatura de qualquer evidéncia de alteragdes no gene
PTCH em COO.

Além do gene PTCH, uma maior expressdao de alguns marcadores moleculares foi
demonstrada em TOQ, quando comparado ao COO. Dentre esses marcadores, tem-se 0
marcador de proliferacdo IPO-38 (THOSAPORN ET AL.,2004), os marcadores de ciclo celular,
PCNA e o p53 (LIET AL.,1994; PIATTELLI ET AL.,1998), e os marcadores de proliferacao Ki-

67 e P63 (DONG ET AL.,2010; JOHANN ET AL.,2011). Esses estudos sugerem uma possivel

20



anormalidade na regulacdo do ciclo celular, tais como maior atividade proliferativa e
comportamento anti-apoptético no TOQ. Um menor indice apoptético no TOQ € também
corroborado por estudos de expressao do gene anti-apoptético linfoma de células B, 2 (BCL2),
no quais uma notavel imunomarca¢do do BCL2 foi detecatada nas camadas basais do TOQ, e
nao em COO (RANGIANI & MOTAHHARY,2009). No entanto, a significdncia dessa observagao
ainda € pouco entendida.

O gene BCL2 ¢ um importante proto-oncogene localizado no cromossomo 18q21.3
que codifica uma proteina capaz de parar apoptose, facilitando a sobrevivéncia da célula
independente de promover a divisdo celular (VAUX ET AL.,1988; HOCKENBERY ET AL.,1990).
Acredita-se que o BCL2 esta envolvido na resisténcia ao tratamento convencional do cancer e
sua expressdo aumentada tem sido implicada em um ndmero grande de neoplasias
(COTTER,2009). Dentre os mecanismos que podem levar ao aumento da expressdao do BCL2,
foi identificada a perda de microRNAs (miRNAs), os quais regulam negativamente a sua
expressao (CIMMINO ET AL.,2005).

Os miRNAs sdo pequenos RNAs que regulam a expressdo dos RNAs mensageiros

N

(mRNA) e tém sido associados a tumorigénese humana (AMBROS,2004; GOMES &
GOMEZ,2008). Em animais, miRNAs de fita simples se ligam a sequéncias de mRNAs
especificos através de uma complementariedade imperfeita. O mRNA ligado pode
permanecer ndo traduzido, resultando em niveis reduzidos da proteina correspondente, ou
pode ser degradado, resultando na redugdo de seus niveis. O cluster de miRNAs miR-15a/16-
1 demonstrou ser capaz de induzir a apoptose ao ter como alvo o fator anti-apoptético BCL2
ao nivel pds-transcricional (CIMMINO ET AL.,2005). Portanto, miR-15a e miR-16-1 sdo
considerados antisense naturais BCL2 e exibem um papel supressor de tumor.

Nesse estudo, foram investigados aspectos moleculares do TOQ e do COO na
tentativa de descobrir provaveis mecanismos patogé€nicos que explicam a semelhanca
histopatoldgica dessas duas lesdes, assim como mecanismos que ajudem no entendimento da
maior agressividade clinica e maior tendéncia de recorréncia do TOQ em relacdo as outras
lesdes odontogénicas. Para isso, foi proposto avaliar a perda alélica (PA) da regido associada
ao PTCH, 9g22.3-31, em COO e TOQ, e a investigar a expressao dos miRNAs miR-15a e
miR-16-1 e seu impacto na expressdo do BCL2 em TOQ.

O estudo de eventos genéticos que relacionam o gene PTCH a patogénese do COO,
além da do TOQ, é de grande relevancia, ja que possibilita elaborar teorias mais concisas de
desenvolvimento e progressao neopldsica dos cistos odontogénicos, juntamente com o papel

da via HH nesses processos. Paralelamente a este estudo, e tomando como base a notdvel
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super expressdo da proteina anti-apoptética BCL2 em TOQ comparadamente a outros cistos, a
investigacdo de mecanismos que modulam a expressdo de BCL2 - como os miRNAs miR-
15a/16-1, também se torna relevante, por abrir novos caminhos tteis na busca da patogénese

do TOQ.
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II. REVISAO DA LITERATURA:

1. O TUMOR ODONTOGENICO QUERATOCISTICO E O CISTO ODONTOGENICO

ORTOQUERATINIZADO

Os cistos e tumores odontogénicos compreendem um grupo de lesdes que acomete a
maxila e/ou a mandibula. Algumas dessas lesdes sdo classificadas como neoplasias, ainda que
raramente apresentem comportamento maligno. Tumores odontogénicos, semelhantes a
odontogénese, apresentam interacoes variadas entre os tecidos epiteliais e do
ectomesénquima. Devido a frequente, porém atipica relacdo entre os cistos e tumores
odontogénicos da mandibula e o dente, quando presentes na area dentada, e o comum
aparecimento dos cistos e tumores odontogénicos no ramo ascendente da mandibula, hd uma
concordancia geral de que os remanescentes dos tecidos associados a odontogénese tais como
a lamina dentdria, o 6rgdo do esmalte e a bainha de hertwig, sdo provavelmente os
responsaveis pelo desenvolvimento dos cistos e tumores odontogé€nicos (SOSKOLNE &
SHEAR,1967; TOLLER,1967; STOELINGA ET AL.,1975). As teorias que propdem explicar o
desenvolvimento dos cistos odontogénicos a partir dos tecidos associados a odontogénese
serdo descritas abaixo.

As células encontradas nos cistos mandibulares podem migrar anormalmente durante o
desenvolvimento da lamina dental (PANDERS & HADDLERS,1969), deixando remanescentes
epiteliais em localizacdo anormal. A migracdo aberrante pode ser causada por programacdo
erronea, devido a alteragao em um gene regulatério. Também é possivel que remanescentes da
lamina dental sejam bioprodutos normais da formacao do dente, e que devem, normalmente,
regredir, em estagios tardios do desenvolvimento No entanto, as células precursoras dos cistos
mandibulares podem falhar em involuir, devido a alteracdo genética. Alternativamente,
remanescentes da lamina dental podem permanecer quiescentes no osso da mandibula ou da
maxila durante a infancia e vida adulta, a ndo ser que eventos genéticos criem clones de
células hiperproliferativas, similar a neoplasmas benignos. As células do revestimento de
alguns cistos, de fato, apresentam alta atividade mitética, mas, a0 mesmo tempo, também
demonstram inibi¢do por contato, fendmeno caracteristico do epiitélio normal (VEDTOFTE ET

AL.,1982). Finalmente, o defeito priméario, que leva ao desenvolvimento do cisto, pode ser
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encontrado no tecido mesenquimal adjacente, o qual pode induzir o crescimento dos
remanescentes epiteliais.

O O tumor odontogénico queratocistico (TOQ), também conhecido como ceratocisto
odontogénico, € um tumor odontogénico cistico, intra-6sseo, benigno e com potencial para
agressividade e comportamento infiltrativo (NEVILLE ET AL.,2009). No passado, o TOQ era
chamado de tumor primordial, devido a crenga de que esse se originava dos primérdios de um
dente antes que a mineraliza¢do acontecesse, €, somente na década de 50, a lesdo foi descrita
como ceratocisto odontogénico, por Phillipsen (PHILLIPSEN,1956). Em 2005, a Organizagdo
Mundial de Saude (OMC) reclassificou a lesdo como sendo uma neoplasia, por melhor refletir
a sua natureza. O TOQ, que é mais frequentemente presente na segunda, terceira e quarta
décadas de vida, se desenvolve principalmente na mandibula posterior e afeta um nimero
levemente maior de individuos do sexo masculino. O seu crescimento tende a ser no sentido
antero-posterior dos espacos medulares, e as lesdes podem ser Gnicas ou multiplas, multi ou
uniloculadas, pequenas ou extensas (NEVILLE ET AL.,2009). Histologicamente, o TOQ ¢
caracterizado por epitélio uniforme, geralmente corrugado, de 6 a 8 células de espessura,
apresentando uma interface plana basal com a parede fibrosa. As células basais colunares que
apresentam polaridade nuclear reversa € uma importante caracteristica do TOQ (NEVILLE ET
AL.,2009) (figura 1) e cistos satélites podem ser encontrados em alguns casos (HODGKINSON
ET AL.,1978; KAKARANTZA-ANGELOPOULOU & NICOLATOU,1990).

O TOQ pode ocorrer de forma esporddica ou associada a sindrome do carcinoma
basocelular nevéide (SCBN). A SCBN foi descrita por Gorlin e Goltz, em 1960, como uma
sindrome que compreende multiplos carcinomas basocelulares, multiplos TOQ e
anormalidades esqueléticas. Espectros de outras anomalias neuroldgicas, oftalmoldgicas e
endOcrinas, sdo varaveis associadas também a sindrome (MANFREDI ET AL.,2004). Em 1996,
dois grupos distintos de pesquisadores descobriram que a principal mutacdo causativa da
SCBN ocorre no gene PTCH. Mutagdes neste gene em TOQs associados a SCBN foram
descritas em 1997, e subseqiientemente, a mutacdo neste gene foi relatada no revestimento

epitelial de casos esporadicos de TOQ (LENCH ET AL.,1996; BARRETO ET AL.,2000).
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Figura 1 — Histologia do tumor odontogénico queratocistico. O TOQ apresenta uma capsula
fibrosa delgada e fridvel. O revestimento epitelial € composto por uma camada uniforme de
epitélio escamoso, estratificado com 6 a 8 células de espessura. A superficie luminal exibe
células epiteliais paraceratéticas achatadas, que exibem aspecto ondulado ou corrugado. A
camada basal epitelial é composta por uma camada em palicada de células epiteliais
colunares, as quais frequentemente apresentam nucleos hipercromdticos (NEVILLE ET

AL.,2009). Lamina corada com H&E, ampliacdo de 400x.
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O TOQ € uma das lesdes odontogé€nicas com componente cistico mais agressiva,
possuindo altos indices de recorréncia e uma tendéncia de invadir tecidos adjacentes. O indice
de recorréncia varia de aproximadamente 20% a 62% (CHIRAPATHOMSAKUL ET AL.,2006). Em
alguns casos, o comportamento agressivo do TOQ pode leva-lo a penetrar a cortical do osso.
Esse comportamento agressivo, associado ao alto indice de recorréncia, confirma o legitimo
potencial neopldsico do TOQ. O conceito neopldsico dessa lesdo também € apoiado por
estudos moleculares que demonstraram perda de heterozigosidade, principalmente nos genes
pl6, p53, PTCH1, MCC, TSLCI, LTAS2 e FHIT (AGARAM ET AL.,2004; HENLEY ET AL.,2005;
MALCIC ET AL.,2008). Tais estudos também comprovaram o alto indice de expressdo de
marcadores de proliferacdo e anti-apoptoticos como PCNA, p53, p63 e BCL2 (DE PAULA ET
AL.,2000; HAYASHITA ET AL.,2005; IORIO ET AL.,2005; LO MUZIO ET AL.,2005; MURAKAMI ET
AL.,2006; WANG ET AL.,2008). Levando em consideracdo que todos estes genes sdo genes
supressores de tumor associados a diferentes tipos de neoplasias humanas, esses dados
ajudam na explicacdo do comportamento agressivo do TOQ. Tomando como base estas
caracteristicas clinicas e moleculares, em 2005, a OMC reclassificou essa entidade como
sendo um tumor benigno com epitélio odontogénico e estroma maduro e fibroso, sem
ectomesénquima odontogénico.

Abordagens terapéuticas para o TOQ variam nos diferentes estudos, indo da
marsupializacdo e enucleacdo, que podem ser combinadas com terapias adjuvantes como a
crioterapia e a solucao de Carnoy, a ressec¢ao marginal ou radical. A marsupializa¢do envolve
técnicas que aliviam a pressao dentro do cisto que causa o seu crescimento. Essa técnica pode
ser executada através de uma pequena abertura no cisto, a qual pode ser mantida aberta por
algum tipo de dreno, ou através da conversdo do cisto em uma bolsa, suturando o
revestimento do cisto a mucosa oral quando possivel. Essa conversao resulta na exposicao do
revestimento do cisto a cavidade oral, causa a diminuicdo dele e ainda reduz a morbidade do
processo patologico. A marsupializacio € utilizada principalmente como uma etapa
intermedidria e anterior a enucleacio (EYRE & ZAKRZEWSKA,1985; BRONDUM &
JENSEN,1991; MARKER ET AL.,1996). Referéncias na literatura cientifica relatam a regressao
dos cistos marsupializados € mudangas substanciais no seu epitélio (NAKAMURA ET AL.,2002).
Em alguns estudos, foi relatado o completo desaparecimento do TOQ (EYRE &
ZAKRZEWSKA,1985; NAKAMURA ET AL.,2002; POGREL & JORDAN,2004).

Por outro lado, alguns pesquisadores acreditam que a marsupializagdo ndo € um
tratamento adequado para o TOQ, pois pode levar as células neopldsicas a serem deixadas in

situ, sem um destino conhecido (CRANIN ET AL.,1994; STOELINGA,2001; POGREL,2007).
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Muitos destes estudos indicam que a marsupializacdo deve ser apenas um tratamento
preliminar de grandes TOQ e, uma vez que o cisto regrida em tamanho, uma cirurgia mais
definitiva se tornaria necessdria.

O cisto odontogénico ortoqueratinizado (COO) € um cisto intra-6sseo solitdrio e
relativamente raro, pouco agressivo e caracterizado por um epitélio de revestimento
ortoqueratinizado. Geralmente, o COO se apresenta como uma lesdo tnica e pequena na
mandibula posterior, entre a quarta e quinta década de vida, e ndo possui predilecdo pelo sexo.
O COQO foi descrito pela primeira vez por Schultz como um cisto derméide (SCHULTZ,1927),
e, mais tade, foi considerado como uma variante eventual do TOQ por Phillipsen
(PHILLIPSEN,1956). Wright, por sua vez, reportou 59 casos do que denominou ser uma
entidade distinta do TOQ e demais cistos (WRIGHT,1981). A partir de entdo, inimeros
trabalhos vém reportando as caracteristicas clinico-patolégicas do COO, sua natureza e sua
classificagdo histopatolégica real. Atualmente, a OMS considera que as lesdes cisticas da
maxila revestida por epitélio ortoqueratinizado ndao fazem parte do espetro do TOQ e, por
isso, devem ser distinguidas das mesmas. Hoje é geralmente aceito o termo descritivo ‘“‘cisto
odontogénico ortoqueratinizado”, sugerido por Li e colaboradores (LI ET AL.,1998), e que
reflete a mais plausivel origem histoldgica do cisto. Entre as distingdes descritas até os dias de
hoje ndo foram encontradas diferencas significativas entre TOQ e COO, comparando idade,
raca, sexo, sintomas e impressdes clinicas. Assim, a razdo para a separacdo destas duas
entidades, que € basicamente baseada nas diferencas da camada basal e no modo de
queratinizagao, ainda € constantemente avaliada.

Clinicamente, o COO tem recorréncia menor, representando cerca de 2.2% dos casos,
comparado com 42.2% do TOQ (CROWLEY ET AL.,1992; CHIRAPATHOMSAKUL ET AL.,2006).
Histologicamente, COO possui um revestimento epitelial fino e uniforme, com uma superficie
luminal de ortoqueratina (WRIGHT,1981). As células basais do COO, que sdao menos
desenvolvidas do que aquelas em TOQ, tendem a serem cuboides ou escamosas € mostram
pouca tendéncia a polarizacdo ou a disposi¢do em palicada. Além disso, a queratinizacdo no
COO ¢ mais extensa (figura 2).

Dentre as caracteristicas radiogréficas, a presenga de dentes impactados é um achado
mais comum em pacientes apresentando COO do que TOQ. Esse fato pode levar alguns
autores a classificar esta entidade como o que provavelmente seria uma variante do cisto
dentigero. No entanto, esse critério de diagnodstico é descritivo e suas propriedades bioldgicas

ainda nio sao bem conhecidas.
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Virias tentativas t€ém sido conduzidas com a intenc¢do de distinguir o TOQ do COO.
Estudos imunohistoquimicos revelaram que o perfil de expressdo de queratinas entre TOQ e
COO ¢ distinto e completamente diferente entre eles. Enquanto o COO expressa queratina 1,
2 e 10, sugerindo diferenciacdo semelhante quanto a epiderme; o TOQ expressa queratina 4,
13, 17 e 19, um padrdo tnico de expressdo remanescente do epitélio escamoso da mucosa (DA
SILVA ET AL.,2002; ARAGAKI ET AL.,2010). Tais achados revelam a normalidade ¢ a
constancia no processo de queratinizacao ocorrente no COO.

No intuito de delinear possiveis diferencas entre os componentes teciduais de TOQ e
COO, alguns trabalhos também avaliaram e compararam os aspectos da parede da capsula
cistica de ambos. Em um primeiro momento, os autores avaliaram, por marcagdo com
vermelho picrosirius e luz polarizada, as fibras coldgenas presentes na parede da capsula
cistica. Foram demonstradas diferencas significativas na polarizacio das fibras coldgenas na
zona sub-epitelial, revelando, assim, a presenca de fibras bem empacotadas no COO e fibras
empacotadas frouxamente no TOQ. Essa descoberta seria um indicio de fibras pré-coldgenas,
intermedidrias ou patoldgicas neste dltimo, TOQ (ZHANG ET AL.,2011). Posteriormente, da
Silva e colaboradores demonstraram um perfil difuso de fibronectina e COLs I e III em uma
parede cistica menos organizada no TOQ, em comparacdo a expressdo fibrilar das fibras
coldgenas no COO. Estes achados revelaram um envelope cistico mais bem formado em COO
comparadamente ao TOQ (DA SILVA ET AL.,2002).

Além de diferengas no perfil de expressao de queratina e na constitui¢do da parede da
capsula cistica, diferencas na expressdo de marcadores moleculares também foram
demonstradas entre TOQ e COO. A avaliacio do marcador de proliferagdo IPO-38 e da
calretinina — uma proteina “calcium-binding” presente na lamina dental - revelou marcagao
nuclear particularmente na camada suprabasal do COO e TOQ e maior indice de
imunomarcacdo em TOQ (THOSAPORN ET AL.,2004). Uma maior ocorréncia de outros
marcadores do ciclo celular, como o PCNA e o p53, também foi descrita na camada parabasal
de TOQ, comparadamente ao COO e a outros cistos odontogénicos, refletindo, assim, uma
possivel anormalidade na regulacdo do ciclo celular em TOQ (LI ET AL.,1994; PIATTELLI ET
AL.,1998; CHEN ET AL.,2009).
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Figura 2 — Histologia do cisto odontogénico ortoqueratinizado. O revestimento cistico do
COO ¢é composto por epitélio escamoso estratificado, que mostra uma superficie
ortoqueratinizada de espessura variada. Os granulos de cerato-hialina podem ser proeminentes
na camada superficial do epitélio subjacente a ortoceratina. O revestimento epitelial pode ser
relativamente delgado. Uma camada basal proeminente organizada em pali¢ada, caracteristica
do TOQ, ndo estd presente (NEVILLE ET AL.,2009). Lamina corada com H&E, ampliacdo de
400x.
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A andlise dos niveis de marcadores de proliferacdo Ki-67 e P63 revela que eles sdo
também significativamente maiores no TOQ quando comparado tanto ao COO como a outros
cistos de desenvolvimento (DONG ET AL.,2010; JOHANN ET AL.,2011). Essa observagao sugere
uma maior atividade proliferativa e menor indice apoptético em TOQ. O fato do TOQ
apresentar um menor indice apoptético também € corroborado por estudos de exressdao do
gene anti-apoptético BCL2, nos quais foi detectada notdvel imunomarcacdo do BCL2 na
camada basal do TOQ, mas ndo na do COO (RANGIANI & MOTAHHARY,2009). No entanto, a

significancia desse achado ainda € pobremente entedida.

2.0 GENE PTCH

O gene PTCH (OMIM NO 601309) estd mapeado na regido 9q22.32, consiste de 23
exons que se estendem por aproximadamente 47 kb e codifica uma glicoproteina
transmembrana de aproximadamente 1447 aminoécidos. “Splicings™ alternativos desse gene
resultam em multiplos transcritos que codificam isoformas diferentes. Esse gene estd
envolvido na via Hedgehog (via HH), um regulador chave do desenvolvimento embrionario, e
controla a proliferacio e determinagao celular.

A via HH possui participagdo essencial na embriogénese, pois determina a
diferenciacdo celular e/ou a morfogénese de diversos 6rgios e tecidos, incluindo o epitélio
dental (CHIANG ET AL.,1996; HARDCASTLE ET AL.,1998; CHIANG ET AL.,1999; HEBROK ET
AL.,2000). Componentes dessa via coordenam a invaginacdo do epitélio oral no tecido
embriondrio subjacente, durante a fase inicial de formagdo dos dentes (HARDCASTLE ET
AL.,1998). Outra evidéncia da importancia dessa via na formacdo e desenvolvimento dos
dentes foi notada através de um experimento com alelos condicionais que tornou possivel a
remogao da atividade de expressdo da proteina sinalizadora hedgehog (HH) apenas no germe
dentario de camundongos. Esse experimento demonstrou que a auséncia desse sinalizador no
tecido odontogénico desses animais provoca acentuado retardamento do crescimento do
dente, levando a disposicdo andOmala destes na mandibula e interrupcio da morfogénese
(DASSULE ET AL.,2000).

Muiltiplos componentes da via HH localizam-se na estrutura celular denominada cilio
primdrio e atualmente acredita-se que a sinalizacdo acontece por meio dessa organela
(NEVILLE ET AL.,2009). O cilio primdrio tem funcao sensorial e € estruturado por microtibulos

que recebem sinais mecanicos e quimicos e os transmite ao nucleo (figura 3). De acordo com
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esse modelo de funcionamento da via, na auséncia da proteina sinalizadora HH, o receptor
transmembranar PTCH impede que a vesicula que contém SMO entre no cilio. Nesse estado,
o efetor da via, GLI, € fosforilado, marcado com ubiquitina e degradado por proteossomos. O
GLI parcialmente degradado atua como repressor da transcricdo. Na presencga do ligante, O
PTCH ¢ internalizado em um endossomo e, posteriormente, ¢ degradado. O SMO ¢ entdo
liberado, tratega pelo microtubulo, se torna ativado e ativa o efetor da via GLI. Em seguida, o
GLI ativado entra no nucleo e ativa a transcricdo de genes alvos, incluindo o préprio GLI, o
PTCH e HIP (TEGLUND & TOFTGARD,2010) (figura 3). O HIP possui a atividade de sequestrar
o ligante HH e, junto com PTCH, promovem um “feedback” negativo dentro da via (INGHAM
ET AL.,1991).

Os alvos da via HH sdo importantes para a funcdo oncogenética dessa via e incluem
genes que controlam a proliferacdo celular (proto-oncogenes), além de também conter genes
envolvidos na angiogénese. A superatividade da via, seja ela causada pela mutacdo de algum
componente da via HH ou pela superexpresdo do ligante, ¢ uma marca molecular de diversos
grupos de tumores, incluindo carcinoma basocelular, meduloblastoma, cancer de pancreas, de
pulmdo e de prostata (DAHMANE ET AL.,1997; RAFFEL ET AL.,1997; THAYER ET AL.,2003;
WATKINS ET AL.,2003; SANCHEZ ET AL.,2004). A evidéncia de que essa via estd
constitutivamente ativa foi demonstrada também em um studo com TOQ. Nesse estudo, a
andlise das isoformas do PTCHI demonstrou que o TOQ, assim como as mucosas adjacentes
a lesdo, apresentam niveis de expressdo da tUnica isoforma auto-regulada pela via HH
(PTCH1b) (AGREN ET AL.,2004), ao contrario dos foliculos pericorondrios, sugerindo que

essa via esta constitutivamente ativa na lesdo (DINIZ ET AL.,2009).
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Figura 3 — Representacdo esquemadtica da via HH. (A) Na auséncia do ligante HH, a proteina
PTCH esta presente no cilio primdrio e previne o asseso de SMO a este. O fator de transcri¢dao
“zinc-finger” GLI € parcialmente degradado pelo proteossomo, em um fragmento repressor
(GLI-R) - em func¢do de mecanismos que envolvem o cilio primdrio. (B) Na presenca do
ligante ou inativacdo do PTCH, o SMO se torna livre e se move para dentro do cilio, onde
leva a estabilizacdo e ativagdo de GLI. O GLI ativado (GLI-A) migra até o niicleo e estimula

a transcricao de genes alvos da via HH.
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Em 1996, foi descoberto que o PTCHI era o responsdvel pela SCBN (HAHN ET
AL.,1996; JOHNSON ET AL.,1996). Pacientes com SCBN podem desenvolver multiplos
carcinomas basocelulares em idades precoces e também meduloblastomas e TOQ, sendo que
todas essas neoplasias exibem alteracio do PTCH. Uma vez que o PTCH € supressor da
funcdo HH, a perda desse gene pode causar crescimento anormal em muitos tipos de células.
Em 2006, o padrao de distribuicdo de 284 mutacdes do gene PTCH localizadas no DNA
extraido de tumores e de pacientes portadores da SCBN foram analisadas. Segundo os
autores, as mutagdes estdo aglomeradas principalmente nos "loops", sendo os dois grandes
“loops” extracelulares e o extenso “loop” intracelular. Interessante notar que, nos casos de
SCBN e em cada classe de tumor analisado, revelou-se uma distribuicdo das mutagdes em
diferentes dominios do PTCH. No entanto, ndo houve correlagdo entre a posicao da mutagcao
germline e o fendtipo nos pacientes com SCBN (WICKING ET AL.,1997; BOUTET ET AL.,2003).
O tipo de mutacdo foi também tnico para os diferentes grupos de neoplasias associadas a
SCNB, como o carcinoma basocelular. O nimero de mutacdes descritas para TOQ eram

muito pequenas para estabelecer um padrao.

3. PERDA DE HETEROZIGOSIDADE, OU PERDA ALELICA

Entre as ferramentas mais comuns utilizadas na procura por alteracdes gendmicas, esta
o sequenciamento direto e a chamada andlise de fragmentos. Esta dltima pode ser empregada
na busca da perda de heterozigosidade - ou perda alélica (PA). A PA é um fendmeno
bioldgico resultante de variagdes ambientais e/ou genéticas, como instabilidade genomica -
incluindo ndo disjun¢do mitdtica e recombinagdo, perda cromossomal, mutacio e delecdo do
DNA, translocacdo e conversdo génica (CAVENEE ET AL.,1983; YOKOTA ET AL.,1987;
OGIWARA ET AL.,2008). Os estudos que buscam detectar a PA identificam perda de um alelo
em um [ocus particular heterozigoto. Se a PA acontece em um gene supressor de tumor e o
alelo remanescente sofre mutacao, delecdo ou silenciamento genético e a célula € levada a um
estado de hemizigose (um alelo deletério e um deletado) ou homozigose (para o alelo
deletério). A consequéncia desse estado pode ser a inativacdo da funcdo supressora de tumor,
contribuindo para o desenvolvimento de cancer ou metdstase (KNUDSON,1971; VOGELSTEIN
ET AL.,1989; GOLDBERG ET AL.,2000; OSORIO ET AL.,2002; JOERGER & FERSHT,2008). A

identificacdo de regides de PA aumenta o entendimento dos mecanismos de tumorigenesis e
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pode facilitar tanto o desenvolvimento de marcadores de prognéstico genético como o de
alvos terapéuticos.

A andlise de PA em canceres pode ser conduzida sob dois tipos de designe: o estudo
de amostras pareadas e o de ndo pareadas. A andlise de PA de amostras pareadas identifica
regides de PA pelo exame de alteragdes no status gendmico de células normais em relacio as
células tumorais do mesmo paciente. O outro tipo de estudo realiza a andlise de PA em
situagdes na qual a amostra de DNA normal do paciente nao esta disponivel. Diversos
métodos/softwares tém sido desenvolvidos para inferir o status de PA, analisando dados
genotipos sob diferentes modelos de probabilidade (COX ET AL.,2005; YANG ET AL.,2011). Em
ambos designes para estudo de PA, a andlise, que incide sob um marcador genético, €
geralmente composta da procura por mudancas na dosagem de um alelo heterozigoto em
relacdo ao outro alelo.

Marcadores genéticos sdo seqiiéncias de DNA gendmico com localizagdo unica e
conhecida em um cromossomo, os quais podem ser usados para identificar células, individuos
ou espécies. Tais marcadores sao descritos como uma variacdo no DNA génomico surgida
devido a mutagdo ou alteracdo no locus cromossomico e que pode ser observada. Um
marcador genético pode ser ou uma sequéncia pequena de DNA que engloba uma mudancga
em um Unico par de bases, comoSNP (single nucleotide polymorphism), ou uma sequéncia
mais longa, como microsatéliltes.

Microsatélites sao também conhecidas como Simple Sequence Repeats (SSRs) ou
Short Tandem Repeats (STRs) e s@o constituidos por seqiiéncias, repetidas, de um a seis pares
de bases do DNA gendmico. Um exemplo comum de microsatélites é uma repeticao (CA),,
onde n varia entre os alelos. A sequéncia € geralmente simples, constituindo de 2, 3 ou 4
nucleotideos (di-, tri-, e tetra-nucleotidicas, respectivamente) que podem se repetir de 2 a 100
vezes. A grande variabilidade entre os alelos pode ser explicada devida a alta taxa de mutagao
nestas regides de microsatélites, que passam entdo a apresentar altos niveis de polimorfismos
inter ou intra-especificos, dentro de uma populagdo. Essa caracteristica faz dos marcadores de
microsatélites, ou marcadores polimérficos, um artificio usado exaustivamente em estudos de
PA.

Inicialmente, os estudos de PA foram realizados usando analises baseadas em
Southern blot de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo que diferenciam
um alelo parental de um individuo em um dado locus e permite, assim, a avaliacdo da PA pela
simples comparagdo do padrao alélico detectado em dois tipos de amostras pareadas de DNA

extraido; a primeira amostra vem do DNA de um tecido normal, e a segunda, do DNA de um
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tumor (LASKO ET AL.,1991). Atualmente, biotecnologias bem estabelecidas e rotineiramente
usadas para examinar PA incluem hibridizacdo genOmica comparativa (BALSARA ET
AL.,1999), cariétipo espectral (ABDEL-RAHMAN ET AL.,2001), hibridizacdo fluorescente in situ
(PRAYSON ET AL.,2002) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Essa udltima abordagem
analitica € baseada na amplificacdo por PCR de seqiiéncias polimérficas de STR,
predominantemente da forma (CA), (JONES & NAKAMURA,1992; JONES & NAKAMURA,1992).
O uso dessa tecnologia foi extensivamente validado e mostra boas vantagens, pois (i) requer
pouco material inicial, o que permite uma anélise de PA em circunstancias nas quais as
amostras sdo escassas ou de pouca qualidade (como material fixado e embebido em parafina);
(i1) € rdpida; e (iii) o desenvolvimento de mapas genéticos de alta resolucdo baseados em
STRs (WEISSENBACH,1993; GYAPAY ET AL.,1994) permite que marcadores sejam
selecionados para alto conteido polimoérfico e para posi¢do cromossomica desejada,
aumentando a probabilidade de anélises informativas.

Posteriormente, o uso de tecnologia baseada no sequenciamento de DNA fluorescente
foi adaptado e usado para deteccdo de regides multiplas e sobrepostas de alelos de
microsatélites amplificados por PCR (DAVIES ET AL.,1994; REED ET AL.,1994). Tal sistema
permite a determinagdo automatica do tamanho, a quantificacdo linear dos alelos e, por fim, a
discriminacdo computadorizada entre alelos verdadeiros e bandas stutter dos marcadores de
microsatélites (REED ET AL.,1994) — sendo estas ultimas bandas de pequenos fragmentos,
causadas pelo deslizamento da polimerase e prolongamento da extensdo da extremidade 3’
sem molde (HAUGE & LITT,1993).

A busca de PA, assim como de mutacdes, na regido/gene PTCH em diferentes tumores
foi incentivada, primeiramente, pela localiza¢do do gene para SCBN nas bandas 9q22.3-31 do
cromossomo 9 através da andlise de ligacdo, utilizando-se individuos de uma mesma familia
(FARNDON  ET  AL.,1992; CHENEVIX-TRENCH ET  AL.,1993; GOLDSTEIN ET
AL.,1994).Posteriormente, essa busca foi incentivada pela identificacdo do gene especifico
mutado — PTCH - responsdvel pela SCBN (HAHN ET AL.,1996; JOHNSON ET AL.,1996).

De acordo com diversos estudiosos, a ocorréncia de PA na regido 9q22.3-31 e/ou
mutacdo somdtica do PTCH esta presente em varios contextos. Dentre os quais, em TOQ
(LENCH ET AL.,1996; BARRETO ET AL.,2000), em outros tumores associados em maior ou
menor grau a SCBN — como o carcinoma basocelular, medulobalstoma, rabdomioma e
rhabdomyosarcoma fetal e tumores de ovarios (SCHOFIELD ET AL.,1995; CHIDAMBARAM &
DEAN,1996; GAILANI ET AL.,1996; LEVANAT ET AL.,1996; UNDEN ET AL.,1996; WOLTER ET

AL.,1997; ASZTERBAUM ET AL.,1998; DONG ET AL.,2000; Tsuit ET AL.,2005; TOSTAR ET
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AL.,2006). Percebeu-se, também, em outros tumores derivados do tecido do cérebro, mama,
bexiga e esofago (XIE ET AL.,1997; MAESAWA ET AL.,1998; MCGARVEY ET AL.,1998). A PA
para marcadores da regido 9q22-9q31 foi também encontrada em cisto dentigero (LEVANAT
ET AL.,1996; PAVELIC ET AL.,2001) e em ameloblastoma (FARIAS ET AL.,2012); Além disso,
uma mutacdo no gene PTCH foi relatada em cisto odontogénico calcificante (PEACOCK ET
AL.,2010).

Nos estudos de PA da regido que contém o PTCH, sio normalmente utilizados a
amplifica¢do por PCR para diferentes marcadores fluorescentes polimorficos de microsatelites
distribuidos pela regido cromossémica — a qual compreende a regido de 9q22 a 9q31. O
marcador D9S196 se encontra em posicdo centromérica e proximal, o D9S287 se encontra em
posicdo telomérica e ambos se encontram na banda 9q22.3. J4 o marcador D9S127 flanqueia
o lado distal em 9q31 (figura 4).

As freqiiéncias de PA para os marcadores da regidao PTCH variam entre os estudos e
entre o tipo de amostra investigada. Uma frequéncia considerdvel foi encontrada em
carcinoma basocelular e em TOQ, para os marcadores D9S196, D9S127 e D9S287. Em
alguns artigos, a PA do marcador D9S196 foi relatado em 20% dos TOCs (LEVANAT ET
AL.,1996) e de 30% a 72.2% dos carcinomas basocelular nevéides (HOLMBERG ET AL.,1996;
DANAEE ET AL.,2006). A PA do marcador D9S287 foi descritaem 40% e 42% dos carcinomas
basocelular nevédides (HOLMBERG ET AL.,1996; SHEN ET AL.,1999). Em TOC, a PA dos
marcadores D9S287 e D9S127 foi descrita em estudos conduzidos por Levanat e
colaboradores em dois momentos distintos (1996 e 2000), (LEVANAT ET AL.,1996; LEVANAT
ET AL.,2000) e osresultados foram: 50% e 67%, para o primeiro marcador, e 47% e 20%, para

o segundo.

4. O GENE BCL2

O gene BCL2 é um importante proto-oncogene localizado no cromossomo 18g21. Seu
produto proteico esta localizado nas membranas do nicleo, no reticulo endoplasmatico e nas
mitocondrias (AKAO ET AL.,1994). O BCL?2 foi originalmente relacionado ao cancer por ter
sua fungdo alterada na translocacdo cromossomica t4;18. Essa translocacao leva a expressao

constitutiva de BCL2 e foi tida como a causa do linfoma folicular (TSUIIMOTO ET AL.,1984).

37



96Mb
97Mb
98Mb
99Mb
100Mb
101Mb
102Mb
103Mb
104Mb
105Mb
106Mb
107Mb

Centromero --- | | l L ... Teléomero

D98127 [—

Figura 4 — Localizacdo dos marcadores de microssatélite na regido cromossdmica 9q22.3-31,
associada ao gene PTCH. As bandas citogenéticas do cromossomo 9 estd representado no
ideograma abaixo. O mapa fisico dos marcadores cotendo o locus ocupado por eles e a
distancia aproximada entre os loci adjacentes estd representado acima. A distancia entre

D9S196 e D9S287 ¢ de aproximadamente 3 Mb. O marcador D9S127 flanqueia o lado distal
em 9q31.
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A proteina BCL2 € capaz de bloquear a morte celular (apoptose) de algumas células,
como os linfécitos, e assim, facilitar a sobrevivéncia da célula independentemente de
promover a divisdo celular (VAUX ET AL.,1988; HOCKENBERY ET AL.,1990). A falha no
processo de apoptose € essencial para o desenvolvimento do cancer, a0 mesmo tempo que
representa uma barreira importante para seu tratamento efetivo. A decisdo celular para entrar
em apoptose € determinada por interagdes entre trés fracdes da familia de proteinas BCL2, em
resposta a diversos sinais intracelulares de stress. Em uma das vias de apoptose, a transdugao
do sinal resultante do stress celular € feita pelas proteinas BH3-only,distinguidas pelo dominio
BH3 usado para se ligar em seus relativos agentes pré-sobrevivéncia: BCL2, BCLXL,
BCLW, MCLI E Al. Essa interacao reduz a funcdo pré-sobrevivéncia e permite a ativagao
das proteinas BAX e BAK presentes na membrana mitocondrial. As proteinas BAX e BAK
interagem com o canal anionico dependente de voltagem e levam a perda do potencial de
membrana e a liberacdo de citocromo no citoplasma. A ativagdo da via das caspases € entdo
desencadeada pelas moléculas liberadas para o citoplasma e faz com que a célula entre em
apoptose (ULUKAYA ET AL.,2011). O balanco entre proteinas pro-sobrevivéncia e seus ligantes
BH3 regula a homeostase do tecido e, tanto a super expressao dos membros da familia BCL2,
quanto a perda dos relativos fatores pro-apoptéticos, podem ser oncogénicos.

Indicios de alta expressdo de BCL2 foram relatados em estudos imunohistoquimicos
com TOQ e outros cistos odontogénicos (PIATTELLI ET AL.,1998; KIMI ET AL.,2001; KOLAR ET
AL.,2006; WANG ET AL.,2008; VERED ET AL.,2009). Esses trabalhos descrevem uma maior
imunopositividade de BCL2 tanto em TOQ, como também em amelobalstoma, em
comparacdo com cistos dentigeros, radiculares e/ou COO, os quais apresentam pouca ou
nenhuma reatividade para a proteina anti-apoptética (KIMI ET AL.,2001; VERED ET AL.,2009).
A positividade do BCL2 em TOQ € geralmente localizada na camada basal do revestimento
epitelial com auséncia de casos de superexpressdo, total ou parcial. Os TOQs, esporddico ou
associado a SCBN, parecem nao possuirem diferencas significativas de imunomarcagdo para
BCL2. A perda da imunoexpressdo de BCL2 em TOQs marsupializados foi relatada por
Pogrel e Jordan (POGREL & JORDAN,2004) em um estudo follow-up com 10 pacientes. Nesse
trabalho, todos os TOQ marsupilizados desapareceram ap6s um periodo de 7 a 19 meses e a
imunoexpressdo do BCL2, antes positiva na primeira biopsia, ndo foi encontrada no material
histolégico obtido apds a marsupializacdo. Até o presente momento, pouco se sabe sobre
quais sao os mecanismos bioldgicos por trds do comportamento dos cistos marsupializados.

Entre os mecanismos que podem levar a desregulacdo e aumento da expressdo do

BCL2, sao exaltados as translocacdes cromossOmicas, a hipermetilacdo e a perda de
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microRNAs (miRNAs) regulatérios (TSUIIMOTO ET AL.,1984; TSUJIMOTO ET AL.,1984;

HANADA ET AL.,1993; CIMMINO ET AL.,2005).

5. MiCRORNAS

Os miRNAs sdo fitas simples de RNA de aproximadamente 22 nucleotideos,
encontrados em plantas e animais, e que atuam principalmente como reguladores negativos de
genes (BARTEL,2004). Os miRNAs possuem genes proprios que podem estar em regides
intronicas de RNA codificantes ou em regides de RNA ndo codificantes (ncRNA). Alguns
genes de miRNAs parecem ser solitdrios e expressos sob o controle de seus proprios
promotores. Outros, no entanto, estdo arranjados em clusters e podem ser co-regulados com
outros membros do cluster. Neste tltimo caso, os miRNAs sdo provavelmente processados
pelo mesmo transcrito precursor policistronico - molécula tinica de RNAm produzida a partir
do transcrito de vdrios genes arranjados em tandem - dos genes comuns e podem conter
miRNAs de sequéncias similares ou distintas. O transcrito primdrio de um gene miRNA (pri-
miRNA) abrange um precursor stem-loop (pré-miRNA) que abriga a seqiiéncia madura do
miRNAs (SAYED & ABDELLATIF,2011). De forma similar ao RNAm, os pri-miRNAs sdo
também sujeitados a regulacdo pds-transcricional. Isso foi inicialmente predito devido a falta
de correlacdo entre os niveis de miRNAs maduros e seus transcritos primdrios, em vdarias
células normais e de cancer.

Durante a biogé€nese dos miRNAs, o pri-miRNA € clivado no nicleo, na base da
estrutura stem-loop, pela enzima RNAse III Drosha (LEE ET AL.,2003) e seu associado,
DGCRS8/Pasha (DENLI ET AL.,2004; GREGORY ET AL.,2004; HAN ET AL.,2004; HAN ET
AL.,2006). Nesta reacdo, DGCRS identifica o sitio exato de clivagem nas projecdes 5’ e 3°, o
qual que flanqueia o stem-loop, enquanto a Drosha catalisa a excisdo. Alternativamente,
poucos pri-miRNAs intronicos (mirtrons) evitam a Drosha/DGCRS8 e sdo processados por
mecanismos de splicing (BEREZIKOV ET AL.,2007; RUBY ET AL.,2007). E ainda, miRNAs que
sdao derivados de pequenos RNAs nucleolar (snoRNA) em varias espécies (ENDER ET
AL.,2008; SARAIYA & WANG,2008; HUTZINGER ET AL.,2009; TAFT ET AL.,2009) sdo
processados pela Dicer, mas ndo requerem Drosha (HUTZINGER ET AL.,2009). Seguindo a
complementacdo desse passo de processamento nuclear, o pré-miRNA stem-loop” ¢€
exportado do nicleo para dentro do citoplasma via exportin-5 ¢ de maneira dependente de

RanGTP (Y1ET AL.,2003; BOHNSACK ET AL.,2004; LUND ET AL.,2004). No citoplasma, o pré-
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miRNA ¢ mais tarde processado pela Dicer para se tornar o constructo maduro funcional de
fita simples de 20-22 ribonucleotideos (HUTVAGNER & ZAMORE,2002).

Os miRNAs exercem seu efeito através de varios mecanismos. Em um primeiro passo,
o pré-miRNA € agregado a complexos protéicos volumosos conhecidos como complexos
miRNA de silenciamento induzido por RNA (RISC ou miRISC). Dentre as proteinas que
formam o complexo RISC, incluem-se: a endonuclease especifica de RNA (Dicer), a qual esta
envolvida no processamento do pré-miRNA em sua forma madura (HUTVAGNER &
ZAMORE,2002); a proteina Argonauta, que possui a capacidade de clivar o alvo RNAm
(MEISTER ET AL.,2004; O'CONNELL ET AL.,2008); a proteina PW182 do tipo “P-body”; a
proteina TRBP, que recruta Argonauta Ago 2 para o complexo; a FMRPI1, que estd associada
com polirribossomos, dentre outras proteinas cuja fungdes dentro do RISC ainda ndo foram
completamente examinadas. Guiado pela sequéncia parcialmente complementdria entre o
miRNA e seu alvo, o complexo RISC se liga ao sitio alvo, principalmente na 3’-UTR do
gene, inibindo a traducdo do mRNA. Essa inibi¢ao aconteceria apds a iniciacao da traducao e
foi primeiramente notada em C. elegans, onde lin-4 inibe a traducdo de lin-14 sem reduzir a
abundancia do RNAm, a poliadenilacio ou o conteido poliribossomal (OLSEN &
AMBROS,1999). A partir dessa observagdo, os autores sugeriram que este efeito poderia ser
resultado da dissocia¢do prematura dos ribossomos durante a elongagdo na traducao.

Um segundo modo de funcdo empregado pelos miRNAs € a inibi¢do do inicio da
tradug¢do, o que requer ambas estruturas caudais, cap e poly(A) (HUMPHREYS ET AL.,2005;
PILLATET AL.,2005; THERMANN & HENTZE,2007), cuja agcdes, em concerto, facilita a tradugao.
Isso foi demonstrado em um modelo onde o miRNA inibiu a traducdo via inibicdo da
montagem do complexo ribossomal 80S em uma maneira dependente de “cap” (MATHONNET
ET AL.,2007). Esse efeito pode ser parcialmente atribuido ao recrutamento do fator de anti-
associagao elF6 pela RISC, que previne a associacao do complexo 80S. Outro mecanismo de
acdo mais elaborado do miRNAs envolve a deadenilagido do RNAm (BEHM-ANSMANT ET
AL.,2006; WU ET AL.,2006; WAKIYAMA ET AL.,2007). Existem evidéncias de que essa fungdo é
mediada pela interacdo da proteina Ago com outros fatores e enzimas deadenilases. Outro
modelo para este mecanismo sugere que os miRNAs tornam os RNAm mais susceptiveis a
deadenilacdo via uma maquinaria de degradacdo. Em geral, a deadenilacdo do RNAm leva a
sua desestabilizacdo. As diferentes formas de regulacdo génica provocadas por miRNAs estao
representadas na figura 5.

Embora o mecanismo de acdo dos miRNAs em mamiferos seja geralmente mais

conhecido pela inibicdo da traducio do RNAm do que pela sua degradacdo, existem
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evidéncias substanciais que apoiam esta ultima (BAGGA ET AL.,2005). No entanto, a questdao
de se os miRNAs induzem a inibicdo da tradu¢do ou a degradacdo dos RNAm é melhor
aderecada ao nivel individual dos miRNAs, do alvo especifico e do “background” da célula.

Em 2002, o grupo do Dr. Croce forneceu as primeiras evidéncias de que genes de
miRNAs poderiam ser importantes para a tumorigénese (CIMMINO ET AL.,2005). Os
pesquisadores identificaram os genes de miRNA miR-15 e miR-16, mais especificamente
miR-15a e miR-16-1, como potenciais genes de cancer na patogénese da leucemia linféide
cronica. Estes genes estdo localizados na regido 13ql4.3, uma regido que, por estar
frequentemente deletada em mais da metade dos casos da leucemia linféide cronica, levou a
sucessivas buscas pelo suposto gene do cancer presente nesta regido. Porém, somente em
2002 foi identificado, em um caso de leucemia linféide cronica associada com retinoblastoma
e translocac@o cromossdmica t(2:13)(q32:q14), a regido critica deletada e que contém os dois
miRNAs, miR-15a e miR-16-1. Neste mesmo estudo, andlises de ‘“Northern blot” e
“microarray” demonstraram que miR-15a e miR-16-1 sdo expressos de forma ubiqua e em
altos niveis em linfécitos CD5+ (células que originam a leucemia linféide cronica) (CALIN ET
AL.,2002). Estes achados sugeriram que estes genes poderiam ter um importante papel na
homeostase de células B CD5".

Baixos niveis de miR-15a e miR-16-1 foram também reportados em adenomas da
pituitdria em comparagdo com tecido pituitario normal (BOTTONI ET AL.,2005). Em cénceres
de proéstata, também foi encontrada delecao da regidao 13q14 e baixa expressao de miR-15a e
miR-16-1 em aproximadamente 80% das amostras analisadas (BONCI ET AL.,2008). Estes
dados, juntamente com os achados em leucemia linféide cronica (CALIN ET AL.,2002),
sugeriram que o miR-15a e o miR-16-1 funcionam como supressor de tumor e sua inativacao

pode contribuir para a tumorigénese.
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Figura 5 — Passos e moléculas envolvidas no processamento e funcdo dos miRNAs. A
primeira etapa do processamento ocorre no nucleo, onde o pri-miRNA € clivado pela enzima
Drosha e Pasha. A estrutura pré-miRNA em forma de grampo € entdo exportada para o
citoplasma através da exportina-5. No citoplasma, o pré-miRNA se retine ao complexo RISC,
onde o lago do pré-miRNA ¢€ clivado e a vertente madura € usada para direcionar o complexo
ao seu sitio de destino, na regido 3’- UTR de um RNAm complementar. RISC estd envolvida
em trés funcdes diferentes: inibi¢ao da tradugdo, inibi¢do da iniciagcdo do alongamento durante
a traducdo, ou deadenilacdo - o que resultaria em degradacdo do mRNA. Revisado por

(SAYED & ABDELLATIF,2011)
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Genes do cancer anormalmente expressos sdo frequentemente alvos para mutagdes que
podem ativar ou inativar suas fungdes. Assim, a triagem de mutacdes em miRNAs tem sido
um passo fundamental na determinacdo da contribuicdo que esta nova classe de genes
representa para o desenvolvimento do cancer e na identificacio de mecanismos genéticos
responsaveis pela desregulacdo dos miRNAs. Sabendo disso, tem sido sugerido que mutacgdes
genéticas possam inativar a expressdo de miRNAs. De fato, foi identificado mutagdo
germinativa e somadtica em 5 de 42 miRNAs sequenciados em 11 de 75 pacientes com
leucemia linféide cronica. No entanto, essa mesma muta¢do ndo foi achada em 160 individuos
sem cancer (CALIN ET AL.,2005). Dentre essas mutagdes, uma germinativa (substitui¢cao
homozigota C = T a 7pb na diregdo 3’ apés o precursor) na sequéncia pri-miR-16-1 foi
encontrada em dois pacientes. Essa mutacdo reduz a expressao de miR-16-1 in vivo e as
células de leucemia linféide cronica, que expressam esse mutante, exibem reducdo de miR-
16-1 se comparadas com células CD5+. (CALIN ET AL.,2005)

Apés a constatacdo de que a expressdo de miR-15a e miR-16-1 esta ausente ou
reduzida em células da leucemia linféide crdnica, foi hipotetizado que estes dois genes
poderiam ter como alvo a expressdo de um oncogene desconhecido ou de um fator de
sobrevivéncia essencial para o desenvolvimento desta leucemia. Usando ferramentas de
bioinformdtica, foi descoberto que as seqiiéncias dos miRNA-15a e miRNA-16-1 e a
seqiiencia do BCL2 RNAm compartilham homologia complementar, o que sugere que a
oncoproteina BCL2 pode ser um alvo de repressao pés-transcricional pelos genes miR-15a e
miR-16-1 (CIMMINO ET AL.,2005) (figura 6).

Para identificar e comprovar a funcionalidade dos miRNAs miR-15a e miR-16-a, o
grupo do Dr. Croce construiu um plasmideo expressando miRNA-15a e miRNA-16-1 a partir
de uma sequéncia gendmica de 832 pb (CIMMINO ET AL.,2005) (Apéndice A). Essa sequéncia
incluia os dois miRNAs selvagens (pSR-miR-15/16-WT) além de um plasmideo contendo
miR-16-a com a mutag¢@o na posi¢ao +7 (substituicio C>T) (pSR-miR-16-1-MUT), mutagio
na na posi¢ao +7 aqual havia sido encontrada anteriormente nos dois pacientes com leucemia
linféide cronica. Essa mutacdo causa a reducdo da expressao de ambos miRNAs de maneira
dréstica. Os plasmideos foram construidos ligando a sequéncia relevante em orientagdo sense

a um vetor de expressdo mamifero, pSR-GFP-Neo.
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Hsa BCL2: 3260-TATGGAATATCCAATCCTGTGCTGCTATCC-3290

Hsa_miR-15: GTGTTTGGTAATACACGACGAT-5’

Hsa miR-16-1: GCGGTTATAAATGCACGACGAT-S’

Figura 6 — miRNAS miR-15a e miR-16-1 e o sitio unico de complementaridade
miRNA::mRNA.
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O constructo selvagem (pSR-miR-15/16-WT) foi transfectado em células MEG-01,
que ¢ uma linhagem de células derivada de pacientes de leucemia, com dele¢dao de um alelo e
alteracdo do outro locus miR-15a/16-1, além de nenhuma expressao dos genes miR-15a e
miR-16-1.0 constructo demonstrou reduzir drasticamente a expressdo de BCL2 em células
transfectadas, em comparacdo com células MEG-01 selvagem ou células transfectadas com
vetor vazio. Para confirmar mais ainda este efeito, o vetor contendo a substituicdo germline
+7 (substitui¢do C2>G) (pSR-miR-15/16-1-MUT) foi também transfectado em células MEG-
01 e, como esperado, os niveis de BCL2 foram compardveis com aqueles das células
selvagens ou transfectadas com o vetor vazio. Nesse mesmo trabalho do grupo do Dr. Croce,
foi confirmado que ambos miR-15a e miR-16-1, e ndo apenas um deles, influenciam, por um
efeito direto, a expressdao da proteina BCL2 (complementaridade miRNA::mRNA), ou seja,
ambos miRNAs interagem direto com a regido 3° UTR do BCL2 mRNA e sem o degradar
(CIMMINO ET AL.,2005).

Em 2008, Bonci e colaboradores, em um estudo com cancer de préstata, identificaram
que o cluster miR-15a/16-1 tem como alvo ndo somente o BCL2,mas também os genes
CCNDI, que codifica a proteina reguladora do ciclo celular ciclina D1), e WNT3A, que
promove vdrias caracteristicas tumorigénicas na prostata, incluindo sobrevivéncia,
proliferacdo e invasao (BONCI ET AL.,2008). Adicionalmente, os autores demonstraram que
“knockdown” de miR-15a e miR-16-1 promove a proliferacdo, sobrevivéncia e invasido de
células da prostata ndo transformadas, indicando, dessa maneira, que a perda desses miRNAs
pode ser um evento patogénico relevante na carcinogénese do cancer de préstata (BONCI ET
AL.,2008). Em camundongos “nude” imunossuprimidos, a expressao ectdpica de miR15a/16-1
causou supressdo dramdtica da tumorigénese, prevenindo o crescimento da leucemia

xenografica (CALIN ET AL.,2008).
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III. OBJETIVOS:

1. OBJETIVOS GERAIS:

Comparar a PA da regido associada ao gene PTCH, 9q22.3-31, em COO e TOQ.

Investigar a expressdo dos miRNAs miR-15a e miR-16-1 e do BLC2 em TOQ e o

possivel impacto desses miRNAs na expressao do BCL2 na lesao.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

° Identificar a PA dos marcadores de microsatelites D9S287, D9S196 e D9S127
no TOQ e no COO.
. Comparar o perfil da PA da regido do PTCH do COO com a do TOQ.

. Investigar os niveis de expressdo dos miRNAs miR-15a e miR-16-1 e do seu
alvo BCL2 em TOQ.

. Avaliar o efeito da marsupializagao sobre a expressao dos miRNAs miR-15a e
miR-16-1.

. Comparar a expressdo dos miRNAs miR-15a e miR-16-1 em TOQs
esporddicos e sindromicos.
° Avaliar a influéncia da expressdao dos miRNAs miR-15a ¢ miR-16-1 na

transcri¢do e traducao do BCL2.
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IV. MATERIAIS E METODOS:

Com a inten¢do de melhor apresentar o desenvolvimento da tese, esta foi dividida em
dois estudos intitulados:
(1) Estudo da Perda Alélica do Gene PTCH em COO e TOQ
e
(i1) Investigacao da Expressdo de Mir-15a/16-1 e do Gene BCL2 e o Impacto da
Expressao destes miRNAs na Expressdao do BCL2 em TOQ.

1. APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Os estudos da tese foram apreciados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG (COEP) sob o parecer nimero 0214.0.203.000-10 (Anexo A). Um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi obtido dos pacientes participantes. Os
experimentos com células humanas de cultura primaria de TOQ foram realizados no “Institute
of Oral Health Research, University of Alabama at Birmingham” (IOH-UAB), AL, EUA sob

os preceitos éticos dessa universidade.

2. ESTUDO DA PERDA ALELICA DO GENE PTCH EM CISTO ODONTOGENICO

ORTOQUERATINIZADO E TUMOR ODONTOGENICO QUERATOCISTICO

Sete amostras de COO e sete de TOQ, retiradas do arquivo da faculdade de
odontologia da UFMG (FO-UFMG), foram incluidas neste estudo. Os marcadores de
microssatélite D9S287, D9S196 e D9S127, localizados na regido associada ao gene PTCH, no
cromossomo 9q, foram investigadas para PA através da técnica de andlise de fragmentos
(figura 7). Amostras de carcinoma basocelular foram utilizadas como controle positivo da PA
na regido de interesse. Os resultados deste estudo foi publicado na revista Journal of Oral

pathology & Medicine e pode ser acessado na livraria online Pubmed (PMID: 21138481).
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Figura 7 — Mapa conceitual-metodolégico do estudo da perda alélica do gene PTCH em cisto

odontogénico ortoqueratinizado e tumor odontogénico queratocistico.
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2.1 AMOSTRAS

Sete amostras de COO e sete de TOQ incluidas em parafina foram selecionadas do
arquivo do servico de Patologia Oral da FO-UFMG. Secdes coradas com H&E foram
examinadas por um patologista e as dreas tumorais e normais foram apontadas. Fragmentos
do epitélio e da cdpsula foram obtidos por microdisseccdo manual (Apéndice B). A
microdissec¢do foi realizada através de uma série de cortes do tecido parafinado de 20 um de
espessura. Trés amostras de carcinoma basocelular nevéide foram usadas como controle
positivo para a perda alélica em 9q, uma vez que esta lesdo apresenta considerdvel PA nos
loci utilizados no nosso estudo (HOLMBERG ET AL.,1996; SHEN ET AL.,1999; DANAEE ET
AL.,2000).

2.2 EXTRACAO DO DNA.

Os cortes microdissecados foram desparafinizados com xilol e hidratados com etanol
graduado. Posteriormente, esse material foi digerido com proteinase K e o DNA gendmico foi
extraido com DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O DNA total foi resuspendido em H20 destilada e deonizada,

quantificado e armazenado a -20 °C.

2.3. ANALISES DE FRAGMENTOS

Para avaliar a PA da regiao associada ao gene PTCH, a técnica de andlise de
fragmentos foi conduzida para genotipar e analisar regides de microsatelites. Os seguintes

marcadores de microsatelites para multiplos loci genéticos em 9q22.3-31 foram selecionados:

e DOS287 em 9q22.3
e DO9S196 em 9q22.3
e DO9S127 em 9qg31

Para a amplificacdo da regido dos microsatelites selecionados, a PCR foi conduzida
utilizando primers marcados com moléculas fluorescentes. Todas as PCRs foram realizadas
para o tecido normal e tumoral sob a mesma condicao. Uma pequena parte do produto da PCR
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(5-10ul) foi corrida em gel de poliacrilamida corado com prata para visualizagdo e
confirmacao da presenga da banda de interesse (bandas de 105 a 267 pb). O produto positivo
da PCR foi diluido em H,0 destilada e deionizada na propor¢ao de 1:3 a 1:80, de acorodo com
a intensidade da banda. Ao produto diluido, foi acrescentado 0,5 pl de padrao de peso
molecular antes de ser alocado para correr em uma ABI PRISM 310 (Applied Biosystem,
Foster City, CA). O tamanho, a quantificacdo linear e a discriminac@o dos alelos verdadeiros
foram determinados através do software GeneMapper, versao 4.0 (Applied Biosystem, Foster

City, CA). A PA foi calculada utilizando a seguinte razao:

(Altura do alelo curto do tecido normal / Altura do alelo longo do tecido normal)

(Alelo do alelo curto do tecido tumoral / Altura do alelo longo do tecido tumoral)

A perda alélica foi contabilizada quando a altura de um dos alelos do tecido tumoral
(epitélio) diminuiu mais de 50% se comparada ao mesmo alelo no tecido normal (capsula)
(razao <0,5 ou > 2). Baseada em Van Houten, a correcao do “sttuter” foi realizada sempre que
necessario (VAN HOUTEN ET AL.,2000). Quando o DNA do tecido normal ndo apresentava dois

alelos claramente distinguiveis, o paciente foi considerado nao-informativo.

3. INVESTIGACAO DA EXPRESSAO DE MIR-15A/16-1 E DO GENE BCL2 E O
IMPACTO DA EXPRESSAO DESSES MIRNAS NA EXPRESSAO DO BCL2 EM TUMOR

ODONTOGENICO QUERATOCISTICO

Para investigar a expressio de miR-15a, miR-16-1 e BCL2 e o impacto desses
miRNAs na expressdao do BCL2 em TOQ, a qRT-PCR dos miRNAs miR-15a e do miR-16-1 ¢
BCL2, assim como estudos imunohistoquimicos do BCL2, foram conduzidos com amostras
de TOQ. Adicionalmente, o impacto da expressdo transiente de miRNA-15a/16-1 na
expressdo do BCL2 foi investigada por meio de estudos in vitro utilizando culturas de células
primérias de TOQ (figura 8). Os resultados deste estudo foi publicado na revista Cellular

Oncology e pode ser acessado na livraria online Pubmed (PMID: 22684875).
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Figura 8 — Mapa conceitual-metodolégico do estudo da expressdao de mir-15a/16-1 e do gene
BCL2 e o impacto da expressdo desses miRNAs na expressio do BCL2 em tumor
odontogénico queratocistico. Um nimero diferente de amostras foram usadas na identificacao
dos niveis de expressdo dos miRNAs e do BCL2, em TOQ, devido a indisponibilidade de

tecido tumoral suficientemente grande.
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3.1 AMOSTRAS

Um total de 28 amostras de TOQ foram utilizadas no estudo, incluindo 18 cistos
marsupializados (7 esporadicos e 11 associados a SCBN) e 10 lesdes primdrias (1 esporadica
e 9 associados a SCBN) de 15 pacientes diferentes, sendo que 7 desses 15 apresentavam a
SCBN. Em cada caso, uma por¢do da lesdo foi removida, imediatamente congelada e
armazenada a -80°C. Para os estudos de imunohistoquimica e andlises histopatolégicas, as

amostras cirtrgicas foram fixadas em formalina 10% e depois incorporadas em parafina.

3.2 CULTURA DE CELULAS

Para os estudos in vitro, foi utilizada cultura primaria de TOQ (KCOT-1) (REN ET
AL.,2011). Esta cultura foi estabelecida a partir do componente epitelial do TOQ dissecado
manualmente. Os procedimentos seguiram o protocolo de estabelecimento de populagdes de
c€lulas orais previamente descrito (MACDOUGALL ET AL.,1998). Em resumo, o tecido epitelial
de uma amostra de TOQ foi dissecado, partido e prateado sob laminulas esterilizadas em meio
DMEM, contendo soro fetal bovino a 10%, 100 unidades/ml penicilina e estreptomicina; esse
material foi mantido a uma temperatura de 37°C, em ambiente umidificado a 5% CO?2.
Depois das células crescidas e bem estabelecidas, os pedagos de tumores foram retirados e as

camadas de células foram removidas com tripsina e expandidas.

3.3 PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (QRT-PCR)

O RNA total foi isolado das amostras congeladas usando o kit Tri-Phasis Reagent
(BioAgency, Sao Paulo, Brasil), segundo recomendagdes do fabricante, e tratado com DNAse
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Para a quantificacao relativa do mRNA BCL?2,
o cDNA total foi sintetizado com o Superscript First-Strand Synthesis System kit (Invitrogen
Life Technologies), de acordo com as instrucdes do fabricante e a andlise da qRT-PCR foi
realizada usando TagMan Gene Expression Assay kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
(Assay ID: Hs00153350_ml). Para a quantificacdo dos miRNAs, foi usado TagMan®
MicroRNA Assay Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) (Assays ID: miR-15a: 000389;
miR-16-1: 000391). A expressdo do BCL2 foi normalizada com a ACTB (controle interno) e
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miRNAs ao RNU44 (enddégeno). O ciclo do limiar médio (Ct), para duas repeticdes por
amostra, foi utilizada para calcular ACt. A quantificacdo relativa dos miRNAs e do BCL2 foi
calculada com o método 2-AACt. Como calibrador, foram utilizadas amostras de foliculo
pericoronario.

Diante dos ensaios da qRT-PCR, em células de cultura, utilizamos o kit RNeasy
Protect Mini Kit (Qiagen, Valencia CA) para extrair o RNA total e o cDNA foi construido
com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems Carlsbad, CA),
seguindo instru¢des do fabricante. Para avaliar a quantidade de mRNA BCL2 em cada grupo,
mutante e selvagem, determinou-se a seguinte proporcao: Ct BCL2/Ct GAPDH.

Todas as reagdes foram feitas em duplicadas e corridas na maquina Step One (Applied

Biosystems, Foster City, CA).

3.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

Estudos de imunoshitoquimica foram realizados em se¢des de tecido de 18 TOQ e 5
foliculos pericorondrios. Brevemente, 4 pum de sec¢des embebidas em parafina foram
desparafinizadas em xileno e hidratadas com etanol graduado. Indugdo antigénica por calor
foram realizadas em tampao de citrato a 10 mM e pH 6.0, por 30 minutos, em um vaporizador
a 96°C. Atividade da peroxidase endégena foi bloqueada com metanol contendo 3% H202.
As se¢des foram incubadas com anticorpo priméario monoclonal anti BCL2 humano (dilui¢ao
1:50, Clone 124) (Dako Corp., Carpinteria, CA) por 30 minutos a temperatura ambiente
sobre agitacdo. Posteriormente, as se¢Oes foram incubadas com high sensitivity polymer-
based system (Dako). Atividade da peroxidase foi revelada com DAB (Sigma, St Louis, MO)
com tempo monitorado e usando amostras controle. As se¢des foram contra-coradas com
hematoxilina, desidratada e montadas. Tonsilas embebidas em parafina foram usadas como
controle. Um controle negativo nos quais o anticorpo primario foi omitido foi incluido para
cada reacdo. Expressdo imunohistoquimica do BCL2 foi avaliada usando microscépio
Olympus BH2 (lentes objetivas de x10 ocular e x40). Uma rede ocular (drea 0.092 mm?2) com
100 pontos compostos de 10 linhas horizontais e 10 verticais foram sobrepostas no campo de
teste para contagem. A andlise imunohistoquimica do BCL2 foi realizada considerando
marcacdo nuclear e citoplasmdtica, ndo importando a intensidade. A pontuagdo final foi

calculada pela porcentagem de células epiteliais positivas em um campo contado (15 campos
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para cada espécime). Ao final, as se¢des foram avaliadas por dois patologistas experientes de

forma duplo-cega.

3.5 TRANSFERENCIA DE WESTERN

A proteina total foi isolada de células de TOQ em cultura em pratos de 12 pocgos,
utilizando tampao RIPA contendo inibidor de protease. Um total de 35 mg de proteina de
cada grupo de célula foi aplicado ao mini gel pré fabricado NuPAGE Novex Bis-Tris
(invitrogen, Carlsbad, CA) e corrido, segundo recomendacdes do fabricante. Apds a
eltroforese, as proteinas foram transferidas para membrana em PVDF, previamente ativada
com metanol, em cuba, contendo 1x tampdao NuPage (invitrogen, Carlsbad, CA).
Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo BCL2 anti-camundongo (1:500)
(Cell Signaling, Danvers, MA), durante a noite, sob agitacdo e refrigeracdo. A membrana foi
entdo lavada com PBS-tween e incubada com segundo anticorpo IRDye800CW (1:20000)
(Li-Cor, Lincoln, NE). Como controle interno de expressdo proteica, utilizamos B-actina anti-
coelho (1:1000) e anticorpo secundério, IRDye680 (1:20000). A revelagdo da transferéncia de
Western foi feita através de scanner de dois canais infravermelho (Odyssey Infrared Imaging

System) (Li-Cor, Lincoln, NE).

3.6 ESTUDO IN VITRO

Para testar a hipétese de que os miRNAs miR-15a/16-1 reduzem a expressdao do BCL2
em células de TOQ, obteve-se o vetor p-Retrosuper contendo os genes miR-15a e miR-16-1
(pSR-miR-15-16), o qual foi transfectado em células KCOT-1. Este vetor foi construindo
ligando um fragmento contendo a sequéncia dos miRNAs 15a e 16-1 em um vetor pSR-GFP-
Neo vector (Apéndic B), gentilmente cedido pelo grupo do Dr. Croce, do “Human Cancer
Genetics Program and Department of Molecular Virology, Immunology, and Medical
Genetics, Ohio State University”, OH, EUA.

As células KCOT-1 forma cultivadas em pratos de 12 pogos e transfectadas com o
vetor pSR-miR-15-16 selvagem. Como controle, foi utilizado esse mesmo vetor mutado e
incapaz de expressar miRNAs funcionais (CIMMINO ET AL.,2005).

Para assegurar a integridade do vetor pSR-miR-15-16, esse foi clonado, purificado e

quantificado e digerido com enzimas especificas para o sitio de clonagem: EcoRI-HindIII e
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EcoRI -Sall . A digestao do DNA com estas enzimas geram fragmentos de 287 bp e 302pb,
respectivamente, para clones positivos (Apéndice C).

Em um segundo momento, para certificar da presenca dos genes que expressam o0S
miRNAs miR-15a/miR-16-1 no vetor pSR-miR-15-16, foi fabricado os primers que
franqueiam o sitio de clonagem e sequenciamos o DNA clonado. As sequéncias foram
analisadas e confirmadas (Apéndice D).

O plasmideo pRS-15a/16-1 foi transfcetadas em células KCOT-1 utilizando FuGENE
HD (proporcao 3:2) (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) de acordo com o
protocolo do fabricante. As células foram avaliadas quanto a eficiéncia da transfec¢do através
da visualiza¢do indireta da proteina verde fluorescente (GFP) e apds dois dias da transfecg¢do,
as células atingiram de 60 a 70% de confluéncia e foram colhidas para isolar o RNA e a

proteina total.
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V. RESULTADOS:

Os resultados estdao apresentados em forma de artigos, que foram divididos em:
artigo 1 - referente ao estudo da perda alélica do gene PTCH em COO e TOQ);
artigo 2 - referente a investigacdo da expressao de mir-15a/16-1 e do gene BCL2 e ao impacto

da expressao desses miRNAs na expressao do BCL2 em TOQ.

1. ARTIGO 1

Evidence of loss of heterozygosity of the PTCH gene in othokeratinized odontogenic cyst
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Abstract

The orthokeratinized odontogenic cyst (OOC) is an odontogenic cyst of unknown
etiology. Clinical, histological and biological differences are reported between odontogenic
keratocyst (OKC) and OOC. PTCH is a tumor suppressor gene related to Sonic Hedgehog
(SHH) pathway important in embryological development. Considering that alterations in this
pathway have been described in sporadic and nevoid basal cell syndrome-associated OKC, we
tested the hypothesis that OOC is also associated with loss of heterozygosity (LOH) of the
PTCH gene. Seven samples of OOC and seven of OKC were included in the study. D9S287,
D9S196 and DO9S127 microsatellite markers located in the region of PTCH gene, at
chromosome 9q, were investigated for LOH. There was loss in at least one locus in 5/7 OKC
and in 4/7 OOC samples. The present finding demonstrates that, despite the existence of
clinical, morphological, immunohistochemical and biological behavior differences between
OOC and OKC, both harbor similar genetic alterations at 9q.

Keywords: orthokeratinized odontogenic cyst; odontogenic keratocyst; Loss of

heterozygosity, PTCH gene; Sonic Hedgehog pathway
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Introduction

The orthokeratinized odontogenic cyst (OOC) was first described by Schultz' in 1927
as a dermoid cyst. On the basis of the definition of the odontogenic Keratocyst (OKC) as a
distinct entity by Philipsen” in 1956, some authors regarded all keratinizing jaw cyst as a type
of OKC.> Some investigations have demonstrated significant differences in histological
features and clinical behavior between OKC and OOC. While typical OKC is characterized
by a uniform lining with a well-developed basal cell layer and a corrugated parakeratinized
surface, the OOC lacks these aspects. In contrast to the significant recurrence rate following
conventional surgical treatment of OKC, the OOC show little clinical aggressiveness.4'9
Compared with OKC, expression levels of Ki-67, P63 and BCL-2 was significantly lower in
0O0C, suggesting a lower proliferative activity and higher apoptotic index.'%"?

Odontogenic tumors are thought to derive from primordial tooth-forming tissues. The
Sonic Hedgehog (SHH) pathway not only participates in odontogenesis, regulating growth
and determining the shape of the tooth, '*'* but is also thought to be involved in odontogenic
tumorigenesis as mediator of epithelial-mesenchymal interactions. SHH protein was reported
to be expressed in odontogenic epithelium during the early stage of tooth germ initiation, '® a
stage of tooth formation associated as a possible precursor for some odontogenic cysts and
tumors. Patched (PTCH) protein is involved in the SHH pathway by repressing the expression
of various target genes, including wingless and PTCH itself.'” PTCH is mapped to
chromosome 9g22.3 and encodes a protein that inhibits the g protein-coupled, Smoothened
(SMO), and signal transduction to the SHH pathway. When the extracellular protein SHH is
secreted, it binds to PTCH and SMO becomes activated and promotes the activation of full-
length GLI proteins. The transcription factor GLI enters the nucleus and promotes
transcription of target genes, which results in cellular proliferation.'®' Molecular biology
studies have demonstrated mutation and loss of heterozygosity (LOH) of the tumor suppressor
gene PTCH in sporadic and nevoid basal cell syndrome-associated OKC.***

Despite being considered separate entities, OKC and OOC share some histological
similarities, such as the presence of keratin. In the present study the authors prompted to test
the hypothesis whether PTCH is also the underlining genetic event in OOC. Therefore, LOH

of polymorphic markers located at chromosome 9q, near or at PTCH gene, was studied for the

first time in a set of OOC cases.
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Materials and Methods

Human tissue

Seven samples of paraffin-embedded OOC and seven sporadic KOT samples were selected
from the files of the Oral Pathology Service. The criteria for the diagnosis of OOC and KOT
were described elsewhere (25). Microscopically, all the OOC samples showed a fibrous
capsule lined by a keratinized stratified squamous epithelium of varying thickness and
containing keratohyalin granules. A prominent palisaded basal layer was not observed (Fig.
1A). All theKOTlesions showed an epithelial lining composed of a uniform layer of stratified
squamous with a corrugated parakeratotic surface and a hyperchromatic palisaded basal cell
layer (Fig. 1B). H&E-stained sections were examined by a pathologist for the presence of
normal and tumor tissue. The epithelium and capsule fragments were obtained by
microdissection. Tissue was microdissected from a series of 20-Im-thick paraffinembedded

tissue sections under direct visualization using a stereoscopic microscope and a surgical blade.

Molecular analysis

Microdissected tissue was digested with proteinase K and genomic DNA was
extracted with DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). To evaluate allelic
loss, a panel of polymorphic microsatellite markers for multiple genetic loci at 9q22-31 was
selected for PCR (Table 1). Fluorescent-labeled primers were used yielding PCR products
varying from 105 — 267 base pairs. All PCR reactions were performed for tumor and normal
tissue under the same conditions. Amplification products were detected using an ABI PRISM
310 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). LOH is calculated as the ratio between short
allele normal (Sn)/long allele-normal (Ln) and short allele-tumor (St)/long allele-tumor (Lt),
in the formula: (Sn:Ln)/(St:Lt). LOH was scored if one allele was decreased by more than
50% in the tumor sample (cyst) when compared with the same allele in normal tissue (stroma)
DNA after stutter correction when necessary26 (score < 0.5 or > 2). When the control DNA for
normal tissue did not display a clear two allele pattern, the patient was considered non
informative (NI). Three samples of basal cell carcinoma were used as positive controls for

LOH assays on chromosome 9q.
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Results

The results of molecular analysis and the main clinical characteristics of all lesions are
shown in table 2. Representative results of LOH at the region containing PTCH gene are in
figure 2. There was loss in at least one locus in five out of seven OKC and in four out of
seven OOC samples. Three out of 4 OOC samples carrying LOH were associated with
impacted tooth (samples # 3, 4, and 6). The clinical and radiographic provisional diagnosis of
the remaining case of OOC harboring LOH was OKC (sample # 7). The average of

informative loci per OOC case was 1.43 (range 1-3).

Discussion

The OOC is an odontogenic cyst of unknown etiology that occurs predominantly in
the posterior segment of the mandible. Morphological comparison of the epithelia lining of
OOC and OKC shows some important differences. While OKC has a highly cellular
parakeratinized epithelial lining with surface corrugations and a polarized layer of basal cells,
the OOC exhibits an onion-skin-like orthokeratin layer, a prominent granular layer beneath
the cornified layer, and low cuboidal flattened basal cell layer without tendency of nuclear
palisading. In addition, in contrast to the OOC proliferative activity confined to the basal cell
layer, OKC shows predominant suprabasal proliferative activity.® Finally, OOC has a less
aggressive nature than OKC, a lower proliferative activity and higher apoptotic index and is
not associated with nevoid basal cell carcinoma syndrome.s’7’9'12

Although speculative, the common occurrence of OOC in the posterior mandible
together with the high activity of the dental lamina in this area have supported this epithelial
source for OOC development. As OKC occurs on the same region of OOC and both show
keratinization, they may share a common histogenic origin.® Based on this common origin
hypothesis and on the fact that PTCH gene is altered in OKC.” we investigated LOH at
chromosome 9q by using short tandem repeat markers flanking PTCH in OOC and OKC.

Five out the seven OKC samples presented LOH at the PTCH region, in line with
previous studies.?** Surprisingly, some OOC cases presented the same alteration. LOH of

the PTCH gene was previously reported in dentigerous cyst 2427

and recently, mutations of
PTCH gene were also reported in calcifying epithelial odontogenic tumor.”® Additionally, a
previous study identifies similar expression of the SHH pathway proteins SHH, PTCH, SMO

and GLI in OKCs, OOCs, dentigerous cysts, radicular cysts and ameloblastoma.'? Therefore,
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PTCH gene alterations may be a common genetic alteration shared by some odontogenic cysts
and tumors, which is in contrast to the initial thought that it is a molecular hallmark of OKC.

SHH pathway was reported to have roles in early odontogenesis.”"> SHH is
expressed in the early stage of tooth germ'® as well as in the enamel knot.” The importance of
SHH in odontogenesis underlies the role of its alterations in the genesis of odontogenic
lesions.

Other molecular alterations, such as LOH and methylation have been demonstrated in
other chromosomal regions/genes in OKC.?****! All the evidence is toward OKC multigene
tumorigenesis model while PTCH gene alterations seem to represent one of multiple
molecular alterations.

It is important to note that three OOC samples with LOH at the PTCH gene region
were associated with impacted tooth, and previous evidence also showed LOH at markers
D9S287 and D9S127 in dentigerous cyst.24’27 Whether some of our OOC samples with LOH
associated with impacted tooth were dentigerous cysts that suffered orthokeratinization is a
matter of debate.

In conclusion, the present study shows LOH at chromosome 9q, flanking PTCH gene,
in OOC. This fact suggests that PTCH gene alterations might not represent a true OKC
signature and that some odontogenic lesions may share this genetic alteration during their

development.
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Figure 1 Photomicrograph of a orthokeratinized odontogenic cyst (A) and keratocystic

odontogenic tumor (B) included in the study.
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Figure 2 Representative analysis of loss of heterozygosity (LOH) assay in PTCH gene region
of orthokeratinized odontogenic cyst (OOC). (A) Sample # 3 was heterozygous for marker
D9S287, as indicated by the presence of two alleles and no LOH was detected. (B) Cystic
DNA of sample # 6 shows loss of the minor allele compared to normal cells (stroma) with
marker D9S287 (LOH). (C) The cystic epithelium cells of sample # 3 did not retain one allele

of the marker D9S127 compared to normal cells (stroma) (LOH). * Allele.
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Table 1 Primers pairs used to study polymorphic microsatellite markers for multiple genetic

loci encompassing 9q22-31 chromosome region.

Polimorphic Locus Primer sequences Typc.e 0 f . Gene
marker repetition involved
D9S287 9922.3 GCTATGACTTGTTCTGTGACAA Dinucleotide PTCH
CACTACATTGTTCAAGGGTCA
D9S196 9922.3 GGTTTTAGTTTGCATTTCCC Dinucleotide PTCH
CAAACTGGAATTACAGCACTG
D9S127 9g31 CCCTCAAATTGCTGTCTAT Dinucleotide PTCH

AGATTGATTGATACAAGGATTTG
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Table 2 Clinical data and results of LOH in the PTCH gene region of seven orthokeratinized

odontogenic cyst (OOC) and sporadic odontogenic keratocyst (OKC).

Samples Diagnosis Age  Gender Site Marker
(Years) D9S287 D9S196 DI9S127
1 00C 18 M Ant Max Het NI NI
2 00C 19 M Post Man Het NI NI
3 00C 42 M - Het NI LOH
4 00C 26 M Post Max Het LOH NI
5 00C 28 F Max Het NI Het
6 00C 35 M Post Man LOH NI NI
7 00C 38 M Post Man Het LOH Het
8 OKC 31 M Ant Man NI NI LOH
9 OKC 15 M Post Max Het LOH NI
10 OKC 25 M Post Man NI NI NI
11 OKC 46 M Post Man NI NI LOH
12 OKC 17 M Post Man LOH NI Het
13 OKC 15 M Post Max Het NI NI
14 OKC 56 F Post Man LOH NI NI

Abbreviations: M, male; F, female; Ant, anterior; Post, posterior; Man, mandible; Max,

maxilla; LOH, loss of heterozygosity; NI, non informative; Het, heterozygote. Samples

# 2,

3! 4!

6 and

12 were associated with impacted tooth.
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Abstract

Background: A keratocystic odontogenic tumor (KCOT) is a benign destructive recurrent
odontogenic cystic neoplasm. The microRNAs (miRNAs) miR-15a and miR-16-1 function as
negative regulators of the anti-apoptotic gene BCL2 at the post-transcriptional level. Notably,
high Bcl-2 immunoexpression is found in the epithelial lining of KCOTs, while the loss of
Bcl-2 immunopositive cells is observed in marsupialized cysts. The purpose of this study was
to investigate whether the transcription of miR-15a and miR-16-1 is altered in KCOTs and
whether it is associated with BCL2 gene expression in such lesions.

Methods: Using qRT-PCR and immunohistochemical analyses, we examined miR-15a/16-1
and BCL2 gene expression in KCOTs. The impact of miR-15a/16-1 expression on BCL2
gene translation was investigated by in vitro studies using primary KCOT culture cells.
Results: Using qRT-PCR, we observed miR-15a and/or miR-16-1 downregulation in the
majority of the KCOT samples (24 of 28). We also observed higher BCL2 mRNA expression
in 19 of 20 KCOT frozen samples and moderate to high Bcl-2 immunopositivity in the basal
layer cells of 16 of 18 paraffin embedded KCOTs (median: 42.6%). In vitro over-expression
of miR-15a/16-1 in human KCOT-1 primary cell cultures resulted in a decrease in Bcl-2
protein expression. Furthermore, all five paired KCOTs collected before and after
marsupialization treatment exhibited an increase in miR-15a after the procedure.

Conclusions: Our results suggest that KCOT neoplastic cells demonstrate an anti-apoptotic
profile that may be related to lower miR-15a/16-1 expression. Additionally, we demonstrated
that miRNA expression increases after marsupialization, implicating an etiological and
therapeutic role of miRNAs in KCOT.

Key words: odontogenic keratocyst, keratocystic odontogenic tumor, BCL2, microRNA,

miR15a/16-1
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1 Introduction

A keratocystic odontogenic tumor (KCOT) is an aggressive benign neoplasm with a
putative high recurrence rate and extensive local invasion [1]. KCOTSs may occur in isolation
or in association with nevoid basal cell carcinoma syndrome (NBCCS). The sporadic KCOT
incidence rate was estimated to be 0.61 to 3.50 per million per year depending on sex and race
[2], and the frequency in different studies over 26 years varies from 1.5 to 21.8% of the total
number of odontogenic cysts [3]. The estimated NBCCS prevalence varies from 1/57,000 to
1/256,000, and 90% of the affected individuals develop KCOTs [4]. KCOT treatment
includes marginal resection, enucleation with peripheral ostectomy or the use of Carnoy's
solution, and marsupialization, a procedure that converts the cyst into a pouch, thereby
exposing the lining to the oral environment. Marsupialization is effective as a preliminary
treatment for large KCOTs because it is highly successful in decreasing the size of the tumor
before definitive surgery [5,6].

KCOTs are thought to arise from the dental lamina epithelium. Genetic and epigenetic
alterations have been reported in this disease [7]. Increased expression of the anti-apoptotic
protein Bcl-2 has been described in KCOTs [8,9]; however, the relevance of this finding has
not been appropriately addressed. The BCL2 gene is an important proto-oncogene located on
chromosome 18g21.3 that encodes for a protein capable of halting apoptosis, thus facilitating
cell survival independently of cell division [10,11]. The Bcl-2 protein is thought to be
involved in resistance to conventional anti-cancer drugs treatments [12], and its increased
expression has been implicated in a number of malignancies [13]. Several mechanisms that
can lead to increased BCL2 gene expression have been identified, including chromosomal
translocations, hypermethylation, and the loss of miRNAs that normally downregulate BCL2
gene expression [14,15,16].

miRNAs regulate the expression of complementary messenger RNAs (mRNAs) and
have been linked to human tumorigenesis [17,18]. In animals, single-stranded miRNAs bind
to specific mRNAs through imperfect complementary sequences. The bound mRNAs remain
untranslated, resulting in reduced levels of the corresponding protein, or are degraded,
resulting in reduced levels of the corresponding mRNAs. The miR-15a/16-1 miRNA cluster
was shown to induce apoptosis by targeting the important anti-apoptotic gene BCL2 at the
post-transcriptional level [14]. Therefore, miR-15a and miR-16-1 are natural antisense BCL2

interactors that act as tumor suppressors.
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Given the role of miR-15a/16-1 in BCL2 gene expression modulation, we
hypothesized that altered miRNA expression may act to regulate BCL2 gene expression in

KCOTs. To date, no study has addressed the pathogenesis of KCOTs at the miRNA level.

2 Materials and methods

2.1 Human KCOT

This study was approved by the appropriate ethics committee on human research, and
informed written consent was obtained from all subjects. A total of 28 KCOTs were retrieved
from 15 patients (8 with sporadic KCOT and 7 with NBCCS). The lesions included 18
marsupialized KCOT cases (7 sporadic and 11 NBCCS-associated) and 10 cases with primary
lesions (1 sporadic and 9 NBCCS-associated) (Table 1). The age of the patients ranged from
14 to 50 years, and the male to female ratio was 2.75:1. The posterior mandible was the most
commonly affected area (50%), followed by the posterior maxilla (27%). In all cases, a
portion of the lesion was resected, immediately snap frozen, and stored at -80°C. For the
immunohistochemistry and histopathological analyses, surgical samples were fixed in
formalin and paraffin embedded. Some fragments were too small to perform all the

experiments, resulting in different sample numbers for each method employed (Table 1).

2.2 Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on tissue sections from 18 of the KCOTs. Five
dental follicles were used as control tissues for comparison. Briefly, 4 um paraffin-embedded
sections were dewaxed in xylene and hydrated with a graded ethanol series, followed by
antigen retrieval in 10 mM citrate buffer, pH 6.0, and inhibition of endogenous peroxidase
activity. The tissue sections were incubated with primary mouse anti-human Bcl-2 (1:50)
(Clone 124; Dako, Carpinteria, CA) for 30 min, followed by incubation in Envision System
(Dako). The immunostain was developed using DAB (Sigma, St Louis, MO) and
counterstained with hematoxylin. Formalin-fixed, paraffin-embedded tonsils served as
positive controls. Negative controls, in which the primary antibody was omitted, were
included in each reaction. The immunohistochemical expression of the Bcl-2 was evaluated
using an ocular lattice (area 0.092 mm?), with 100 fields composed of 10 horizontal and 10

vertical test lines superimposed on the test field to be measured. Fifteen random fields were
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selected in the tissue sections obtained for each specimen, and the percentage of positively
stained epithelial cells was calculated to obtain the final score. The immunostaining scoring
method was semi-quantitative and was defined as follows: negative (0%), mild (10-20%
positive cells), moderate (>20-50%), and high positivity (>50%) [8]. Nuclear and cytoplasmic

staining was considered regardless of the intensity.

2.3 RNA isolation and quantitative reverse transcription (QRT-PCR)

To perform RNA extractions, frozen tumors were dissected using cryostat sections to
ensure that the samples were enriched with epithelial cells. The total RNA was isolated from
the samples using the Tri-Phasis Reagent (BioAgency, Sdo Paulo, Brazil) and treated with
DNase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Twenty-eight KCOT samples were
subjected to miRNA quantification using the TagMan® MicroRNA Assay Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) (Assays ID: miR-15a: 000389; miR-16-1: 000391). The
miRNA expression was normalized to RNU44. For BCL2 mRNA quantification, the cDNA of
20 frozen samples was synthesized using the Superscript First-Strand Synthesis System kit
(Invitrogen Life Technologies), and qRT-PCR analyses were performed using the TagMan®
Gene Expression Assay kit (Applied Biosystems) (Assay ID BCL2: Hs00153350_m1). The
ACTB gene was used as internal control (P/N 4326315E). Relative quantification was

pAACt method, and dental follicle samples were used for calibration. To

calculated by the
isolate RNA from the confluent primary cell cultures, the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Valencia, CA) was used. Total DNAse-treated RNA was reverse transcribed into cDNA using
the iScript™cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA). To quantify BCL2 mRNA
expression, the RT? gqPCR Primer Assay for human BCL2 (SABiosciences, Frederick, MD)
and SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) were used. The ACTB gene was
used as an internal control (SABiosciences). All qRT-PCR reactions were performed in

duplicate and run on a Step One machine (Applied Biosystems)

2.4 KCOT-1 Cell Population and In vitro study

The KCOT-1 primary cell culture line that we used was derived from an epithelial
tumor component and had been previously established [19]. The pRS-15a/16-1 plasmid,
which was created by ligating the miR-15a/16-1 sequence into the pSR-GFP-Neo vector [14],
was transfected into KCOT-1 cells using FuGENE HD at a 3:2 ratio (Roche Applied Science,
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Mannheim, Germany) according to the manufacturer’s protocol. Direct sequencing plus GFP
expression was used to confirm pSR-miR-15-16 plasmid expression in the cells. KCOT-1
cells that were transfected with mutant pRS-15a/16-1, thus expressing reduced miR-15a/16-1
levels, were used as a control [14]. The experiments were conducted 48 hours after

transfection. In vitro studies were performed in two independent experiments.

2.5 Western blotting

Total protein was isolated using RIPA buffer, and its concentration was determined
using the BCA protein assay (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). The protein was
electrophoresed using a NuPAGE Novex Bis-Tris gel (Invitrogen, Carlsbad, CA) and
transferred to a PVDF membrane (Millipore, Bedford, MA). The membrane was blocked in
Odyssey blocking buffer (LI-COR, Lincoln, NE) and incubated with a Bcl-2-specific antibody
(1:500) (Cell Signaling, Danvers, MA) overnight. Secondary antibodies that were conjugated
to IRDye680 and IRDye800CW (1:20,000) (LI-COR) were used to probe the Bcl-2 and -
actin primary antibodies. Blotted proteins were detected using the Odyssey infrared imaging
system (LI-COR). The anti-B-actin antibody (1:1000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was
used as a normalizer. The band intensity was quantified using image analysis software, and

the ratio was used to compare relative expression.

2.6 Statistical analysis

Non-parametric Mann-Whitney U and Wilcoxon’s tests were performed to compare
miRNA, mRNA and immunostaining profiles in unpaired and paired samples, respectively.
Correlations between the variables were analyzed using Spearman’s rank test. P < 0.05 was
considered statistically significant. These tests were performed using the BioEstat software,

version 4.0 (Belém, Brazil).

3 Results

3.1 miR-15a and miR-16-1 had lower expression in KCOTs

To verify the expression of miR-16-1 and miR-15a, the natural antisense regulators of

the BCL2 gene, in KCOTs, cDNA from 28 samples were analyzed by qRT-PCR. The
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expression levels of the miRNAs in KCOT were correlated (p = 0.009; Spearman’s
coefficient = 0.48), confirming that miR-15a and miR-16-1 are located in a cluster. Our data
show that 22 and 11 out of 28 KCOT samples showed lower miR-16-1 and miR-15a
expression, respectively. Taken together, 85% of the KCOT samples (24/28; 9/10 primary,
15/18 marsupialized, 7/8 sporadic and 17/20 NBCCS-associated KCOTs) exhibited lower
miR-16-1 and/or miR-15a expression compared to dental follicles (Fig. 1). The fold-change
decrease of miR-16-1 and miR-15a expression (log RQ) ranged from -1.4 to -0.003 and -1.6
to -0.001 respectively. No statistically significant differences were found for the miRNA

expression in sporadic tumors when compared with those associated with NBCCS.

3.2 miRNAs are differentially expressed in KCOTs treated with the marsupialization

procedure

Five KCOT sample pairs were collected before (primary) and after the
marsupialization procedure (Table 1). The expression of miR-15a and miR-16-1 was
investigated in each paired sample. All cases exhibited increased levels of miR-15a
expression after marsupialization (p = 0.04) (Fig. 1), while 4 of those cases exhibited
increased levels of miR-16-1 expression (p = 0.22). The expression of Bcl-2 in the only paired
case with available tissue demonstrated a reduction in protein expression after

marsupialization (Bcl-2 positive cells: primary cyst = 45.01%; marsupialized cyst = 37.24%).

3.3 The BCL2 gene is highly expressed in KCOT tissue samples

Because the BCL2 gene is a putative target of miR-16-1 and miR-15a, we investigated
its expression in KCOT's and compared it to that in dental follicle tissue. We performed qRT-
PCR on 20 frozen KCOT samples and immunohistochemistry on 18 paraffin-embedded
KCOT tissues. All but one KCOT sample exhibited higher levels of BCL2 mRNA expression
compared to the dental follicles (Fig. 2). Additionally, all but two KCOTs showed moderate
to high Bcl-2 positivity, particularly in the basal layer (median: 42.6%), while no dental
follicle samples showed Bcl-2 immunostaining (Fig. 2). Differences in the BCL2 gene
expression among the distinct clinical groups (sporadic versus NBCCS-associated; primary
versus marsupialized) were not statistically significant. No statistical correlation was found

between the mRNA BCL2 and immunohistochemical expression of Bcl-2 (p = 0.49).
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3.4 The over-expression of miR15a/16-1 leads to a decrease in Bcl-2 protein expression in

KCOT-1 cells

To assess whether miR-15a/16-1 regulate the BCL2 gene in KCOT-1 cells, we
transfected a pSR-GFP-Neo vector expressing wild type miR-15a/16-1 (pSR-15a/16-1) into a
primary KCOT-1 cell culture line. After a 48 h incubation in two independent experiments, a
lower expression of Bcl-2 protein in KCOT-1 cells expressing wild-type miRNAs was
observed (mean OD ratio = 0.73 £ 0.14) (Fig. 3). Nonetheless, equal BCL2 mRNA levels
were found in both groups of KCOT-1-transfected cells (Ct ratio = 1.3) (Fig. 3). A

transfection with a mutant vector was used as control.

4 Discussion

The inhibition of apoptosis is regarded as one of the most important steps in
tumorigenesis because it allows genetically unstable cells to survive and accumulate
additional mutations that eventually lead to neoplasias. The miR-15a/16-1 cluster, which
targets the BCL2 gene, demonstrates that miRNA genes play an important role in regulating
apoptosis [20]. In this study, we examined, for the first time, the miR-15a and miR-16-1
miRNAs in a series of KCOTs. We also assessed BCL2 gene expression at the mRNA and
protein levels. We demonstrated a lower miRNA expression in KCOTs together with a higher
Bcl-2 immunoexpression compared with the miRNA and Bcl-2 expression in dental follicle
tissue. We also showed lower miRNA expression in cysts after the marsupialization
procedure. Moreover, we provided evidence showing that miR-15a/16-1 expression in
KCOT-1 primary cultures promoted down-regulation of the BCL2 gene at the post-
transcriptional level. Our study is the first to show an epigenetic mechanism (miRNAs) that
might lead to the regulation of BCL2 gene expression in KCOTs, implying an etiological and
therapeutic role for miRNAs.

In our study, we demonstrated low miR-15a and/or miR-16-1 expression in frozen
KCOT samples and high BCL2 gene expression in sporadic and NBCCS-associated KCOTs.
Abundant Bcl-2 immunoexpression has been reported in the epithelial lining of sporadic
KCOTs [9, 21]. A previous report found a similar pattern of Bcl-2 immunoexpression in
NBCCS-associated and sporadic KCOTs; however, this previous study relied only on
immunohistochemical assays [8]. In this study, we presented similar BCL2 mRNA and miR-

15a/16-1 transcription levels in NBCCS-associated KCOTs compared to sporadic KCOTs. It
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is important to note that we found no statistical correlation between BCL2 mRNA and protein
expression, which may suggest that post-transcriptional mechanisms, such as those mediated
by miRNAs, could be potential BCL2 gene expression regulators in KCOTs. It was first noted
in C. elegans that miRNAs have the capacity to inhibit the translation of their target mRNA at
a post-initiation step without reducing mRNA abundance [22], which results in discrepancies
between mRNA and protein expression. Other miRNAs, such as miR-195, miR-24-2 and
miR-365-2, were also reported to be able to negatively regulate the anti-apoptotic protein Bcl-
2 by directly binding to their respective binding sites in the 3'-UTR of the mRNA BCL2 [23].

Next, we tested whether miR-15a/16-1 is capable of modulating BCL2 gene
expression in the primary KCOT-1 cell population. To express miR-15/16-1 in KCOT-1 cells,
we used the pSR-15a/16-1 vector expressing wild type miRNA or mutant miRNA. The wild
type pSR-15a/16-1 vector was previously described and shown to considerably reduce the
BCL2 mRNA levels in a leukemia-derived cell line in comparison with cells transfected with
an empty vector and the mutant form of pSR-15a/16-1 [14]. Compared to the control, we
observed, in two independent experiments, a slight reduction in Bcl-2 expression in KCOT-1
cells over-expressing wild type miR-15a/16-1. Our results imply that miR-15a/16-1 is able to
modulate BCL2 gene expression in KCOT-1 cells and may be an important therapeutic
molecule; however, other mechanisms in addition to miR-15a/16-1 miRNA misregulation
may also be related to the BCL2 over-expression frequently observed in KCOTs and need to
be investigated. miR-15a/16-1 down-regulation was also reported in B cell chronic
lymphocytic leukemia, chronic lymphocytic lymphoma, pituitary adenoma, prostate cancer
and non-small cell lung cancer [20, 24-26]. Other genes in addition to BCL2 were also shown
to be targets of miR-15a/16-1, including CCNDI, WNT3A, CCNEI, CCND3, CDK4 and
CDKG6 [25, 26, 27, 28].

Marsupialization is a procedure that converts the cyst into a pouch, thereby exposing
the lining to the oral environment. Such a technique is commonly used at least as an initial
step in KCOT treatment and frequently results in cyst regression, capsule thickening and, in
some cases, resolution of the KCOT [5,6]. Studies of the mechanism behind the influence of
marsupialization on the cyst capsule could provide molecular tools for KCOT treatment. In
our study, we compared all of the marsupialized KCOTs collected with all of the primary
tumors and noticed an overall reduction in Bcl-2 immunoexpression after marsupialization
(median: primary = 47%; marsupialized = 39%), although the medians were not significantly
different. Decreased Bcl-2 protein expression in marsupialized KCOTs has been previously

reported [29]. We also compared the miRNA expression in five paired KCOT samples
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collected before and after marsupialization and observed increased expression of miR-15a (5
of 5) and miR-16-1 (4 of 5) after the marsupialization procedure. From our data, one exciting
hypothesis is that the apparent reduction in Bcl-2 expression observed in marsupialized cysts
is due to the increased expression of Bcl-2 antisense miRNAs.

In conclusion, our results suggest an anti-apoptotic profile for KCOT epithelial cells
and that the lower miR-15a/16-1 expression may be related to this characteristic. We also

demonstrated that miRNA expression increases after marsupialization.
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Table 1. Patients, clinical features and methods used in each case.

Case/ s qRT- qRT-

Patient Nature Samples Clinical PCR PCR IHC

# feature miRNAs  BCL2

1 Sporadic KCOTO1 Marsupialized + +

2 Sporadic KCOTO02 Marsupialized +

3 Sporadic KCOTO03 Marsupialized + +

4 Sporadic KCOTO04 Marsupialized + + +

5 Sporadic  KCOTOS Primary + +

6 Sporadic KCOTO06 Marsupialized + +

7 Sporadic KCOTO07 Marsupialized + + +

8 Sporadic KCOTO8 Marsupialized + +

9 NBCCS  KCOT09 Primary + + +
KCOTI10 Primary + + +

10 NBCCS  KCOTI11" Primary + +
KCOT11° Marsupialized + +
KCOT12" Primary + +
KCOT12" Marsupialized + +
KCOT13" Marsupialized + + +
KCOT13" Primary + +
KCOT14 Marsupialized + +

11 NBCCS  KCOT15" Primary +
KCOTI15" Marsupialized + + +

12 NBCCS  KCOT16 Primary + + +
KCOT17 Primary + +

13 NBCCS  KCOTI18 Marsupialized + + +
KCOT19 Marsupialized + + +
KCOT20 Marsupialized + + +

14 NBCCS KCOT21* Primary + + +
KCOT21° Marsupialized +

15 NBCCS  KCOT22 Marsupialized + + +
KCOT23 Marsupialized + + +

“b Samples collected before and after the marsupialization procedure; NBCCS: patients

diagnosed with nevoid basal cell carcinoma syndrome; I[HC: immunohistochemistry.
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Fig. 1 qRT-PCR showing miR-15a/16-1 expression. (a) Twenty-four of the 28 investigated
KCOT samples showed lower miR15a and/or miR16-1 expression levels compared with those
of dental follicles (x-axis). Every two bars correspond to the miR-16-1 and miR-15a
expression in a single sample. (b) All cases exhibited increased levels of miR-15a expression
after the marsupialization procedure (p = 0.04), while four of the cases exhibited increased of
miR-16-1 expression levels (p = 0.22). Each paired sample (before and after marsupialization)

is represented by different shapes. RQ: relative quantification.
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diaminobenzidine and counterstained with Mayer’s hematoxylin, magnification 400x). (b) All
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follicles (calibrator). RQ: relative quantification
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VI. Consideracdes finais



VI. CONSIDERACOES FINAIS:

Em uma célula normal, o equilibrio fisiolégico entre a expressdo de genes supressores
de tumor e proto-oncogenes mantém a homeostase e permite a proliferacdo celular
cuidadosamente regulada ao ndo permitir o crescimento desordenado de células que leva a
formacdo de neoplasmas. De acordo com o modelo two-hits,de Knudson, para genes
supressores de tumores, uma mutacdo ocorrer em um dos alelos supressores de tumor
(primeiro “hit”’), acompanhada por PA do alelo selvagem remanescente (segundo “hit”), seria
necessdria para disparar a formacdo do neoplasma (KNUDSON,1971). Inicialmente, essa
hipétese sugeria que duas modificagcdes em alelos diferentes do gene supressor de tumor
fossem suficientes para a iniciagdo de alguns tumores - como canceres pedidtricos, mas
mutacdes adicionais em outros genes seriam necessdrias para outras neoplasias. Acredita-se
que muitos canceres nao-hereditarios necessitam de aproximadamente quatro ou mais eventos
distintos de mutacdo para resultar na perturbagdo de vias de sinalizacdo celular criticas, como
PI3K, p53 ou RB (VOGELSTEIN & KINZLER,1993).

No contexto das sindromes e dos cinceres hereditdrios, a inativacdo do gene da doenga
em questdo pode ser o passo limitante para a iniciacdo do tumor.Entretanto, outros eventos
podem ocorrer, especialmente para promover ou aumentar a progressao do tumor. A este
respeito, a hipotese two-hits, de Kudson, deve ser aplicada diretamente para genes supressores
de tumor, com ‘dois hits’ representando o nimero de eventos necessarios para a inativacao do
gene, porém, ndo necessariamente para tumorigénese. Contudo, € crescente o nimero de
estudos que descrevem candidatos a gene supressor de tumor que nao confirmam o modelo
padrao two-hits. A func¢do de alguns desses genes candidatos a gene supressor de tumor
associados ao cancer pode ser de fato abolida pela nativagao de apenas um alelo (FODDE &
SMITs,2002), sendo que essa inativagdo pode ocorrer ndo somente por mutacdao (ou PA), mas,
inclusive, por hipermetilagdo de promotores génicos (JONES & LAIRD,1999).

Neste estudo apresentado, encontramos alteracdo na regido contendo o PTCH em
COO e em TOQ e, apesar de ndo termos investigado mutac¢do no alelo remanescente, estudos
anteriores vém demonstrando que a haploinsuficiéncia do PTCH pode possuir relevancia
patogénica no desenvolvimento neopldsico. Um exemplo disso foi revelado em andlises de
tumores retirados de camundongos PTCH+/-, que, embora retivessem um alelo selvagem do
gene e apresentavam auséncia do segundo hit, apresentavam também super-expressao do fator

de transcricio GLI e assim, consequentemente, notava-se uma maior ativacdo da via HH
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(ZURAWEL ET AL.,2000; CALZADA-WACK ET AL.,2002). Em outros dois estudos com TOQ, foi
também demonstrado que essa lesdo pode carregar modificagdo de apenas um alelo do gene
PTCH. No estudo mais antigo, a avaliagdo imuno-histoquimica de PTCH demonstrou a
expressdo da proteina selvagem em duas amostras de TOQ que, sabidamente, carregavam
uma mutacdo que levava a um stop-condon prematuro (BARRETO ET AL.,2002). No estudo
mais recente, 44 amostras de TOQ foram analisadas quanto a presenca de mutagdo e/ou PA de
ambos os alelos do PTCH, porém, apenas 13 casos apresentaram comportamento coerente
com o modelo two-hit enquanto em 14 amostras a alteracio do PTCH foi encontrada em
apenas um alelo (PAN ET AL.,2010).

J4 atualmente, esté claro que a ativagd@o constitutiva da via HH por alteragao de alguns
de seus componentes pode lavar a neoplasia. O aumento da expressao de GLI-1 e PTCH foi
observado em carcinomas basocelular que carregavam mutacdes no gene PTCH.
Adicionalmente, inimeros estudos t€ém demonstrado superexpressao consistente do PTCH em
carcinomas basocelular, além de formacdo de lesdes tipo meduloblastoma em modelos
animais “knockout” para PTCH (GOODRICH ET AL.,1997; DAYA-GROSJEAN & COUVE-
PRIVAT,2005). No entanto, apesar do nosso estudo e de estudos prévios terem reportado
evidéncias da alteragdo do gene PTCH em COO e TOQ, ainda permanece bastante obscuro o
papel da sinalizacdo HH no desenvolvimento e progressao dessas lesoes.

Até o momento, poucos estudos abordaram a nivel molecular a via HH e sua relacio
com a patogénese de cistos e tumores odontogénicos. Em um estudo realizado em 2004, a
expressao de Sonic HH, de PTCH, de SMO e de GLI-1 foi detectada em amostras de TOQ e
gengivas por transcriptase-reversa-PCR e imunohistoquimica. Tal estudo demonstrou a
expressdo dos componentes da via HH em TOQ por qRT-PCR e imuno-histoquimica nas
camadas epiteliais e subepiteliais da lesdo (OHKI ET AL.,2004). Em um outro estudo, através
da imunomarcacgao de Ki67, foi demonstrado um maior nivel de proliferacao celular em TOQ,
que carregava mutacdo no gene PTCH, em comparacdo com aqueles TOQs nos quais ndo
foram encontradas mutagdes (PAN & L1,2009). Ao revisar a literatura, torna-se bastante
evidente de que estudos mais aprofundados devem ser desenvolvidos no intuito de melhor
compreender a atividade oncogenética da via HH em TOQ e também em COOQ e outros cistos
e tumores odontogénicos.

Alteracdo do gene PTCH também foi reportada em outras lesdes odontogénicas, além
do COO e TOQ, como o cisto dentigero, cisto odontogé€nico calcificante e ameloblastoma
(LEVANAT ET AL.,2000; PAVELIC ET AL.,2001; PEACOCK ET AL.,2010). Esses dados indicam

que essa € uma alteracdo inicial, ou pelo menos uma das iniciais, no desenvolvimento de
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algumas lesdes odontogénicas e levantam um grande questionamento sobre quais mecanismos
sdo importantes para o desenvolvimento e comportamento diferencial de cada uma dessas
lesdes. Mais intrigante € a questdo do porqué pacientes com a SCBN, que sabidamente
carregam alteracdo no gene PTCH, nao sao suscetiveis para o desenvolvimento de outros
tipos de cistos e tumores odontogénicos, além do TOQ. Sao essas questdes que nos
impulsionam a identificar outros mecanismos moleculares que possam explicar melhor a
patogénese dos cistos e tumores odontogénicos e a descobrir novos mecanismos que elucidam
melhor as diferencas e semelhancas patogénicas dessas lesoes.

A identificacdo dos miRNAs miR-15a e miR-16-1 como candidato a gene de cancer
levou ao questionamento de como € o envolvimento geral dos miRNAs em céanceres
humanos. Desde entdo, numerosos estudos tem usado “microarrays” para identificar
assinaturas de miRNAs em cada tipo de cancer analisado, incluindo mama (IORIO ET
AL.,2005), figado (MURAKAMI ET AL.,2006; WANG ET AL.,2008), pulmido (HAYASHITA ET
AL.,2005), dentre outros. Tais estudos mostram claramente que o espectro de miRNAs,
expresso em células malignas, é significantemente diferente da contraparte saudavel,
sugerindo que alteracdes em genes de miRNAs executam uma fungao critica na patofisiologia
de muitos, e talvez todos, canceres humanos.

Os miRNAs, que tem como alvo genes do céncer, adicionaram outra dimensdo ao
considerar o gendtipo/fendtipo para prevencao e/ou terapia. A superexpressao de um ou mais
destes miRNAs pode conferir suscetibilidade ao cancer. Adicionalmente, tumores que nao
apresentam alteracdes genéticas em proto-oncogenes, mas que apresentam niveis anormais em
sua expressdo devido a desregulacdo de miRNAs, podem se comportar de forma semelhante
aos tumores com delecdo genética ou mutacdo genética. Mapear as interacdes entre miRNAs
e genes supressor de tumor pode ser bastante ttil para a definicdo e previsao da resposta do
tumor ao tratamento.

A regulacdo, para menos, do cluster miR-15a/16-1 em leucemia linfocitica cronica, em
adenoma da pituitdria e em cancer de préstata foi demonstrada ser uma consequéncia da
delecdo do sitio de fragilidade em 13ql4 contendo este cluster (CALIN ET AL.,2002). A
delecio em 13ql4 ainda nao foi investigada em TOQ até agora e estudos futuros serdo
necessarios para responder a questdo se a regulacdo para menos de miR-15a/16-1, observada
por n6s, em TOQ, estd relacionada ou ndo com a mutacio e/ou PA no 16cus destes miRNAs.

Além do BCL2, foram demonstrados que outros genes sdo regulados por miRNA-
15a/16-1, como o CCNDI e WNT3A (BONCI ET AL.,2008). A proteina codificada por CCND1

pertence a familia de ciclinas altamente conservada e regulam as quinases CDK.4 ou CDKG6,
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cuja atividade € necessdria para a transi¢do do ciclo celular G1/S. A familia de genes WNT ¢é
composta por genes que codificam proteinas sinalizadoras implicadas na oncogénese e em
processos do desenvolvimento, incluindo determinacao e diferenciagcdo celular. Considerando
que a alta imunopositividade para CCND1 € reportada em TOQ, principalmente naqueles
associados a SCBN (Lo Muzio ET AL.,1999; KMl ET AL.,2001), e que a via WNT ¢
importante para a odontogénese (MILLAR ET AL.,2003; CHEN ET AL.,2009), esses genes seriam
alvos interessantes para estudos futuros em TOQ, uma vez que regulacido para menos de seus
miRNAs reguladores foi encontrada por nds nesta lesao.

A perda da expressio de miR-15a e miR-16-1 pode desempenhar um papel
preponderante em varios tipos de tumores através da desregulacdo do gene BCL2, WNT3A ou
CCNDI. No entanto, ainda podem existir milhares de outros possiveis alvos para estes
miRNAs que podem afetar o processo da carcinogenese, 0 que os tornaria tuteis para serem
usados na supressao do crescimento tumoral.

Super expressdo do BCL2 em TOQ devido a regulagcdo para menos de miRNAs é uma
proposicao plausivel, no entanto, outros fatores importantes que podem contribuir para a
desregulagdo da expressdo desse importante gene anti-apoptético nessa lesdo devem ser
analisados. Um desses fatores € a propria via HH, cuja relacdo com a tumorigenese do TOQ ja
foi evidenciada. Em 2004, dois grupos de pesquisa distintos relataram um achado
interessante: a transcri¢do do BCL2 pode ser regulada pelo efetor da via HH, GLI, através da
interacdo direta com a regido promotora do BCL2 (BIGELOW ET AL.,2004; REGL ET AL.,2004).
De fato, a super expressdo de BCL2 foi associada com a alta atividade GLI em tumores
frequentemente associados a SCBN e altamente conectados a distdrbios da via HH (FAN ET
AL.,1997; HUTCHIN ET AL.,2005; BAR ET AL.,2007; ELAMIN ET AL.,2010). O papel da via HH
na superexpressdo do BCL2 ainda nao foi investigado em TOQ, no entanto, levando em
consideragdo que essa via estd ativa nessa lesdo e BCL2 superexpresso, uma interessante
hipdtese a ser testada € que, em colaboracdo com regulagdo para menos de miR-15a/16-1, a
atividade HH resulta na alta expressdao de BCL2 observada em TOQ.

Por fim, os trabalhos apresentados nesta tese sao exemplos de quao complexo pode ser
a patogenia dos cistos e tumores odontogénicos — que podem envolver eventos genéticos,
como PA na regido associada ao gene PTCH, e eventos epigenéticos, como alteragdo da
expressdo de miRNAs — e incentivam o delineamento de estudos moleculares mais
especificos e elaborados, que levardo a compreensao mais aprofundada dos mecanismos

patolégicos do TOQ, COO, além de outros cistos e tumores odontogénicos.
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VIl. Conclusodes



VII. CONCLUSOES:

° COO apresenta PA na regido associada ao gene PTCH, 9q22-9q31. Essa
alteracao foi confirmada também em TOQ.

. As células epiteliais do TOQ apresentam baixa expressdo dos miRNAs miR-
15a e/ou miR-16-1 e alta expressdao de BCL2 quando comparado aos foliculos pericorondrios.

. A expressao dos miRNAs miR-15a e miR-16-1 € similar em TOQs esporadicos

e associados a SCBN.

. A expressao de miR-15a e miR-16-1 aumenta ap6s o procedimento de
marsupializacao.
. A expressdo transiente de miR-15/miR-16-1 influencia negativamente a

tradug¢do de BCL2 em células primdrias de TOQ, mas ndo a transcri¢ao.
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APENDICE A — SEQUENCIA DO ENXERTO CONTENDO OS MIRNAS MIR-154/16-1

51

101

151

201

251

351

401

451

501

551

601

tttaaaaaaa
aaattttttt

tattttaaga
ataaaattct

gaatcatact
cttagtatga

ataaaactga
tattttgact

tagagtatgg
atctcatacc

tttagaatct
aaatcttaga

tgctatcata
acgatagtat

XhoII

7+7777
cagatccttg
gtctaggaac

atccacaaac
taggtgtttg

cttgatggca
gaactaccgt

gatgatacat
ctactatgta

aaaaataaca
tttttattgt

aaacacatta
tttgtgtaat

tcaaccttac
agttggaatg

ttcaatacaa
aagttatgtt

ctgaaaaatt
gactttttaa

agattatcaa
tctaatagtt

gtaacattaa
cattgtaatt

ttcagcagca
aagtcgtcgt

ttattaaatt
aataatttaa

agtattaatt
tcataattaa

taatactgaa
attatgactt

tatacattaa
atatgtaatt

cagttaatac
gtcaattatg

gcaattacag
cgttaatgtc

catttttaca
gtaaaaatgt

aagactatca
ttctgatagt

Sfcl
7+7777

aacacaactg
ttgtgttgac

tggagataat
acctctatta

BsaAI

___+__

taacgccaat atttacgtgc
attgcggtta taaatgcacg
miR-16-1 (c)

agagctatga
tctcgatact

tatttttgag
ataaaaactc

cattatgtgc
gtaatacacg

miR-15a (c)

taaacacaca
atttgtgtgt

aaaaagaatg
tttttcttac

taatatgcat
attatacgta

ttctacatca
aagatgtagt

ttcgcgcecta
aagcgcggat

catgtaaaaa
gtacattttt

aattattttt
ttaataaaaa

aaaacttaac
ttttgaattg

ataaaaagaa
tatttttctt

gcagcacaat
cgtcgtgtta

tgctacttta
acgatgaaat

aagaatataa
ttcttatatt

aatctatgtt
ttagatacaa

aaggagattt
ttcctctaaa

tgaagtccat
acttcaggta

tgctaaggca ctgctgacat
acgattccgt gacgactgta

atatattttc ttcagaagat
tatataaaag aagtcttcta

atggcctgca
taccggacgt

StyI
7+7777
ctccaaggtt
gaggttccaa

aaaatatttt
ttttataaaa

Pmel

taaacattat
atttgtaata

taagtagaat
attcatctta

Bmel5801

tctgtgccca
agacacgggt

ccttttcaaa
ggaaaagttt

ttattttttt
aataaaaaaa

ctttcaggaa
gaaagtcctt

aacattgatg
ttgtaactac

aataaaacat
ttattttgta

gcaca
cgtgt
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APENDICE B — MICRODISSECCAO MANUAL

Figura 9 — Microdissec¢ao manual. Com a ajuda de um microscépio Optico, regides ricas em
tecido normal e tumoral sdo marcadas em uma lamina mestre contendo um corte histolégico
da amostra parafinada corado com H&E (1). Posteriormente, seguindo as marcagdes da
lamina mestre, as regides de interesse do bloco da amostra que originou a lamina mestre sdao
delimitadas com a ajuda de uma navalha e este € cortado em se¢des sucessivas em um
micrétomo (2). Por fim, os fragmentos ricos em tecido normal e tumoral sdo armazenados em

tubos distintos para os procedimentos subsequentes (3).
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APENDICE C — BANDAS DOS FRAGMENTOS ORIGINADAS A PARTIR DA DIGESTAO

DO VETOR PSR-MIR-15/16 CONTENDO ENXERTO DOS GENES MIRNA 15A/16-1

Padrio DNA DNA
peso molecular plasmideo plasmideo digerido

EcoRI -
2 Sall

EcoRI-
» HindIIl

200pb

Figura 10 — Bandas resultantes da digestio do DNA com enzimas especificas para o sitio de
clonagem. A digestdio do DNA com as enzimas EcoRI — HindIIl e EcoRI — Sall geram

fragmentos de 287 bp e 302pb, respectivamente, para clones positivos.
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APENDICE D — ELETROFEROGRAMA EXIBINDO AS SEQUENCIAS DOS MIRNAS

MIR-16-1 E MIR-15A CONTIDAS NO PLASMIDEO PSR-MIR-15/16-WT

Figura 11 — Eletroferograma exibindo sequéncia dos miRNAs miR-15a e miR-16-1.
Sequenciamento direto do DNA plasmidial pSR-miR-15a/16-1 confirmou a presenca do

enxerto contendo os miRNAs.
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