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RESUMO 

 
Os tumores odontogênicos representam um grupo de lesões derivadas de tecidos 

que formam os dentes e exibem características clínicas e patológicas variáveis. A 

avaliação da perda de heterozigosidade (Loss of Heterozygosity- LOH) pode permitir 

a identificação de alterações em tumores e lesões pré-cancerosas. Embora a LOH 

em regiões supressoras de tumor seja importante na compreensão do processo de 

formação das neoplasias, poucos estudos foram realizados com esta abordagem 

nos tumores odontogênicos. Neste trabalho, investigou-se a LOH através de um 

painel de nove marcadores para regiões microssatélites próximas a genes 

supressores de tumor nos cromossomos 3p, 9p, 11p, 11q e 17p em onze tumores 

odontogênicos mistos, incluindo cinco casos de fibroma ameloblástico (FA), três 

fibro-odontoma ameloblástico (FOA) e três de fibrossarcoma ameloblástico (FSA). 

Os loci mais frequentemente deletados foram dos genes TP53 (17p13, 62%) e 

CHRNB1 (17p13, 55%). LOH nas regiões cromossômicas 3p24.3, 9p21 e 9p22 

foram observadas apenas nos FSA. Nenhuma amostra apresentou LOH nos loci 

cromossômicos 3p21.2 e 11q13.4. Para a região 9p22-p13, LOH ocorreu em apenas 

uma amostra de FOA. A média da frequência de perda alélica (fractional allelic loss) 

nas lesões benignas (FA e FOA) foi de 22%, enquanto nas lesões malignas (FSA) 

foi de 74,6%. Os resultados demostraram alta freqüência de perda alélica no 

fibrossarcoma ameloblástico comparado aos tumores benignos. Estes dados 

sugerem que a LOH pode ser útil no diagnóstico e na compreensão da patogênese 

dos tumores odontogênicos mistos.  

Palavras chave: Tumores odontogênicos, perda de heterozigosidade, 

microssatélites, genes supressores de tumor, fibroma ameloblástico, fibro-odontoma 

ameloblástico, fibrossarcoma ameloblástico. 



 
 

ABSTRACT 

Odontogenic tumors represent a group of lesions with clinical and pathological 

variables, derived from tissues that form the teeth. The evaluation of the loss of 

heterozygosity (LOH Loss of heterozygosity-) allows identifying changes in tumors 

and precancerous lesions. Although loss of heterozygosity (LOH) in regions of tumor 

suppressor is important for understanding the process of formation of neoplasms, 

few studies have been performed with this approach in the odontogenic tumors. In 

this study, LOH in a panel of nine markers for tumor suppressor regions on 

chromosomes 3p, 9p, 11p, 11q and 17p were analyzed in five samples of 

ameloblastic fibroma, three samples of ameloblastic fibro-odontoma and three 

samples of ameloblastic fibrosarcoma. The most frequently lost genetic loci were p53 

(17p13, 62%) and CHRNB1 (17p13, 55%). LOH at the chromosome regions 3p24.3, 

9p21 and 9p22 was identified only in ameloblastic fibrosarcoma. No sample showed 

LOH at the chromosomal loci 3p21.2 and 11q13.4. For the region 9p22-p13, LOH 

occurred in one sample of ameloblastic fibro-odontoma. The fractional allelic loss 

was calculated for each sample. The mean fractional allelic loss  of the benign 

lesions (i.e., ameloblastic fibroma and ameloblastic fibro-odontoma) was 22%, 

whereas the mean fractional allelic loss of the malignant lesions (i.e., ameloblastic 

fibrosarcoma) was 74.6%. In conclusion, our results show a higher fractional allelic 

loss of ameloblastic fibrosarcoma compared to its benign counterparts. These data 

suggest that LOH may be useful in the diagnosis and understanding of the 

pathogenesis of mixed odontogenic tumors. 

Key-words: Odontogenic tumors; loss of heterozygosity; tumor suppressor gene, 

ameloblastic fibroma, ameloblastic fibro odontoma, ameloblastic fibrosarcoma, mixed 

odontogenic tumors. 



 
 

LISTA DE SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS 

 

µg Micrograma 

µL Microlitro 

µM Micromolar 

11p Braço curto do cromossomo 11 

11q Braço longo do cromossomo 11 

17p Braço curto do cromossomo 17 

3p Braço curto do cromossomo 3 

9p Braço curto do cromossomo 9 

AC Altura do alelo curto 

AL Altura do alelo longo 

BAX BCL2-associated X protein (BCL-2 associado à proteína X) 

BDMF Bone dysplasia with medullary fibrosarcoma (Displasia óssea com 

fibrossarcoma medular) 

CA Citosina e adenina 

CDK Cyclin-dependent kinase (quinase dependente de ciclina) 

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (inibidor 2A de quinase 

dependente de ciclina) 

CHRNB1 Cholinergic receptor, nicotinic, beta 1 (receptor colinérgico nicotínico 

beta 1) 

CNPq Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

Di Dinucleotídeo 

DNA Ácido desoxirribonucléico 

DNTPs Deoxinucleotídeos fosfato 



 
 

EGFR Epidermal growth factor receptor (receptor de fator de crescimento 

epidérmico) 

FA Fibroma ameloblástico 

FAPEMIG Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de Minas Gerais 

FCHSD2 FCH and double SH3 domains 2 ( FCH e 2 domínios duplos SH3 2) 

FHIT Fragile histidine triad (Tríade de histidina frágil) 

FOA Fibro-odontoma ameloblástico 

FSA Fibrossarcoma ameloblástico 

GATA Guanina, adenosina, timina, adenosina 

LOH  Loss of heterozygosity (perda de heterozigosidade) 

MAGI-1 Membrane associated guanylate kinase WW and PDZ domain 

containing 1 (Membrana associada guanilato quinase WW e PDZ 

contendo 1  domínio) 

Min Minuto 

MLH1 MutL homolog 1 

Mm Milimolar 

Ng Nanograma 

NUP98 Nucleoporin 98-KD (nucleoporina 98KD) 

OMS Organização Mundial de Saúde 

PB Pares de bases 

PCR Polimerase Chain Reaction (reação em cadeia da polimerase)  

pRB Protein retinoblastoma (proteína retinoblastoma) 

RARβ β-retinoic acid receptor gene (gene receptor de ácido retinóico-β) 

Seg Segundos 



 
 

 

 

SH3GL2 SH3-domain GRB2-like 2 gene 

SLC24A2 
Solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger), 

member 2 

Tetra Tetranucleotídeo 

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais 

Unid Unidade 

VHL Von Hippel Lindau 



 
 

LISTA DE TABELAS  

 

Tabela 1 Classificação histológica dos tumores odontogênicos de acordo 

com a OMS (2005) ......................................................................... 4 

Tabela 2 Características clinicopatológicas ................................................. 20 

Tabela 3 Dados dos primers utilizados para as regiões 3p, 9p, 11p, 11q e 

17p ................................................................................................. 22 

Tabela 4 Condições térmicas de PCR........................................................... 23 

Tabela 5 Frequência de perda alélica para cada amostra de fibroma, fibro-

odontoma e fibrosarcoma ameloblástico......................................... 29 

Tabela 6 Média da frequência de perda alélica em todos os loci 

avaliados.........................................................................................   29 

 

LISTA DE FIGURAS  

 
Figura 1 Imagem histológica de Fibroma ameloblástico............................... 7 

Figura 2 Imagem histológica de Fibro-odontoma ameloblástico.................. 8 

Figura 3 Imagem histológica de Fibrossarcoma ameloblástico.................... 10 

Figura 4 Regiões cromossômicas 3p, 9p,11p, 11q e 17p mostrando a 

localização dos genes supressores de tumor e os marcadores de 

microssatélites relacionados........................................................... 13 

Figura 5 p16 e pRb na regulação do crescimento celular............................. 15 

Figura 6 p53 bloqueando o ciclo celular através da regulação de GST....... 18 

Figura 7 Imagem ilustrativa de um eletroferograma em que a correção de 

stutter é necessária. Ao lado os passos e fórmulas necessárias 

para correção do alelo 1. 25 

Figura 8 Exemplo representativo da análise de microssatélite 

apresentando LOH na região 17p13 (p53)........................ 26 

Figura 9 Análise da LOH em nove marcadores de microssatélites em 

fibroma amelobástico, fibro-odontoma ameloblástico e 

fibrosarcoma ameloblástico........................................... 27 



 
 

SUMÁRIO 

1.  INTRODUÇÃO................................................................................ 1 

1.1 Tumores odontogênicos........................................................... 1 

        1.1.1 Classificação dos tumores odontogênicos............................... 2 

1.2 Fibroma ameloblástico.............................................................. 5 

1.3 Fibro-odontoma ameloblástico.................................................. 7 

1.4 Fibrossarcoma ameloblástico................................................... 8 

1.5 Perda de heterozigosidade (Loss of heterozygosity-LOH)....... 11 

          1.5.1 Cromossomo3: região 3p 14 

          1.5.2 Cromossomo9: região 9p 12 

          1.5.3 Cromossomo11: regiões 11p e 11q 16 

          1.5.4 Cromossomo17: região 17p   17 

2. OBJETIVOS.................................................................................... 19 

2.1 Objetivo geral......................................................................... 19 

2.2 Objetivos específicos.............................................................. 19 

3. MATERIAIS E MÉTODOS.............................................................. 20 

3.1 Seleção de amostras............................................................... 20 

3.2 Microdissecção dos tecidos incluídos em parafina................... 21 

3.3 Extração de DNA...................................................................... 21 

3.4 Método para análise de LOH.................................................... 22 

4. RESULTADOS................................................................................ 27 

4.1 Análise de LOH......................................................................... 27 

5. DISCUSSÃO................................................................................... 30 

6. CONCLUSÃO................................................................................. 40 

7. REFERÊNCIAS............................................................................... 41 



 
 

8. ANEXO............................................................................................ 47 

     8.1 Aprovação do comitê de ética e pesquisa (COEP) 47 

     8.2 Artigos publicados 48 

     8.3 Artigo aceito para publicação 48 

     8.4 Resumos publicados em anais de congresso 48 

     8.5 Ata da defesa 49 

9. APÊNDICE...................................................................................... 50 



 

1 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Tumores odontogênicos 

 

Os Tumores Odontogênicos compreendem um grupo de lesões 

heterogêneas que se originam de tecidos epiteliais e/ou ectomesenquimais que 

formam os dentes (KRAMER et al., 1992; PAPAGERAKIS et al., 1999, 

SLOOTWEG, 2006). Caracteristicamente trata-se de lesões incomuns que 

exibem características clínicas e patológicas variáveis (AVELAR et al., 2008; 

BARNES et.al., 2005).  

Clinicamente os tumores odontogênicos acometem pacientes com 

diferentes idades tanto na região mandibular quanto maxilar podendo estar 

central ou perifericamente localizados. Algumas lesões são assintomáticas e 

descobertas ao acaso por meio de radiografias rotineiras. Outras são 

identificadas devido à expansão local da região afetada ou tumefação facial 

(ADEBAYO et al., 2002; BARNES et al., 2005). O comportamento biológico inclui 

proliferação hamartomatosa, tumores benignos e tumores malignos (BUCHNER 

et al., 2006; SLOOTWEG, 2006).  

Os tumores benignos normalmente manifestam-se como lesões indolores 

e de crescimento lento. Entretanto, alguns destes tumores podem demonstrar 

agressividade local com invasão celular podendo, embora raramente, ocorrer 

transformação maligna e metástase (PAPAGERAKIS et al., 1999). 

Nos tumores odontogênicos malignos, o primeiro e mais comum sintoma é 

a dor, seguida pela tumefação no local e, posteriormente, rápido crescimento e 

desenvolvimento (NEVILLE et al., 2009). Radiograficamente, estes tumores 
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podem apresentar aspecto radiolúcido e/ou radiopaco dependendo da presença 

de tecidos moles ou duros (KRAMER et al., 1992).  

A etiopatogenia dos tumores odontogênicos é desconhecida e 

características clínicas como gênero, idade e localização podem ser úteis no 

diagnóstico diferencial (BARNES et al., 2005).  

Muitas controvérsias existem em relação ao surgimento dessas lesões e 

vários estudos para identificar alterações celulares, genéticas e moleculares são 

realizados na tentativa de explicar os mecanismos da oncogênese, 

citodiferenciação e progressão tumoral (PAPAGERAKIS et al., 1999; 

MOSQUEDA-TAYLOR 2008; MOREIRA et al., 2009; GOMES et al., 2010). 

 
1.1.1 Classificação dos tumores odontogênicos 

 
Desde a publicação da primeira edição sobre a classificação dos tumores 

odontogênicos pela Organização Mundial de Saúde (OMS), o grande e contínuo 

interesse por estas lesões vem intensificando a investigação pelo assunto e 

estimulando o desejo de publicar novas descobertas (KRAMER, 1992; 

PHILIPSEN, 1997).  

Em 2005, a OMS publicou uma nova classificação dos tumores 

odontogênicos baseando-se primeiramente no comportamento biológico dessas 

lesões, classificando-os em benignos, malignos e não neoplásicos. A subdivisão 

das lesões benignas depende do tipo de tecido odontogênico que compõe a 

lesão: epitélio odontogênico com estroma fibroso maduro sem ectomesênquima; 

epitélio odontogênico com ectomesênquima odontogênico, com ou sem formação 

de tecido duro, sendo estas lesões também conhecidas como tumores 
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odontogênicos mistos; tecido mesenquimal e/ou ectomesenquimal com ou sem a 

presença de epitélio odontogênico (BARNES et al., 2005) (Tabela 1).  

Neste estudo serão abordados três tumores odontogênicos mistos; o 

fibroma ameloblástico (FA), o fibro-odontoma ameloblástico (FOA) e o 

fibrossarcoma ameloblástico (FSA). O FA e FOA fazem parte do grupo de 

tumores odontogênicos benignos derivados do epitélio odontogênico com 

ectomesênquima odontogênico, com ou sem formação de tecido duro; o FSA faz 

parte do grupo dos tumores odontogênicos malignos/sarcomas odontogênicos, 

que podem surgir de um FA pré-existente (BARNES et al., 2005;  SLOOTWEG 

2006). Tais lesões são raras e apresentam comportamentos clínicos e 

radiográficos distintos (PHILIPSEN, 1997; SLOOTWEG 1991). 
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Tabela 1: Classificação dos tumores odontogênicos de acordo com a OMS (2005). 

TUMORES BENIGNOS    
 

 

 

Epitélio odontogênico 
com estroma fibroso maduro 

sem ectomesênquima 

odontogênico 

 
 

 

Ameloblastoma 

Sólido multicístico 
Extraósseo periférico 

 Desmoplásico  

Unicístico  

Tumor odontogênico escamoso   
Tumor odontogênico epitelial calcificante   

Tumor odontogênico adenomatóide   
Tumor odontogênico queratocístico 

  
 

    

 

 

 
Epitélio odontogênico  

com ectomesênquima  

odontogênico, com ou sem 
 formação de tecido duro 

 

Fibroma Ameloblástico   
Fibrodentinoma Ameloblástico   
Fibro-odontoma Ameloblástico   

 

Odontoma 
Complexo 
 Composto  

Odontoameloblastoma   
Tumor odontogênico calcificante cístico   

Tumor dentinogênico de células fantasmas    
    

Mesênquima e/ou  
ectomesênquima odontogênico  

com ou sem epitélio odontogênico 

Fibroma odontogênico   
Mixoma/mixofibroma odontogênico   

Cementoblastoma   
    

 

 

 
 

 

Lesões relacionadas ao osso 

Fibroma ossificante   
Displasia fibrosa   
Displasia óssea   

Lesão central de células gigantes (granuloma)   
Querubismo   

Cisto ósseo aneurismático   
Cisto ósseo simples   

TUMORES MALIGNOS     
 
 

 
 

 

Carcinomas odontogênicos 

Ameloblastoma metastatizante   
 

Carcinoma ameloblástico 

Tipo primário  

Tipo secundário 
Intraósseo 

Periférico 

Tipo sólido  

Carcinoma de células escamosas intraósseo 

primário 
Derivado de queratocisto  
Derivado de cisto 

odontogênico 
 

Carcinoma odontogênico de células claras   

Carcinoma odontogênico de células fantasmas   

    

Sarcomas odontogênicos Fibrossarcoma ameloblástico   
Fibrodentinoma e fibro-odontosarcoma ameloblástico   

OUTROS TUMORES    
Tumor neuroectodérmico melanótico da 

infância 
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1.2 Fibroma ameloblástico 

 

O fibroma ameloblástico (FA) é um tumor odontogênico benigno em que os 

elementos epiteliais e ectomesenquimais são neoplásicos. Segundo a OMS (2005), 

este tumor é classificado como “neoplasia constituída por ectomesênquima 

odontogênico semelhante à papila dental com ninhos e cordões epiteliais 

semelhantes à lâmina dentária e ao órgão do esmalte” (BARNES et al., 2005).   

Desde os primeiros relatos de FA por Kruse, em 1891, diversos outros casos 

foram publicados e ainda hoje vêm sendo documentados na literatura (PHILIPSEN 

et al., 1997; PITAK-ARNNOP et al., 2009). Entretanto, a frequência com que este 

tumor é encontrado na população é difícil de ser avaliada, uma vez que algumas 

lesões diagnosticadas anteriormente podem não representar um verdadeiro FA, mas 

um odontoma em desenvolvimento (GARDNER et al., 1984; SLOOTWEG, 1981; 

PHILIPSEN et al., 1997) . 

Clinicamente o FA manifesta-se como uma lesão indolor, de baixo 

crescimento e expansão tumoral, podendo estar localizada intra-óssea ou 

perifericamente. Contudo, a presença deste tumor em tecidos moles representa um 

fenômeno raro (PHILIPSEN et al., 1997; TAKEDA, 1999; FUMIO et al., 2008). 

Trata-se de uma lesão incomum que acomete crianças e adolescentes na 

primeira e segunda década de vida, com média de 14,6 a 15,5 anos de idade, 

apresentando uma leve predileção pelo gênero masculino (TAKEDA, 1999).   Cerca 

de 70% a 80% dos casos ocorrem na região posterior da mandíbula e são 

descobertos ao acaso em radiografias rotineiras, associados a dentes não 

erupcionados (TAKEDA, 1999; NELSON 2009; VASCONCELOS et al., 2009). 
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Radiograficamente observa-se uma área radiolúcida bem delimitada podendo 

estar relacionada a um dente não erupcionado (BARNES et al., 2005). A imagem 

radiolúcida pode ser uni ou multilocular, apresentando bordas radiopacas em alguns 

casos. Entretanto, a aparência multilocular é frequentemente visualizada em 

tumores grandes, enquanto o padrão unilocular é característico de lesões pequenas 

(NEVILLE et al., 2009).  

Histologicamente caracteriza-se por apresentar tecido ectomesenquimal rico 

em células que lembram a papila dentária primitiva, associado a cordões de epitélio 

odontogênico. O padrão epitelial mais comum consiste de cordões longos e 

delgados anastomosados, revestidos por uma camada de células colunares ou 

cúbicas. Em outro padrão, as células epiteliais formam pequenas e discretas ilhas 

lembrando o estágio folicular do desenvolvimento do órgão do esmalte, exibindo 

grande número de células frouxamente arranjadas que lembram o retículo estrelado 

(figura 1). O grau de celularidade varia dentro do próprio tumor e entre tumores 

diferentes. A atividade mitótica é incomum e a degeneração cística não é vista 

usualmente (TAKEDA, 1999; COHEN et al., 2004; NEVILLE et al., 2009). O 

tratamento consiste na remoção cirúrgica conservadora da lesão e 

acompanhamento do paciente (NELSON 2009; PITAK-ARNNOP et al., 2009; 

VASCONCELOS et al., 2009). 
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Figura 1: Imagem histológica de fibroma ameloblástico.  

(100x)                                 (400x) 

1.3 Fibro-odontoma ameloblástico 

 
O fibro-odontoma ameloblástico (FOA) é uma lesão com características 

histológicas similares ao fibroma ameloblástico, mas com mudanças indutivas que 

levam à formação de esmalte e dentina (BARNES et al., 2005). Alguns autores 

questionam se o FOA não seria um odontoma em desenvolvimento; contudo, dados 

clínicos como localização e agressividade, além dos aspectos radiográficos, são 

necessários para complementar a análise histológica e diferenciar estas duas lesões 

(GARDNER et al., 1984; SLOOTWEG, 1981; PHILIPSEN et al., 1997).   

Clinicamente, o FOA acomete crianças com média de dez anos de idade e é 

descoberto ao acaso em radiografias rotineiras por estar associado a dentes não 

erupcionados. Trata-se de uma lesão assintomática que acomete frequentemente a 

região posterior de mandíbula (SILVA et al., 2006; PONTES et al., 2008). 

Radiograficamente observa-se uma lesão com um aspecto radiolúcido 

unilocular, ou raramente multilocular, bem circunscrito, centralmente localizado, com 
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uma massa calcificada compatível com estrutura dentária (UCHIYAMA et al., 2009; 

TOLENTINO et al., 2010) .  

Histologicamente, o FOA apresenta características semelhantes ao FA, 

porém, com a formação de esmalte e dentina em íntima relação com as estruturas 

epiteliais (figura 2). Algumas lesões que apresentam apenas material dentinóide são 

denominadas fibro-dentinoma ameloblástico, entretanto, ainda há questionamentos 

se esta lesão seria uma entidade separada ou apenas uma variante do FOA 

(PHILIPSEN et al., 1997; COHEN et al., 2004). 

Figura 2: Imagem histológica de fibro-odontoma ameloblástico.  

 (100x)                      (400x) 

 

O tratamento consiste na enucleação cirúrgica conservadora, uma vez que a 

massa tumoral destaca-se facilmente da estrutura óssea não invadindo o osso. O 

prognóstico é ótimo e recidivas são extremamente raras (SILVA et al., 2006, 

ZOUHARY et al., 2008). 
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1.4 Fibrossarcoma ameloblástico  

O fibrossarcoma ameloblástico (FSA), considerado a contraparte maligna do 

FA, é uma rara neoplasia derivada de tecido ectomesenquimal em que o epitélio 

odontogênico é benigno enquanto o ectomesênquima é maligno com características 

sarcomatosas (BARNES et al., 2005).  Segundo a literatura, até o ano de 2003, 63 

casos de FSA foram documentados (KOBAYASHI et al., 2005). Contudo, em uma 

revisão breve até o ano de 2011 mais 7 casos foram relatados (WILLIAMS et al., 

2007; KOUSAR et al., 2009; PONTES et al., 2010) 

Clinicamente, o FSA surge com frequência na região mandibular (80%) de 

jovens adultos com média de 27,5 anos de idade apresentando uma maior 

predileção pelo sexo masculino. Aumento de volume, dor e crescimento rápido são 

as queixas mais comuns relatadas pela maioria dos pacientes (BREGNI et al., 2001;  

WILLIAMS et al., 2007 ). Embora localmente agressivo, o FSA apresenta baixo 

potencial de metástase (KOUSAR et al., 2009; PONTES el al., 2010). 

Radiograficamente, o FSA pode apresentar várias características, mas, na 

maioria das vezes, observa-se uma imagem radiolúcida mal definida compatível com 

a formação de um processo maligno (MULLER et al., 1995; WILLIAMS et al., 2007).  

O padrão histológico consiste de ilhas e cordões anastomosados com 

elementos epiteliais ameloblásticos sem atipia citológica. O componente 

mesenquimal é altamente celularizado, com células hipercromáticas e grande 

pleomorfismo (figura 3). Após recorrência local, o componente epitelial pode tornar-

se menos proeminente ou desaparecer (DE PAULA et al., 2003; KOUSAR et al., 

2009). Em alguns casos, dentina displásica ou pequena quantidade de esmalte 

podem ser formados, sendo denominados dentinosarcoma ameloblástico ou fibro-

odontosarcoma ameloblástico, respectivamente (BARNES et al., 2005). 
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Figura 3: Imagem histológica de fibrossarcoma ameloblástico.  

(100x)              (400x) 

O tratamento de escolha para o FSA, como para outros sarcomas, é a 

ressecção cirúrgica radical com remoção total dos tecidos moles adjacentes. Caso 

contrário, poderá ocorrer recidiva da lesão em curto espaço de tempo (BARNES et 

al., 2005; WILLIAMS, 2007). 

O FSA pode surgir de novo ou em recorrência previamente documentada de 

um FA pré-existente representando cerca de um terço dos casos (MOSQUEDA- 

TAYLOR et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005; WILLIAMS, 2007)  

Radioterapia e quimioterapia podem ser usadas nos casos com múltiplas 

recorrências. Contudo, apesar de localmente agressivo, acredita-se que apenas o 

tratamento com cirurgia radical seja uma técnica adequada devido ao baixo 

potencial de metástases. Entretanto, o prognóstico muitas vezes é considerado 

indeterminado devido aos poucos casos relatados na literatura com o 

acompanhamento adequado do paciente (MULLER et al., 1995; DE PAULA et al., 

2003; KOUSAR et al., 2009). Os casos fatais parecem estar associados à infiltração 

local incontrolável e a numerosas recorrências (TAKEDA, 1999). 
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1.5 Perda de heterozigosidade (Loss of heterozygosity - LOH) 

 
A análise de LOH permite identificar, através da comparação entre DNA 

normal e tumoral, alterações no balanço alélico de tumores e lesões pré-cancerosas 

(VAN HOUTEN et al., 2000). A LOH pode surgir através de deleção, conversão 

gênica, recombinação, duplicação e perda cromossômica, provocando modificações 

na função normal da célula, que poderá conduzir ao crescimento neoplásico e à 

transformação maligna (FIELD et al., 1996; VAN HOUTEN et al., 2000; SZUKALA et 

al., 2006; NAKAMURA et.al., 2009; SONG et al., 2010).  

Uma das formas para detectar LOH é através da utilização de marcadores 

para regiões de microssatélites, próximas a genes supressores de tumor. Os 

microssatélites são pequenas sequências repetitivas, altamente polimórficas na 

população e suscetíveis a erros durante a replicação do DNA (Li et al., 2004; 

MIGALDI et al., 2008). Estudos apontam que os microssatélites podem ter um 

grande potencial para predizer o risco de desenvolvimento dos tumores e que a LOH 

é um dos importantes eventos para a inativação de um gene supressor de tumor 

levando ao crescimento neoplásico (VAN HOUTEN et al., 2000; COLLIN-

CHAVAGNAC et al., 2010; SONG  et. al., 2010). 

Contudo, muitas vezes a LOH isolada não é suficiente para suprimir 

completamente a expressão de um gene supressor de tumor, uma vez que alguns 

destes podem ser expressos de forma monoalélica, sendo necessária a inativação 

das duas cópias do gene. Um indivíduo pode tornar-se mais suscetível ao 

desenvolvimento de tumores quando uma das cópias de um gene supressor de 

tumor já se encontra alterada na linhagem germinal ou somática por mutação, 

metilação, translocações cromossômicas ou outras alterações genéticas ou 
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epigenéticas,que se somadas à LOH, contribuem para o crescimento neoplásico  

(WALI, 2010). 

Sabe-se que os tumores odontogênicos surgem dos tecidos que formam os 

dentes e que alterações moleculares, genéticas e epigenéticas estão diretamente 

relacionadas ao processo de desenvolvimento destes tumores (KUMAMOTO et al., 

2006; MOREIRA et al., 2009; GOMES  et al., 2010). Estudos relacionados à 

associação de eventos moleculares durante o desenvolvimento dos dentes já 

identificaram que existem mais de 200 genes, tanto no epitélio quanto no 

ectomesênquima, desempenhando um papel na odontogênese (BARNES et al., 

2005).  Contudo, constantemente vêm sendo realizadas novas pesquisas na 

tentativa de explicar os mecanismos da oncogênese, citodiferenciação e progressão 

tumoral.  

Investigadores sugerem que genes supressores de tumor podem estar 

envolvidos no desenvolvimento dos tumores odontogênicos através de alterações no 

controle da proliferação celular (KUMAMOTO, 2006; MOREIRA et al., 2009). 

Os genes supressores de tumor encontram-se distribuídos por todo o genoma 

humano, e algumas regiões cromossômicas como 3p, 9p, 11p, 17p são relatadas na 

literatura como deletadas em uma série de tumores como câncer de mama, pulmão, 

melanoma, carcinoma de cabeça e pescoço e ameloblastomas (FIELD et al., 1995; 

ROWLEY et al., 1996; MIGALDI et al., 2008; SINHA et al., 2008;). Alguns destes 

estudos têm correlacionado a LOH com um pior prognóstico do tumor (BREMMER et 

al., 2008; FIELD et al., 1995;  LEE et al., 2010). 

A análise de LOH em ameloblastoma demonstrou que este é um evento 

comum e que tais deleções podem ajudar a determinar o prognóstico e o 

comportamento clínico desta lesão (NODIT et al., 2004; MIGALDI et.al., 2008). Tais 
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eventos podem ser comuns não apenas em ameloblastomas, mas também em 

outros tumores odontogênicos.  

Neste estudo, sugere-se que identificar LOH em FA, FOA e FSA possa 

contribuir para o desenvolvimento de novos marcadores de diagnóstico, além de 

aprimorar o conhecimento sobre sua patogênese. 

 Para isso foi realizada uma revisão de literatura a fim de selecionar 

marcadores de microssatélites em regiões próximas a genes supressores de tumor 

que foram frequentemente descritos em tumores humanos. Foi selecionado um 

painel de nove marcadores localizados nos cromossomos 3p, 9p, 11p, 11q e 17p 

(Figura 4). Os mais conhecidos nestas regiões cromossômicas serão descritos nos 

parágrafos a seguir. 

 

Figura 4: Regiões cromossômicas 3p, 9p,11p, 11q e 17p mostrando a localização 

dos genes supressores de tumor e os marcadores de microssatélites relacionados. 
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1.5.1 Cromossomo 3: região 3p  

No braço curto do cromossomo 3, encontram-se genes supressores de tumor 

como o VHL (Von Hippel Lindau- 3p25.3),  FHIT (fragile histidine triad- 3p14.2), 

RARβ (β-retinoic acid receptor gene- 3p24) e genes relacionados ao mecanismo de 

reparo, como o MLH1(mutL homolog 1- 3p21.3) que, quando alterados, participam 

do desenvolvimento de vários tipos de tumores incluindo o carcinoma bucal (WALI 

2010; FIELD et al., 1994; QIU et al., 2001). Dois marcadores selecionados para este 

estudo encontram-se na região 3p. O D3S1293 (3p24.3) e D3S1029 (3p21.2). 

 

1.5.2 Cromossomo 9: região 9p  

 
O CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), também conhecido como 

P16, é um gene frequentemente alterado em tumores humanos que se localiza na 

região 9p21, sendo o gene supressor de tumor mais bem caracterizado e estudado 

dentro do cromossomo 9 (MARIATOS et al., 2000). Sabe-se que o gene P16 age 

bloqueando a interação entre CDKs (quinases dependente de ciclina) do tipo 4 e 6, 

com ciclinas do tipo D. As ciclinas CDK4 e 6, quando ligadas a ciclinas do tipo-D, 

levam à hiperfosforilação de pRB que, nesta condição, não interage com a molécula 

E2F, que então passará a super-regular a expressão de genes envolvidos na 

proliferação do ciclo celular (YEUDALL & JAKUS, 1995) (Figura 5). Outro gene 

localizado nesta região é o SH3GL2 (9p22), considerado candidato a supressor de 

tumor. Este gene, além de estar envolvido no papel da endocitose, pode iniciar um 

papel chave no ciclo celular promovendo a degradação do receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR- epidermal growth factor receptor), prevenindo uma 

sinalização de crescimento descontrolada e regulando a proliferação celular (SINHA 
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et al., 2008). Três marcadores para o cromossomo 9 foram selecionados para este 

estudo, D9S171 (9p22-p21), D9S157 (9p22), D9S162 (9p22-p13). 

 

Figura 5: p16 e pRb na regulação do crescimento celular.  

   

Fig. 5 (A): p16 impedindo a fosforilação de pRb pela ciclina quinase. pRb permanece 

hipofosforilado, sequestrando a molécula E2F, suprimindo o crescimento. (B): 

Ausência da função de p16 favorece a ligação de CDK 4 e 6, à ciclina do tipo D que 

ativa o complexo para fosforilar pRb que não se liga à E2F. Assim, o fator de 

transcrição E2F é liberado e ativa a transcrição. (C): Ausência da função pRb 

permite a ativação transcriptacional por E2F, e p16 fica incapaz de modular a via. 

DNA 
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1.5.3 Cromossomo 11: Regiões 11p e 11q  

 
Alterações na região 11p15.5 têm sido associadas à síndrome Beckwith-

Wiedemann, tumor de Wilms, carcinoma adrenocortical, câncer de pulmão, ovário e 

mama. Nesta região, importante como supressor de tumor, localiza-se o gene 

NUP98, um dos vários genes do imprinting genômico, um fenômeno genético em 

que certos genes estão expressos apenas por um alelo, enquanto o outro está 

inativado. Splicing alternativo deste gene também já foi identificado e resulta em 

variantes na transcrição, entretanto, nem todas as variantes foram completamente 

descritas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4928) 

Pouco se tem relatado na literatura sobre o gene FCHSD2, localizado na 

região 11q13.4. O FCHSD2 pode interagir com MAGI-1, gene que codifica uma 

proteína que participa do complexo multiproteína da superfície externa da membrana 

plasmática podendo desempenhar um papel como proteína “andaime” em junções 

célula-célula. As junções das células epiteliais estão implicadas na transdução de 

sinal que regula a proliferação celular. Desordens na formação destas junções 

podem resultar em oncogênese (OHNO et al., 2003). 

Os marcadores selecionados que se encontram envolvidos no cromossomo 

11 são D11S1883 (11p15.5) e D11S1369 (11q13.4). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4928
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1.5.4 Cromossomo 17: região 17p   

 

O gene TP53, localizado no cromossomo 17p, produz a proteína p53 que atua 

como um supressor de tumor participando de várias vias de sinalização essenciais 

para a regulação do crescimento celular e da apoptose (LEVINE et al., 1991). 

Quando o DNA de uma célula torna-se danificado por agentes como as substâncias 

químicas tóxicas e radiação ou luz ultravioleta, esta proteína é ativada.  Se o DNA 

puder ser reparado, a proteína p53 ativa genes responsáveis para reparar os danos; 

caso contrário, essa proteína impede a célula de se dividir, induzindo a apoptose e, 

portanto, prevenindo o desenvolvimento de tumores (PETITJEAN et al., 2007). 

Trata-se de um potente mecanismo supressor de tumor capaz de parar o ciclo 

celular e impedir a proliferação da célula. Entretanto, a via do gene TP53 encontra-

se frequentemente inativada por vários mecanismos da gênese do câncer humano e 

cerca de 50% dos tumores apresentam alterações neste gene, o que contribui para 

o crescimento neoplásico (JACKSON et al., 2010; WANG et al., 2011; PETITJEAN et 

al., 2007 ) (Figura 6).  Para avaliar esta região, foram selecionados dois marcadores: 

AFM238WF2 e TP53, ambos localizados na região 17p13.1.  
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Figura 6: p53 bloqueando o ciclo celular através da regulação de genes supressores 

de tumor. 

 

Fig. 6: Dano no DNA estimulando p53 a bloquear o ciclo celular através da 

regulação de genes supressores tumorais ou estimulando a célula a entrar em 

apoptose através da regulação de BAX.
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 

 Avaliar a perda de heterozigosidade em tumores odontogênicos mistos em 

regiões próximas a genes supressores de tumor que podem estar associadas à 

progressão tumoral. 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar a perda de heterozigosidade na região dos marcadores D3S1293, 

D3S1029, D9S157, D9S171, D9S162, D11S1369, D11S1883, AFM238WF2 e p53.  

 Comparar o perfil de perda de heterozigosidade em genes supressores de tumor 

no fibroma ameloblástico, fibro-odontoma ameloblástico e fibrossarcoma 

ameloblástico. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 Seleção de amostras 

 
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob o parecer CAAE-

0403.0.203.000-11 (anexo 1). 

Cinco casos de FA, três de FOA e três de FSA incluídos em parafina foram 

selecionados de um total de 2.192 tumores odontogênicos. Estas lesões foram 

recuperadas dos arquivos do serviço de Patologia Bucal da Universidade Federal de 

Minas Gerais (Brasil), Universidade de Campinas (Brasil), e Universidade Autónoma 

Metropolitana-Xochimilco (México), sendo 15 (0.68%), 13 (0,59%) e 3 (0,091%) dos 

tumores odontogênicos correspondentes a FA, FOA, e FSA respectivamente. Os 

casos que apresentavam pouco tecido ou que não apresentavam tecido normal e 

tumoral referentes ao mesmo paciente foram excluídos do estudo totalizado uma 

amostra de 5 FAs, 3 FOAs e 3 FSAs. As principais características clínicas das 

lesões selecionadas estão incluídas na tabela 2. 

Tabela 2: Características clinicopatológicas 

Amostras  
Diagnóstico 

histopatológico 
Idade  Gênero  Localização 

1 FA 9 M Região posterior de mandíbula  

2 FA 12 M Região posterior de mandíbula 

3 FA 7 F Região posterior de mandíbula 

4 FA 14 F Região posterior de mandíbula 

5 FA 7 F Região posterior de mandíbula 

6 FOA 11 M Região posterior de mandíbula 

7 FOA 8 M Região posterior de mandíbula 

8 FOA 9 F Região posterior de mandíbula 

9 FSA 24 F Região posterior de mandíbula 

10 FSA 25 M Região posterior de mandíbula 

11 FSA 24 M Região posterior de mandíbula 
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3.2 Microdissecção dos tecidos incluídos em parafina 

 

Para confirmação do diagnóstico, cortes histológicos de 5 µm de cada 

amostra foram corados com hematoxilina e eosina e examinados por três 

patologistas de acordo com critérios previamente estabelecidos pela OMS (2005) 

(BARNES et al., 2005).  Regiões normais e tumorais dos tecidos foram identificadas 

sobre microscopia óptica de luz (100X) e marcadas com uma caneta permanente. A 

lâmina com o corte histológico delimitado (tecido normal x tecido tumoral) foi 

sobreposta ao tecido armazenado em bloco de parafina e, com o auxílio de uma 

lâmina de bisturi n°15, tais áreas foram separadas e posteriormente 

microdissecadas com uma variação de 10 a 30 cortes de 10 µm dependendo da 

quantidade e qualidade do material armazenado.   

 
3.3 Extração de DNA 

 
Os tecidos foram desparafinizados em três banhos de xilol aquecido a 65°C 

por 10 min e, em seguida, reidratados em banhos decrescentes de etanol (100%, 

95% e 70%) e digeridos com proteinase K. O DNA foi extraído com DNeasy Blood 

and Tissue Kit, de acordo com as recomendações do fabricante (Qiagen, Hilden, 

NRW, Germany). Para avaliar LOH, foi selecionado um painel de nove marcadores 

para as regiões microssatélites localizadas nos cromossomos 3p, 9p, 11p, 11q e 17p 

(Tabela 3).  
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Tabela 3: Dados dos primers utilizados para as regiões 3p, 9p, 11p, 11q e 17p. 

 

 

Os primers possuem marcadores fluorescentes e englobam regiões 

microssatélites próximas a genes supressores de tumor.  A amplificação do DNA foi 

realizada através da reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction- 

PCR). Para cada amostra foi adicionado mix contendo 0,7 µM de cada primer, 500 

ng de DNA extraído, 0,25 mM de desoxirribonucleotídeo trifosfato (dNTP), 2,5 mM 

de cloreto de magnésio, 1,5 µL (1X) de tampão de PCR comercial e 0,6 U de enzima 

(AmpliTaq Gold polymerase, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), totalizando um volume 

final de 15 µL. A amplificação do DNA normal e tumoral foi realizada sob as mesmas 

condições térmicas demonstradas na tabela 4 e os produtos de PCR variaram de 

116 a 211 pares de bases. 

Marcador Lócus Sequência dos primers 
Tipo de 
repetição 

Tamanho do 
produto de 

PCR 

Gene 
envolvido 

D3S1029 3p21.2 F: ATACTCTGGACCCAGATTGATTAC Di (CA) 168 bp MLH1 

  R: TAATTCCCAAATGGTTTAGGGGAG    

D3S1293 3p24.3 F: ACTCACAGAGCCTTCACA Di (CA) 116-144 bp RARβ 

  R: CATGGAAATAGAACAGGGT    

D9S157 9p22 F: AGCAAGGCAAGCCACATTTC Di (CA) 133-149 bp SH3GL2 

  R: TGGGGATGCCCAGATAACTATATC    

D9S162 9p22-p13 F: GCAATGACCAGTTAAGGTTC Di (CA) 172-196 bp SLC24A2/P16 

  R: AATTCCCACAACAAATCTCC    

D9S171 9p22-p21 F:AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT Di (CA) 158-177 bp BDMF/ P16 

  R: ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT    

D11S1369 11q13.4 F: CCACAGCACTGATACATGGA Tetra (GATA) 180 bp FCHSD2 

  R: TCAGTCTCAAGTCAAAAGTAATCG    

D11S1883 11p15.5 F: AACACGAGGTTAAGCAGAG Di (CA) 195-211 bp NUP98 

  R: GAATGAAGAATTTTCCAAACTAC    

AFM238WF2 17p13.1 F: AACAGCCTGTGCAACATAGT Di (CA) 160 bp CHRNB1 

  R: AGCTCGAAGCAACAACACTT    

TP53 17p13.1 F: TACAGGGATAGGTAGCCCGAG Di (CA) 149 bp TP53 

  R: GGATTTGGGCTCTTTTGTAA    
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Tabela 4: Condições térmicas de PCR 

 

   45 x    
Marcadores Desnaturação 

inicial 
Desnaturação Anelamento Extensão Entensão 

Final 
Hold 

P53 
D9S162 
 

10min 95° 10 seg 96° 30 seg 58° 1 min 70° 30 min 70° 4° 

D3S1293 
D9S171 
D11S1883 
 

10min 95° 10 seg 96° 30 seg 57° 2 min 70° 30 min 70° 4° 

D9S157 
D3S1029 
D11S1369 
AFM238WF2 

10min 95° 10 seg 96° 30 seg 60° 1 min 70° 30 min 72° 4° 

 

 

3.4 Método para análise de LOH 

 
Os produtos de PCR amplificados foram revelados em gel de poliacrilamida a 

8% e visualizados através da coloração de prata. Foi diluído 1 µL do PCR em água 

milliQ numa proporção que variou de 1:0 a 1:80 (produto de PCR : água milliQ). 

Desta diluição, 1 µL foi homogeneizado com 12 µL de formamida e 0,5 µL de 

GeneScan (500) TAMRA (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amostras 

foram desnaturadas por 5 minutos a 95° e posteriormente analisadas por 

eletroforese capilar no equipamento ABI-PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) onde foram obtidos os resultados da região alvo amplificada. 

Os resultados foram analisados através do softwere Genescan, version 3.0 

(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) e a LOH foi calculada baseando-se no 

valor da altura do alelo 1 (A1) / altura do alelo 2 (A2) das amostras de tecido normal 

e tumoral (VAN HOUTEN et al., 2000) de acordo com a fórmula:  

A1: A2 (normal) 
 A1:A2 (tumor)   
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LOH foi considerada quando um alelo (pico) na amostra de tumor foi menor 

do que 50% quando comprado com a amostra normal, seguido por correção de 

stutter, quando necessário (score <0,5 ou > 2). 

 O stutter é a presença de picos menores que surgem antes do pico principal 

(alelo) devido a dois fatores. O primeiro, causado por deslizamento (slippage) da 

enzima polimerase principalmente quando se trata de mono-di ou trinucleotídeos. O 

segundo fator é devido a falhas durante a adição do nucleotídeo adenina (A) na 

extensão final da PCR (VAN HOUTEN et al., 2000).  

Quando dois alelos estão muito próximos um do outro, o valor do stutter do 

segundo alelo (A2) pode estar somado ao alelo 1 (A1) gerando um resultado falso 

positivo para LOH (os valores dos alelos e do stutter é fornecido pelo softwere 

Genescan, version 3.0 - Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Portanto, nestes 

casos, o valor do alelo 1 deverá ser corrigido, na amostra normal e tumoral, antes de 

calcularmos a LOH. Para isso, utilizamos amostras não informativas a fim de obter 

um valor numérico do quanto o stutter representa em relação ao alelo principal. Este 

valor foi chamado de Fator de Correção e é determinado dividindo a altura do stutter 

pela altura do alelo como demonstrado pela fórmula na figura 7A. Posteriormente, 

para obter a altura real do alelo 1, a banda do stutter do alelo 2 deverá ser subtraída 

através da fórmula: A1= A1- (FC X A2) (figura7B). Finalmente, podemos calcular o 

verdadeiro valor de LOH utilizando o A1 corrigido.  
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Figura 7: Imagem ilustrativa de um eletroferograma em que a correção de 

stutter é necessária. Ao lado os passos e fórmulas necessárias para correção do 

alelo 1. 

 

As amostras em que a razão entre os valores dos alelos do tecido normal e  

tumoral foram menores ou igual a 5 ou maiores ou igual a 2 foram denominadas 

como LOH (Figura 8A). Os valores encontrados entre 0,5 e 2,0 foram considerados 

como heterozigotos (Figura 8B). Aqueles casos que apresentaram apenas um alelo 

no DNA de tecido normal (homozigoto) ou que os resultados não foram claros, 

devido à presença de artefatos, foram considerados como não informativos (NI). 
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Figura 8: Exemplo representativo da análise de microssatélite apresentando LOH na 

região 17p13 (p53).  

 

 

Fig. 8 (A) Células de DNA tumoral da amostra #4 apresentando perda do alelo curto 

comparado com o DNA de células normais. (B) Amostra #3 foi heterozigota como 

indicado pela presença de dois alelos e a ausência de LOH. 1: alelo curto. 2: alelo 

longo. LOH: perda de heterozigosidade. 

 

A frequência de perda alélica foi calculada para cada amostra e para cada 

marcador através do número de loci que apresentaram LOH, dividindo pelo número 

de loci que foram informativos (FOWLER et al., 2006). Três amostras de carcinoma 

de células escamosas foram usadas como controle positivo para as regiões 

analisadas devido à presença de altas taxas de LOH para esta lesão. 

 

Alelo 1 

Alelo 2 

Stutter 
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4. RESULTADOS 

 
Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de artigo aceito 

para publicação no periódico Journal of Oral Pathology & Medicine, que se encontra 

no apêndice 1. Contudo, os resultados serão descritos a seguir de forma detalhada. 

 
4.1 Análise de LOH 

 
        Os resultados referentes à LOH em FA, FOA e FSA estão ilustrados na figura 9.  

Figura 9: Análise da LOH em nove marcadores de microssatélites em FA, FOA, 

FSA.  
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A média da frequência de perda alélica em todos os tumores avaliados foi de 

36,3%, demonstrados detalhadamente na tabela 5. A média de locus informativo por 

caso analisado foi de 5,0 (intervalo 0-8). 

Analisando a frequência de perda alélica em cada marcador incluído neste 

estudo, os loci que registraram o maior acúmulo de LOH estavam presentes na 

região 17p13 (p53- 62% e CHRNB1- 55%). Nenhuma das lesões avaliadas 

apresentaram LOH nos marcadores D11S1369 (11q13.4) e D3S1029 (3p21.2) 

(Tabela 6). 

Um padrão distinto de LOH foi observado no FOA quando comparado ao FA, 

sendo a média da frequência de perda alélica igual a 36,6% e 13,2% 

respectivamente. LOH foi observada em pelo menos dois marcadores nas três 

amostras de FOA e em apenas um marcador em duas amostras de FA.  

Para a região 9p22-p13 (D9S162), apenas uma amostra de FOA exibiu o 

padrão de LOH. A média geral da frequência de perda alélica em todas as lesões 

benignas (FA e FOA) foi de 22%, enquanto para as lesões malignas, a média foi de 

74,6%. Além disso, o FSA foi a única lesão que apresentou LOH no braço curto dos 

cromossomos 3 e 9 nos loci 3p24.3 (D31293), 9p22-p21 (D9S171) e 9p22 (D9S157). 
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Tabela 5: Frequência de perda alélica para cada amostra de fibroma amelobástico, 

fibro-odontoma ameloblástico e fibrossarcoma ameloblástico. 

 

Amostra Diagnóstico FAL (%) 

1 Fibroma ameloblástico 0 

2 Fibroma ameloblástico 16 

3 Fibroma ameloblástico 0 

4 Fibroma ameloblástico 50 

5 Fibroma ameloblástico 0 

   

6 Fibro-odontoma ameloblástico 33 

7 Fibro-odontoma ameloblástico 30 

8 Fibro-odontoma ameloblástico 37 

   

9 Fibrossarcoma ameloblástico 75 

10 Fibrossarcoma ameloblástico 83 

11 Fibrossarcoma ameloblástico 66 

 

 

 

Tabela 6: Média da frequência de perda alélica em todos os loci avaliados.   

Cromossomo Marcador Gene envolvido FAL (%) 

3 D3S1029 SACM1L/ MLH1 0/6 (0%) 

3 D3S1293 RARβ 2/9 (22%) 

9 D9S157 SH3GL2 2/8 (25%) 

9 D9S162 SLC24A2/ p16 1/2 (50%) 

9 D9S171 BDMF/P16 2/4 (50%) 

11 D11S1369 FCHSD2 0/3 (0%) 

11 D11S1883 NUP98 2/6 (33%) 

17 AFM238WF2 CHRNB1 5/9 (55%) 

17 TP53 TP53 5/8 (62%) 
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5. DISCUSSÃO 

 
Os tumores odontogênicos são raras lesões que originam dos tecidos que 

formam os dentes. Alguns destes tumores são denominados tumores odontogênicos 

mistos por originarem de ambos os componentes, epiteliais e ectomesenquimais, 

podendo ou não apresentar formação de tecido mineralizado (esmalte e dentina) 

(PHILIPSEN et al., 1997). 

Os tumores odontogênicos mistos surgem durante o período de 

desenvolvimento dos dentes e acometem prevalentemente a região posterior de 

mandíbula de crianças e adolescentes (SLOOTWEG, 1981; PHILIPSEN et al., 

1997). Trata-se dos FA, FOA, FSA, fibrodentinoma ameloblástico, odontoma e 

odonto-ameloblastoma, tumor odontogênico calcificante cístico e tumor de células 

fantasmas dentinogênico (BARNES et al., 2005). Estas lesões são extremamente 

incomuns com exceção dos odontomas, considerados hamartomas e não neoplasias 

verdadeiras, que são frequentemente encontrados na população abaixos dos 20 

anos de idade (BARNES et al.,2005). 

Neste estudo foram incluídos três tumores odontogênicos mistos, FA, FOA e 

FSA. O FA e o FOA fazem parte do grupo dos tumores odontogênicos benignos e 

são lesões muito semelhantes histologicamente derivadas do epitélio odontogênico 

com ectomesênquima odontogênico, mas que se diferem quanto à formação de 

estruturas mineralizadas (esmalte e dentina), presentes apenas nos FOAs. O 

tratamento de ambos os tumores restringe-se à cirurgia conservadora. Recidivas de 

FOA são extremamente raras, por se tratar de lesões bem delimitadas e que se 

destacam facilmente durante o procedimento cirúrgico. Entretanto alguns casos de 

recidiva, mesmo que raros, são relatados na literatura (FRIEDRICH et al., 2001). Os 
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FAs, ao contrário do FOA, apresentam maior potencial de recorrência com 

probabilidade para transformação maligna como FSA (SZABOLCS et al., 2007, 

WILLIAMS et al., 2007).  

O FSA, considerado a contraparte maligna do FA, é uma lesão em que o 

componente mesenquimal apresenta características sarcomatosas enquanto o 

epitélio é benigno, sendo classificado dentro do grupo dos sarcomas odontogênicos. 

O tratamento para estes casos é a cirurgia radical podendo ocorrer recidivas ou o 

aparecimento de uma nova lesão, sendo 45% dos FSAs derivados de um FA pré-

existente (MULLER et al., 1995; PHILIPSEN et al., 1997; BARNES et al., 2005; 

NEVILLE et al., 2009).  

Confirmando-se a característica de se tratar de lesões incomuns, FA, FOA e 

FSA corresponderam, respectivamente, a 0,68, 0,59 e 0,09% de todos os tumores 

odontogênicos diagnosticados nos arquivos pesquisados neste estudo.  Tais dados 

podem sofrer pequenas variações de acordo com o grupo populacional estudado 

(PHILLIPSEN 1997; BARNES et al., 2005).  

Alterações genéticas estão diretamente envolvidas no processo de formação 

dos tumores odontogênicos e a inativação e deleção de genes supressores de tumor 

constituem eventos moleculares que contribuem para a tumorigênese (MIGALDI et 

al., 2008; KUMAMOTO et al.,2004).  

A análise de LOH é uma técnica que permite identificar genes supressores de 

tumor pontuais e as respectivas regiões com deleções através da análise dos 

microssatélites, regiões repetitivas de bases, altamente polimórficas e suscetíveis a 

erros durante a replicação do DNA (SZUKALA et al., 2006). Este é um evento 

comum entre uma série de tumores humanos e pode estar envolvido no 
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desenvolvimento dos tumores odontogênicos através de alterações no controle do 

ciclo celular (CARVALHAIS et al.,1999; KUMAMOTO et al., 2006; MIGALDI et al., 

2008). Apesar de ser frequente, a LOH não está sempre presente no mesmo tipo de 

tumor, sendo necessária a escolha de vários marcadores de microssatélites em 

diferentes regiões cromossômicas e no mesmo cromossomo (NAKAMURA et al., 

2009). 

Neste estudo, nove marcadores para regiões microssatélites, localizadas nos 

cromossomos 3p, 9p, 11p, 11q e 17p, foram selecionados para análise de LOH em 

tumores odontogênicos mistos. Tais regiões apresentam alta frequência de deleções 

e estão próximas a genes supressores de tumor importantes no desenvolvimento de 

lesões neoplásicas e pré-neoplásicas (FIELD et al., 1995; BREMMER et al 2008; 

GRAVELAND et al., 2011). 

Os genes supressores de tumor estão integralmente envolvidos no ciclo 

celular, que vai desde a fase G1 até a completa finalização da mitose, regulando os 

mecanismos de divisão da célula (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Tais genes são 

capazes de detectar falhas durante a replicação do DNA e bloquear, a qualquer 

momento, a divisão da célula (BARTEK & LUKAS, 2001). Existem vários genes 

responsáveis pela manutenção da integridade do genoma humano, como o P16 e o 

TP53 que aparecem alterados em grande parte dos tumores humanos (FIELD et al., 

1994; GRADY et al., 2001). 

Expressão anormal do gene P16, localizado no cromossomo 9p, contribui 

para o crescimento do tumor principalmente através do aumento da atividade 

proliferativa na carcinogênese (BARTEK & LUKAS, 2001).  
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Os marcadores para as regiões de microssatélites, D9S157, D9S162 e 

D9S171, localizados na região 9p21-23, englobam vários genes supressores de 

tumor, sendo o mais conhecido o P16 (CDKN2), inibidor da quinase dependente de 

ciclina. A inativação de CDKN2, por deleção, mutação pontual ou metilação das 

regiões promotoras, pode aumentar a progressão de tumores através do ciclo celular 

(MARIATOS et al., 2000; GRADY et.al., 2001). Embora nem todos os marcadores 

estejam relacionados diretamente ao gene P16, acredita-se que alterações nesta 

região influenciem a regulação de outros genes importantes para a progressão 

tumoral. 

 Um gene próximo ao marcador D9S157 é o SH3GL2, também considerado 

forte candidato a supressor de tumor, desempenhando um papel fundamental na 

degradação do receptor do fator de crescimento epidérmico, impedindo a sinalização 

desenfreada para o crescimento e proliferação celular (SINHA et al., 2008). 

Perda na região 9p21-23 tem sido demonstrada em câncer de pulmão, 

bexiga, próstata, carcinoma de células renais e câncer de cabeça e pescoço e, 

muitas vezes, tem-se relacionado a um pior prognóstico ou à progressão destes 

tumores (FIELD et al., 1996; FIELD et al., 1995; GRADY et.al., 2001; BRUNELLI et 

al., 2008).  

LOH no marcador D9S162 foi observada em apenas uma amostra de FOA, 

enquanto D9S171 e D9S157 apresentaram LOH em duas das amostras de FSA 

analisadas.  

Outras alterações no cromossomo 9p, como metilação do gene P16, foram 

descritas em ameloblastoma e outros tumores odontogênicos e é provável que, em 

diversos tipos de tumores, os mecanismos de inativação do P16 ocorram através da 
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metilação ou mutação (PERDIGAO et al., 2004; MOREIRA et al., 2009; GOMES  et 

al., 2010). Novos estudos devem ser realizados para aprofundar a ação deste gene 

e investigar novos genes supressores de tumor envolvidos em tumores 

odontogênicos mistos. 

O gene mais frequentemente alterado em tumores humanos é o TP53, 

conhecido como “guardião do genoma” que quando ativado, desempenha um papel 

importante na resposta ao dano genômico regulando uma série de vias que irão 

proporcionar o reparo do DNA (LEVINE et al., 1991; BARTEK & LUKAS, 2001). 

Quando não for possível ocorrer o reparo, o TP53 poderá interromper o ciclo celular 

e estimular a célula a entrar em apoptose (LEVINE et al., 1991). Algumas das 

alterações neste gene ocorrem por mutações pontuais que não são detectáveis por 

análise de LOH (PETITJEAN et al., 2007). 

Embora o aumento de expressão imuno-histoquímica da proteína p53 tenha 

sido detectado em ameloblastomas, carcinomas primários intra-ósseos, FSA e 

sarcomas, as alterações genéticas e epigenéticas em TP53 foram mais 

frequentemente relatadas em ameloblastomas, tumor odontogênico calcificante 

cístico e tumor odontogênico adenomatóide (DE PAULA et al., 2003; KUMAMOTO et 

al., 2004; MIGALDI  et al., 2008; SAGHAFI et al., 2010). 

Na região cromossômica 17p13.1, além do marcador para o gene TP53, 

encontra-se outro marcador de microssatélite, o AFM238WF2. Este é um marcador 

para o locus CHRNB1 que se encontra próximo à região do TP53. Observamos que 

deleções nestes marcadores estiveram presentes nos três grupos de lesões, embora 

nos FAs, a LOH tenha sido encontrada em apenas duas das lesões investigadas. 
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Aumento no índice de proliferação celular foi demonstrado em amostras de 

FSA e FA que recidivaram, comparado aos demais FAs (SANO et al. 1998). Assim 

sendo, alguns FAs talvez tenham a capacidade individual de acumular alterações 

genéticas podendo evoluir para um prognóstico desfavorável. Neste estudo, duas 

das amostras de FA apresentaram perda na região 17p13. Esta pode ter sido uma 

alteração eventual ou uma característica genética que possa contribuir para uma 

futura recidiva ou uma transformação maligna. Mais estudos são necessários para 

demonstrar se alterações na região 17p13 representam uma via genética comum 

para o desenvolvimento dos tumores odontogênios mistos. 

No cromossomo 3 foi detectada uma série de genes supressores de tumor, 

sendo alguns destes relacionados aos carcinomas de cabeça e pescoço (ROWLEY 

et al., 1996). Dois marcadores selecionados para este estudo estão presentes nesta 

região: o D3S1029 e o D3S1293. 

O marcador D3S1029 (3p21.2) encontra-se próximo ao gene MLH1(3p22.3) 

(SRIVASTAVA et al., 2007) e está relacionado ao mecanismo de reparo, sendo 

capaz de fornecer instruções para corrigir erros que ocorrem durante a replicação do 

DNA em preparação para a divisão celular. Não foi identificada neste marcador LOH 

em nenhuma das lesões investigadas neste estudo.  

LOH na região 3p24.3(D3S1293) foi encontrada apenas nas amostras de 

FSA. Este marcador está localizado próximo ao gene RARβ (retinoic acid receptor 

beta- 3p24), que regula os retinóides. Os retinóides e seus análogos interferem na 

morfogênese, no desenvolvimento, crescimento e diferenciação das células por 

modular a expressão gênica. Autores sugerem que a via de sinalização dependente 

dos retinóides tem um papel na supressão da carcinogênese (LOTAN et al.,1995). 

Foi demonstrado que alterações no nível de expressão e função do ácido retinóico 
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(RARB) estão associadas à carcinogênese e à transformação maligna nas células 

humanas (QUI et al., 2000). 

Um estudo avaliando marcadores de microssatélites na região do 

cromossomo 3 em carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço mostrou 

que, dentre todos os marcadores avaliados, o D3S1293 foi o que apresentou maior 

índice de perda, indicando possíveis sítios de genes supressores de tumor nesta 

região (FIELD et al., 1994).  

No cromossomo 11 também se encontra uma série de marcadores de 

microssatélites deletados em diversos tumores. Entretanto, o marcador D11S1369 

localizado próximo ao gene FCHSD2 não apresentou LOH em nenhuma das 

amostras, enquanto o marcador D11S1883, região do gene NUP98, apresentou 

deleções tanto no FOA como no FSA. 

Apesar de os FAs, FOAs e FSAs serem considerados tumores odontogênicos 

mistos, ainda prevalecem dúvidas a respeito do desenvolvimento dessas lesões.  

Existem questionamentos se o FA, considerado um verdadeiro tumor 

odontogênico benigno, não representaria um odontoma em desenvolvimento. As 

primeiras especulações vieram baseando-se na hipótese de que o FA deveria se 

desenvolver eventualmente dentro de um odontoma, tendo como única diferença 

entre estas lesões a idade e o tempo de maturação. Entretanto, este conceito não foi 

aceito, pois tais lesões apresentam a mesma característica, mesmo quando 

observados em diversos estágios de desenvolvimento. Além disso, alguns casos de 

FA foram observados em idades mais tardias, após a conclusão da odontogênese. 

Como os odontomas são hamartomas que se desenvolvem durante o período 
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normal da odontogênese, qualquer FA encontrado após este tempo seria improvável 

que representasse um odontoma em desenvolvimento (GARDNER, 1984). 

Ainda se pensava que os FAs se diferenciariam ou amadureceriam até se 

transformar em FOA que sucessivamente continuaria sua maturação até se 

diferenciar completamente em um odontoma. Entretanto, os dados clínicos deveriam 

apoiar esta hipótese, ou seja, o FA deveria ocorrer em pacientes mais jovens, 

seguido pelo FOA que ocorreria em uma idade intermediária e posteriormente 

surgiria o odontoma, em pacientes um pouco mais velhos (SLOOTWEG, 1981).  

Slootweg, em 1981, investigando esta hipótese sugeriu que os FAs ocorrem em uma 

idade posterior ao FOA, não suportando o conceito de que este tumor poderia 

evoluir para uma odontoma, mas representaria uma entidade separada 

(SLOOTWEG, 1981).  

Contudo, Gardner (1984) levantou a questão de que os chamados FAs de 

Slootweg poderiam ter sido odontomas em desenvolvimento, afetando os resultados 

encontrados. Portanto, sugere-se que achados clínicos devem ser considerados, 

porque não é possível a distinção histológica entre o FA e o odontoma em 

desenvolvimento; o mesmo se aplica para os FOAs. Uma pequena lesão situada na 

superfície oclusal de um molar não erupcionado de uma criança deveria ser 

provavelmente diagnosticada como um odontoma em desenvolvimento, pois a 

localização é típica e a odontogênese ainda não está completa. Por outro lado, uma 

lesão ampla e destrutiva, mesmo que situada próxima a um dente não erupcionado, 

deveria ser considerada uma neoplasia verdadeira (GARDNER et al., 1984). 

No presente estudo, dois FAs (amostras 1 e 2) e dois FOAs (amostras 7 e 8) 

apresentaram características clínicas e radiográficas compatíveis com odontoma em 



 

38 
 

desenvolvimento, enquanto as demais amostras (3, 4, 5 e 6) apresentaram 

características de uma neoplasia verdadeira. Entretanto, tais lesões não se 

distinguiram em relação às análises moleculares, uma vez que tanto as lesões 2 e 7 

(com características de um odontoma em desenvolvimento) como a 4 e a 6 (com 

característica de uma neoplasia verdadeira), apresentaram perda para a região 

17p13 (P53 e CHRNB1). 

Nas amostras de FOA, foi registrado um alto acúmulo de LOH quando 

comparado aos casos de FA (frequência de perda alélica: 36,6% e 13,2% 

respectivamente). Embora FOA e FA apresentem semelhanças histológicas, estes 

resultados sugerem que tais lesões têm diferenças na sua tumorigênese e podem 

apresentar um padrão genético distinto. 

Analisando os três grupos de lesões (FA, FOA e FSA), a média de FAL foi de 

36,3% e a LOH foi observada nos loci cromossômicos 3p, 9p, 11p e 17p. LOH 

nestas regiões têm sido descritas em câncer de pulmão, mama, carcinoma de 

células escamosas de boca e lesões pré-neoplásicas como leucoplasia bucal (FIELD 

et al., 1995; FIELD et al., 1996; DILLON et al., 1997; SIKDAR et al., 2003; 

BREMMER et al., 2008; ASHAZILA et al., 2011). 

LOH nas regiões 17p, 3p e 9p tem sido associada a um pior prognóstico e ao 

risco de progressão tumoral em carcinomas de cabeça e pescoço (FIELD et al., 

1995; MURALI et al., 2011; GRAVELAND et al., 2011). Entretanto, um estudo 

avaliando a LOH nas regiões 1p, 3p, 9p, 10q e 17p em ameloblastomas e 

carcinomas ameloblásticos, demonstrou que não houve correlação entre a LOH e a 

agressividade da lesão uma vez que os carcinomas ameloblásticos não abrigaram 

maior número de perdas alélicas (NODIT et al., 2004) 
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 Contudo, neste estudo, LOH nas regiões 3p24.3 (D2S1293), 9p22-p21 

(D9S171) e 9p22 (D9S157) foi encontrada apenas no grupo de lesões malignas. A 

média total da FAL nos FSA foi de 74,6%, enquanto nas lesões benignas, FA e FOA 

foram de 13,2% e 36,6%, respectivamente. Assim, o FSA parece estar associado a 

um maior número e diversidade de genes supressores de tumor comprometidos, 

podendo ser considerados marcadores para progressão maligna, constituindo uma 

hipótese atrativa para futuras investigações.  

Os resultados mostraram que FA, FOA e FSA apresentam padrões distintos 

de LOH e que estes achados podem ser úteis no diagnóstico diferencial entre FA e 

FSA. Entretanto, novos estudos são necessários para confirmar e determinar se tais 

alterações representam uma via genética comum para a progressão dos tumores 

odontogênicos mistos. 



 

40 
 

6. CONCLUSÃO  

 

 Os tumores odontogênicos mistos apresentam padrões distintos de perda de 

heterozigosidade. 

 O fibro-odontoma ameloblástico apresenta maior perda alélica de genes supressores 

de tumor quando comparado ao fibroma ameloblástico. 

 O fibrossarcoma ameloblástico apresenta maior acúmulo de LOH em genes 

supressores de tumor do que os tumores odontogênicos benignos, fibroma 

ameloblástico e fibro-odontoma ameloblástico. 

 Os resultados deste estudo sugerem que estes marcadores possam ser úteis no 

diagnóstico diferencial entre fibroma ameloblástico e fibrossarcoma ameloblástico. 
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