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RESUMO

Os tumores odontogénicos representam um grupo de lesGes derivadas de tecidos
que formam os dentes e exibem caracteristicas clinicas e patologicas variaveis. A
avaliacdo da perda de heterozigosidade (Loss of Heterozygosity- LOH) pode permitir
a identificacdo de alteracdes em tumores e lesdes pré-cancerosas. Embora a LOH
em regides supressoras de tumor seja importante na compreensao do processo de
formacdo das neoplasias, poucos estudos foram realizados com esta abordagem
nos tumores odontogénicos. Neste trabalho, investigou-se a LOH através de um
painel de nove marcadores para regides microssatélites proximas a genes
supressores de tumor nos cromossomos 3p, 9p, 11p, 11g e 17p em onze tumores
odontogénicos mistos, incluindo cinco casos de fibroma ameloblastico (FA), trés
fibro-odontoma ameloblastico (FOA) e trés de fibrossarcoma ameloblastico (FSA).
Os loci mais frequentemente deletados foram dos genes TP53 (17pl3, 62%) e
CHRNB1 (17p13, 55%). LOH nas regides cromossdmicas 3p24.3, 9p21 e 9p22
foram observadas apenas nos FSA. Nenhuma amostra apresentou LOH nos loci
cromossOmicos 3p21.2 e 11g13.4. Para a regido 9p22-p13, LOH ocorreu em apenas
uma amostra de FOA. A média da frequéncia de perda alélica (fractional allelic loss)
nas lesdes benignas (FA e FOA) foi de 22%, enquanto nas lesdes malignas (FSA)
foi de 74,6%. Os resultados demostraram alta freqiéncia de perda alélica no
fibrossarcoma ameloblastico comparado aos tumores benignos. Estes dados
sugerem que a LOH pode ser util no diagnéstico e na compreenséao da patogénese
dos tumores odontogénicos mistos.

Palavras chave: Tumores odontogénicos, perda de heterozigosidade,
microssatélites, genes supressores de tumor, fibroma ameloblastico, fibro-odontoma

ameloblastico, fibrossarcoma ameloblastico.



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, 1lp, 11lg and 17p were analyzed in five samples of
ameloblastic fiboroma, 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 fiborosarcoma. 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 fioroma 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 fiborosarcoma 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 fiboro odontoma, ameloblastic fibrosarcoma, mixed

odontogenic tumors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tumores odontogénicos

Os Tumores Odontogénicos compreendem um grupo de lesdes
heterogéneas 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 lesfes incomuns que
exibem caracteristicas clinicas e patolégicas variaveis (AVELAR et al., 2008;
BARNES et.al., 2005).

Clinicamente o0s tumores odontogénicos acometem pacientes com
diferentes idades tanto na regido mandibular quanto maxilar podendo estar
central ou perifericamente localizados. Algumas lesfes sdo assintomaticas e
descobertas ao acaso por meio de radiografias rotineiras. Outras sao
identificadas devido a expansao local da regido afetada ou tumefacdo facial
(ADEBAYO et al., 2002; BARNES et al., 2005). O comportamento biolégico inclui
proliferacdo hamartomatosa, tumores benignos e tumores malignos (BUCHNER
et al., 2006; SLOOTWEG, 2006).

Os tumores benignos normalmente manifestam-se como lesdes indolores
e de crescimento lento. Entretanto, alguns destes tumores podem demonstrar
agressividade local com invasdo celular podendo, embora raramente, ocorrer
transformacao maligna e metastase (PAPAGERAKIS et al., 1999).

Nos tumores odontogénicos malignos, o primeiro € mais comum sintoma é
a dor, seguida pela tumefacdo no local e, posteriormente, rapido crescimento e

desenvolvimento (NEVILLE et al., 2009). Radiograficamente, estes tumores
1



podem apresentar aspecto radiolicido e/ou radiopaco dependendo da presenca
de tecidos moles ou duros (KRAMER et al., 1992).

A etiopatogenia dos tumores odontogénicos € desconhecida e
caracteristicas clinicas como género, idade e localizacdo podem ser Uteis no
diagndstico diferencial (BARNES et al., 2005).

Muitas controvérsias existem em relacdo ao surgimento dessas lesfes e
varios estudos para identificar alteracdes celulares, genéticas e moleculares séo
realizados na tentativa de explicar 0s mecanismos da oncogénese,
citodiferenciacdo e progressdo tumoral (PAPAGERAKIS et al., 1999;

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

1.1.1 Classificag&o dos tumores odontogénicos

Desde a publicacdo da primeira edi¢cdo sobre a classificagcdo dos tumores
odontogénicos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o grande e continuo
interesse por estas lesbes vem intensificando a investigacdo pelo assunto e
estimulando o desejo de publicar novas descobertas (KRAMER, 1992,
PHILIPSEN, 1997).

Em 2005, a OMS publicou uma nova classificacdo dos tumores
odontogénicos baseando-se primeiramente no comportamento bioldgico dessas
lesbes, classificando-0s em benignos, malignos e ndo neoplasicos. A subdiviséo
das lesdes benignas depende do tipo de tecido odontogénico que compbe a
leséo: epitélio odontogénico com estroma fibroso maduro sem ectomesénquima,
epitélio odontogénico com ectomesénquima odontogénico, com ou sem formacgao

de tecido duro, sendo estas lesdes também conhecidas como tumores



odontogénicos mistos; tecido mesenquimal e/ou ectomesenquimal com ou sem a
presenca de epitélio odontogénico (BARNES et al., 2005) (Tabela 1).

Neste estudo serdo abordados trés tumores odontogénicos mistos; o
fioroma ameloblastico (FA), o fibro-odontoma ameloblastico (FOA) e o
fibrossarcoma ameloblastico (FSA). O FA e FOA fazem parte do grupo de
tumores odontogénicos benignos derivados do epitélio odontogénico com
ectomesénquima odontogénico, com ou sem formacao de tecido duro; o FSA faz
parte do grupo dos tumores odontogénicos malignos/sarcomas odontogénicos,
que podem surgir de um FA pré-existente (BARNES et al., 2005; SLOOTWEG
2006). Tais lesdes sao raras e apresentam comportamentos clinicos e

radiogréaficos distintos (PHILIPSEN, 1997; SLOOTWEG 1991).



Tabela 1: Classificagéo dos tumores odontogénicos de acordo com a OMS (2005).

Epitélio odontogénico
com estroma fibroso maduro
sem ectomesénquima
odontogénico

Epitélio odontogénico
com ectomesénquima
odontogénico, com ou sem
formacéo de tecido duro

Mesénquima e/ou

ectomesénquima odontogénico
com ou sem epitélio odontogénico

LesOes relacionadas ao 0sso

Carcinomas odontogénicos

Sélido —»  multicistico
Extradsseo —»  periférico
Desmoplésico
Ameloblastoma Unicistico
Tumor odontogénico escamoso
Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatéide
Tumor odontogénico queratocistico
( Fibroma Amelobléastico
Fibrodentinoma Ameloblastico
Fibro-odontoma Ameloblastico
{ Complexo
Odontoma Composto
Odontoameloblastoma
Tumor odontogénico calcificante cistico
\

i

Tumor dentinogénico de células fantasmas

Fibroma odontogénico
Mixoma/mixofibroma odontogénico
Cementoblastoma

( Fibroma ossificante
Displasia fibrosa
Displasia dssea
Leséo central de células gigantes (granuloma)
Querubismo
Cisto 6sseo aneurismatico
\ Cisto 6sseo simples

( Ameloblastoma metastatizante
Tipo priméario
Carcinoma ameloblastico Tino secundério Intraésseo
P Periférico
Tipo sélido
Carcinoma de células escamosas intradsseo Derivado de queratocisto
primario Derivado de cisto

odontogénico
Carcinoma odontogénico de células claras

Carcinoma odontogénico de células fantasmas

Sarcomas odontogénicos -{ Fibrossarcoma ameloblastico

Fibrodentinoma e fibro-odontosarcoma ameloblastico
e e ——————————————————————

Tumor neuroectodérmico melanético da

infancia




1.2 Fibroma amelobléastico

O fibroma ameloblastico (FA) é um tumor odontogénico benigno em que os
elementos epiteliais e ectomesenquimais sao neoplasicos. Segundo a OMS (2005),
este tumor é classificado como “neoplasia constituida por ectomesénquima
odontogénico semelhante a papila dental com ninhos e cordBes epiteliais
semelhantes a lamina dentéaria e ao 6rgao do esmalte” (BARNES et al., 2005).

Desde os primeiros relatos de FA por Kruse, em 1891, diversos outros casos
foram publicados e ainda hoje vém sendo documentados na literatura (PHILIPSEN
et al., 1997; PITAK-ARNNOP et al., 2009). Entretanto, a frequéncia com que este
tumor é encontrado na populacéo é dificil de ser avaliada, uma vez que algumas
lesGes diagnosticadas anteriormente podem nao 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 lesdo indolor, de baixo
crescimento e expansdo tumoral, podendo estar localizada intra-0ssea ou
perifericamente. Contudo, a presenca deste tumor em tecidos moles representa um

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

Trata-se de uma lesdo incomum que acomete criancas e adolescentes na
primeira e segunda década de vida, com média de 14,6 a 15,5 anos de idade,
apresentando uma leve predilecdo pelo género masculino (TAKEDA, 1999). Cerca
de 70% a 80% dos casos ocorrem na regido posterior da mandibula e séo
descobertos ao acaso em radiografias rotineiras, associados a dentes n&o

erupcionados (TAKEDA, 1999; NELSON 2009; VASCONCELOS et al., 2009).



Radiograficamente observa-se uma area radiolicida bem delimitada podendo
estar relacionada a um dente n&o erupcionado (BARNES et al., 2005). A imagem
radiolicida pode ser uni ou multilocular, apresentando bordas radiopacas em alguns
casos. Entretanto, a aparéncia multilocular é frequentemente visualizada em

tumores grandes, enquanto o padrao unilocular é caracteristico de lesbes pequenas

(NEVILLE et al., 2009).

Histologicamente caracteriza-se por apresentar tecido ectomesenquimal rico
em células que lembram a papila dentaria primitiva, associado a corddes de epitélio
odontogénico. O padrdo epitelial mais comum consiste de corddes longos e
delgados anastomosados, revestidos por uma camada de células colunares ou
cubicas. Em outro padrdo, as células epiteliais formam pequenas e discretas ilhas
lembrando o estagio folicular do desenvolvimento do 6rgdo do esmalte, exibindo
grande namero de células frouxamente arranjadas que lembram o reticulo estrelado
(figura 1). O grau de celularidade varia dentro do proprio tumor e entre tumores
diferentes. A atividade mitética € incomum e a degeneracdo cistica ndo € vista
usualmente (TAKEDA, 1999; COHEN et al., 2004; NEVILLE et al., 2009). O
tratamento consiste na remocgdo cirargica conservadora da lesdo e
acompanhamento do paciente (NELSON 2009; PITAK-ARNNOP et al., 2009;

VASCONCELOQOS et al., 2009).



Figura 1: Imagem histoldgica de fiboroma ameloblastico.

1.3 Fibro-odontoma ameloblastico

O fibro-odontoma ameloblastico (FOA) é uma lesdo com caracteristicas
histoldgicas similares ao fiboroma ameloblastico, mas com mudancas indutivas que
levam a formacdo de esmalte e dentina (BARNES et al., 2005). Alguns autores
guestionam se o FOA nao seria um odontoma em desenvolvimento; contudo, dados
clinicos como localizacdo e agressividade, além dos aspectos radiograficos, séo
necessarios para complementar a analise histoldgica e diferenciar estas duas lesdes
(GARDNER et al., 1984; SLOOTWEG, 1981; PHILIPSEN et al., 1997).

Clinicamente, o FOA acomete criancas com média de dez anos de idade e é
descoberto ao acaso em radiografias rotineiras por estar associado a dentes néo
erupcionados. Trata-se de uma lesdo assintomatica que acomete frequentemente a
regido posterior de mandibula (SILVA et al., 2006; PONTES et al., 2008).

Radiograficamente observa-se uma lesdo com um aspecto radiollcido

unilocular, ou raramente multilocular, bem circunscrito, centralmente localizado, com



uma massa calcificada compativel com estrutura dentaria (UCHIYAMA et al., 2009;
TOLENTINO et al., 2010) .

Histologicamente, o FOA apresenta caracteristicas semelhantes ao FA,
porém, com a formacdo de esmalte e dentina em intima relacdo com as estruturas
epiteliais (figura 2). Algumas lesdes que apresentam apenas material dentindide sao
denominadas fibro-dentinoma ameloblastico, entretanto, ainda ha questionamentos
se esta lesdo seria uma entidade separada ou apenas uma variante do FOA
(PHILIPSEN et al., 1997; COHEN et al., 2004).

Figura 2: Imagem histolégica de fibro-odontoma ameloblastico.

O tratamento consiste na enucleacgao cirdrgica conservadora, uma vez que a
massa tumoral destaca-se facilmente da estrutura 6ssea nao invadindo o osso. O

prognostico é 6timo e recidivas sdo extremamente raras (SILVA et al.,, 2006,

ZOUHARY et al., 2008).



1.4 Fibrossarcoma ameloblastico

O fibrossarcoma ameloblastico (FSA), considerado a contraparte maligna do
FA, é uma rara neoplasia derivada de tecido ectomesenquimal em que o epitélio
odontogénico € benigno enquanto o ectomesénquima é maligno com caracteristicas
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
revisdo 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 frequéncia na regido mandibular (80%) de
jovens adultos com média de 27,5 anos de idade apresentando uma maior
predilecdo pelo sexo masculino. Aumento de volume, dor e crescimento rapido sao
as queixas mais comuns relatadas pela maioria dos pacientes (BREGNI et al., 2001;
WILLIAMS et al., 2007 ). Embora localmente agressivo, 0 FSA apresenta baixo
potencial de metastase (KOUSAR et al., 2009; PONTES el al., 2010).

Radiograficamente, o FSA pode apresentar varias caracteristicas, mas, na
maioria das vezes, observa-se uma imagem radioltcida mal definida compativel com
a formacéo de um processo maligno (MULLER et al., 1995; WILLIAMS et al., 2007).

O padrdo histolégico consiste de ilhas e cordbes anastomosados com
elementos epiteliais ameloblasticos sem atipia citolégica. O componente
mesenquimal € altamente celularizado, com células hipercromaticas e grande
pleomorfismo (figura 3). Apos recorréncia local, 0 componente epitelial pode tornar-
se menos proeminente ou desaparecer (DE PAULA et al.,, 2003; KOUSAR et al.,
2009). Em alguns casos, dentina displasica ou pequena quantidade de esmalte
podem ser formados, sendo denominados dentinosarcoma ameloblastico ou fibro-

odontosarcoma ameloblastico, respectivamente (BARNES et al., 2005).



Figura 3: Imagem histolégica de fibrossarcoma ameloblastico.

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

ressecc¢ao cirtrgica radical com remocéao total dos tecidos moles adjacentes. Caso
contrario, podera ocorrer recidiva da lesdo em curto espaco de tempo (BARNES et
al., 2005; WILLIAMS, 2007).

O FSA pode surgir de novo ou em recorréncia previamente documentada de
um FA pré-existente representando cerca de um terco dos casos (MOSQUEDA-
TAYLOR et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005; WILLIAMS, 2007)

Radioterapia e quimioterapia podem ser usadas nos casos com multiplas
recorréncias. Contudo, apesar de localmente agressivo, acredita-se que apenas o
tratamento com cirurgia radical seja uma técnica adequada devido ao baixo
potencial de metastases. Entretanto, o progndstico muitas vezes € 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 a infiltracédo

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

A analise de LOH permite identificar, através da comparagdo entre DNA
normal e tumoral, alterac6es no balanco alélico de tumores e lesbes pré-cancerosas
(VAN HOUTEN et al.,, 2000). A LOH pode surgir através de delecdo, conversao
génica, recombinacao, duplicacdo e perda cromossodmica, provocando modificagcoes
na funcdo normal da célula, que podera conduzir ao crescimento neoplasico e a
transformacao 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 utilizacdo de marcadores
para regides de microssatélites, proximas a genes supressores de tumor. Os
microssatélites sdo pequenas sequéncias repetitivas, altamente polimérficas na
populacdo e suscetiveis a erros durante a replicacdo do DNA (Li et al., 2004;
MIGALDI et al., 2008). Estudos apontam que o0s microssatélites podem ter um
grande potencial para predizer o risco de desenvolvimento dos tumores e que a LOH
€ um dos importantes eventos para a inativacdo de um gene supressor de tumor
levando ao crescimento neoplasico (VAN HOUTEN et al, 2000; COLLIN-
CHAVAGNAC et al., 2010; SONG et. al., 2010).

Contudo, muitas vezes a LOH isolada ndo é suficiente para suprimir
completamente a expressao de um gene supressor de tumor, uma vez que alguns
destes podem ser expressos de forma monoalélica, sendo necessaria a inativacao
das duas cépias do gene. Um individuo pode tornar-se mais suscetivel ao
desenvolvimento de tumores quando uma das coOpias de um gene supressor de
tumor ja se encontra alterada na linhagem germinal ou somatica por mutacgéo,

metilacdo, translocacdes cromossGmicas ou outras alteracdes genéticas ou
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epigenéticas,que se somadas a LOH, contribuem para o crescimento neoplasico
(WALI, 2010).

Sabe-se que os tumores odontogénicos surgem dos tecidos que formam os
dentes e que alteracbes moleculares, genéticas e epigenéticas estdo diretamente
relacionadas ao processo de desenvolvimento destes tumores (KUMAMOTO et al.,
2006; MOREIRA et al.,, 2009; GOMES et al.,, 2010). Estudos relacionados a
associacdo de eventos moleculares durante o desenvolvimento dos dentes ja
identificaram que existem mais de 200 genes, tanto no epitélio quanto no
ectomesénquima, desempenhando um papel na odontogénese (BARNES et al.,
2005). Contudo, constantemente vém sendo realizadas novas pesquisas na
tentativa de explicar os mecanismos da oncogénese, citodiferenciacdo e progressao
tumoral.

Investigadores sugerem que genes supressores de tumor podem estar
envolvidos no desenvolvimento dos tumores odontogénicos através de alteracdes no
controle da proliferacao celular (KUMAMOTO, 2006; MOREIRA et al., 2009).

Os genes supressores de tumor encontram-se distribuidos por todo 0 genoma
humano, e algumas regides cromossdmicas como 3p, 9p, 11p, 17p séo relatadas na
literatura como deletadas em uma série de tumores como cancer de mama, pulmao,
melanoma, carcinoma de cabeca e pescoc¢o e ameloblastomas (FIELD et al., 1995;
ROWLEY et al., 1996; MIGALDI et al., 2008; SINHA et al., 2008;). Alguns destes
estudos tém correlacionado a LOH com um pior progndstico do tumor (BREMMER et
al., 2008; FIELD et al., 1995; LEE et al., 2010).

A andlise de LOH em ameloblastoma demonstrou que este € um evento
comum e que tais delecdes podem ajudar a determinar o prognostico e o

comportamento clinico desta lesdo (NODIT et al., 2004; MIGALDI et.al., 2008). Tais
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eventos podem ser comuns ndo apenas em ameloblastomas, mas também em
outros tumores odontogénicos.

Neste estudo, sugere-se que identificar LOH em FA, FOA e FSA possa
contribuir para o desenvolvimento de novos marcadores de diagnostico, além de
aprimorar o conhecimento sobre sua patogénese.

Para isso foi realizada uma revisdo de literatura a fim de selecionar
marcadores de microssatélites em regides proximas 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 regides cromossdmicas serdo descritos nos

paragrafos a seguir.

Figura 4: Regides cromossdmicas 3p, 9p,11p, 11g e 17p mostrando a localizac&o

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

No braco curto do cromossomo 3, encontram-se genes supressores de tumor
como o VHL (Von Hippel Lindau- 3p25.3), FHIT (fragile histidine triad- 3p14.2),
RARP (B-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 varios 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 regiao 3p. O D3S1293 (3p24.3) e D3S1029 (3p21.2).

1.5.2 Cromossomo 9: regido 9p

O CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), também conhecido como
P16, € um gene frequentemente alterado em tumores humanos que se localiza na
regido 9p21, sendo o0 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 interacdo 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 & hiperfosforilagédo de pRB que, nesta condi¢cdo, ndo interage com a molécula
E2F, que entdo passard a super-regular a expressao de genes envolvidos na
proliferagcdo do ciclo celular (YEUDALL & JAKUS, 1995) (Figura 5). Outro gene
localizado nesta regido 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 degradacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR- epidermal growth factor receptor), prevenindo uma

sinalizacao de crescimento descontrolada e regulando a proliferacéo celular (SINHA
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et al., 2008). Trés marcadores para o cromossomo 9 foram selecionados para este

estudo, D9S171 (9p22-p21), DIS157 (9p22), DIS162 (9p22-p13).

Figura 5: p16 e pRb na regulag&o do crescimento celular.
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Fig. 5 (A): p16 impedindo a fosforilagdo de pRb pela ciclina quinase. pRb permanece
hipofosforilado, sequestrando a molécula E2F, suprimindo o crescimento. (B):
Auséncia da funcéo de pl16 favorece a ligagdo de CDK 4 e 6, a ciclina do tipo D que
ativa o complexo para fosforilar pRb que nédo se liga a E2F. Assim, o fator de
transcricdo E2F é liberado e ativa a transcricdo. (C): Auséncia da fungcdo pRb

permite a ativacao transcriptacional por E2F, e p16 fica incapaz de modular a via.
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1.5.3 Cromossomo 11: Regides 11p e 119

Alteracbes na regido 11pl5.5 tém sido associadas a sindrome Beckwith-
Wiedemann, tumor de Wilms, carcinoma adrenocortical, cancer de pulméo, ovario e
mama. Nesta regido, importante como supressor de tumor, localiza-se o gene
NUP98, um dos varios genes do imprinting genémico, um fendmeno genético em
que certos genes estdo expressos apenas por um alelo, enquanto o outro esta
inativado. Splicing alternativo deste gene também ja foi identificado e resulta em
variantes na transcricdo, 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
regido 11913.4. O FCHSD2 pode interagir com MAGI-1, gene que codifica uma
proteina que participa do complexo multiproteina da superficie externa da membrana
plasmatica podendo desempenhar um papel como proteina “andaime” em juncées
célula-célula. As juncdes das células epiteliais estdo implicadas na transducao de
sinal que regula a proliferacdo celular. Desordens na formacdo destas juncdes
podem resultar em oncogénese (OHNO et al., 2003).

Os marcadores selecionados que se encontram envolvidos ho cromossomo

11 sdo D11S1883 (11p15.5) e D11S1369 (11q13.4).
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1.5.4 Cromossomo 17: regido 17p

O gene TP53, localizado no cromossomo 17p, produz a proteina p53 que atua
como um supressor de tumor participando de varias vias de sinalizagdo essenciais
para a regulacdo do crescimento celular e da apoptose (LEVINE et al., 1991).
Quando o DNA de uma célula torna-se danificado por agentes como as substancias
quimicas toxicas e radiacdo ou luz ultravioleta, esta proteina é ativada. Se o DNA
puder ser reparado, a proteina p53 ativa genes responsaveis para reparar os danos;
caso contrario, essa proteina 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 proliferacdo da célula. Entretanto, a via do gene TP53 encontra-
se frequentemente inativada por varios mecanismos da génese do cancer humano e
cerca de 50% dos tumores apresentam alteracdes neste gene, o que contribui para
o crescimento neoplasico (JACKSON et al., 2010; WANG et al., 2011; PETITJEAN et
al., 2007 ) (Figura 6). Para avaliar esta regido, foram selecionados dois marcadores:

AFM238WF2 e TP53, ambos localizados na regido 17p13.1.
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Figura 6: p53 blogueando o ciclo celular através da regulacdo de genes supressores
de tumor.
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Fig. 6: Dano no DNA estimulando p53 a bloguear o ciclo celular através da
regulacdo de genes supressores tumorais ou estimulando a célula a entrar em
apoptose através da regulacao de BAX.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a perda de heterozigosidade em tumores odontogénicos mistos em
regibes préximas a genes supressores de tumor que podem estar associadas a

progressdo tumoral.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a perda de heterozigosidade na regido dos marcadores D3S1293,

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

e Comparar o perfil de perda de heterozigosidade em genes supressores de tumor
no fibroma ameloblastico, fibro-odontoma ameloblastico e fibrossarcoma

amelobléstico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao de amostras

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica 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, trés de FOA e trés de FSA incluidos em parafina foram
selecionados de um total de 2.192 tumores odontogénicos. Estas lesdes foram
recuperadas dos arquivos do servi¢o de Patologia Bucal da Universidade Federal de
Minas Gerais (Brasil), Universidade de Campinas (Brasil), e Universidade Autbnoma
Metropolitana-Xochimilco (México), sendo 15 (0.68%), 13 (0,59%) e 3 (0,091%) dos
tumores odontogénicos correspondentes a FA, FOA, e FSA respectivamente. Os
casos que apresentavam pouco tecido ou que nao apresentavam tecido normal e
tumoral referentes ao mesmo paciente foram excluidos do estudo totalizado uma
amostra de 5 FAs, 3 FOAs e 3 FSAs. As principais caracteristicas clinicas das
lesdes selecionadas estéo incluidas na tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas clinicopatoldgicas

Diagnostico

Amostras histopatologico Idade Género Localizacao
1 FA 9 M Regido posterior de mandibula
2 FA 12 M Regido posterior de mandibula
3 FA 7 F Regido posterior de mandibula
4 FA 14 F Regido posterior de mandibula
5 FA 7 F Regido posterior de mandibula
6 FOA 11 M Regido posterior de mandibula
7 FOA 8 M Regido posterior de mandibula
8 FOA 9 F Regido posterior de mandibula
9 FSA 24 F Regido posterior de mandibula
10 FSA 25 M Regido posterior de mandibula
11 FSA 24 M Regido posterior de mandibula
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3.2 Microdisseccéo dos tecidos incluidos em parafina

Para confirmacdo do diagndstico, cortes histologicos de 5 um de cada
amostra foram corados com hematoxilina e eosina e examinados por trés
patologistas de acordo com critérios previamente estabelecidos pela OMS (2005)
(BARNES et al., 2005). Regides normais e tumorais dos tecidos foram identificadas
sobre microscopia 6ptica de luz (100X) e marcadas com uma caneta permanente. A
lamina com o corte histologico delimitado (tecido normal x tecido tumoral) foi
sobreposta ao tecido armazenado em bloco de parafina e, com o auxilio de uma
lamina de bisturi n°l5, tais é&reas foram separadas e posteriormente
microdissecadas com uma variacdo de 10 a 30 cortes de 10 um dependendo da

guantidade e qualidade do material armazenado.

3.3 Extracédo de DNA

Os tecidos foram desparafinizados em trés 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 extraido com DNeasy Blood
and Tissue Kit, de acordo com as recomendac¢des do fabricante (Qiagen, Hilden,
NRW, Germany). Para avaliar LOH, foi selecionado um painel de nove marcadores
para as regides microssatélites localizadas nos cromossomos 3p, 9p, 11p, 11ge 17p

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

. N . Tipo de Tamanho do Gene

Marcador Lécus Sequéncia dos primers repeticio prog%tlg de envolvido

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

D3S1293  3p24.3 F: ACTCACAGAGCCTTCACA Di (CA) 116-144 bp RARB
R: CATGGAAATAGAACAGGGT

D9S157 9p22 F: AGCAAGGCAAGCCACATTTC Di (CA) 133-149bp  gp3GL2
R: TGGGGATGCCCAGATAACTATATC

D9S162 9p22-p13  F: GCAATGACCAGTTAAGGTTC Di (CA) 172-196 bp | Cc24A2/P16
R: AATTCCCACAACAAATCTCC

D9S171 9p22-p21  FAGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT i (ca) 158-177bp  BDME/ P16
R: ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT

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

D1151883  11p155  F: AACACGAGGTTAAGCAGAG Di (CA) 195-211 bp NUP98
R: GAATGAAGAATTTTCCAAACTAC

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

P53 17p131  F: TACAGGGATAGGTAGCCCGAG Di (CA) 149 bp P53

R: GGATTTGGGCTCTTTTGTAA

Os primers possuem marcadores fluorescentes e englobam regifes
microssatélites proximas a genes supressores de tumor. A amplificacdo do DNA foi
realizada através da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction-
PCR). Para cada amostra foi adicionado mix contendo 0,7 uM de cada primer, 500
ng de DNA extraido, 0,25 mM de desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP), 2,5 mM
de cloreto de magnésio, 1,5 uL (1X) de tampéao de PCR comercial e 0,6 U de enzima
(AmpliTagq Gold polymerase, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), totalizando um volume
final de 15 pL. A amplificagdo do DNA normal e tumoral foi realizada sob as mesmas
condicdes térmicas demonstradas na tabela 4 e os produtos de PCR variaram de

116 a 211 pares de bases.

22



Tabela 4: Condi¢bes térmicas de PCR

45 x
Marcadores Desnaturacdo Desnaturagdo  Anelamento Extenséo Entenséo Hold
inicial Final
P53 10min 95° 10 seg 96° 30 seg 58° 1 min 70° 30 min 70° 4°
D9S162
D3S1293 10min 95° 10 seg 96° 30 seg 57° 2 min 70° 30 min 70° 4°
D9S171
D11S1883
D9S157 10min 95° 10 seg 96° 30 seg 60° 1 min 70° 30 min 72° 4°
D3S1029
D11S1369
AFM238WF2

3.4 Método para analise de LOH

Os produtos de PCR amplificados foram revelados em gel de poliacrilamida a
8% e visualizados através da coloragdo de prata. Foi diluido 1 pL do PCR em agua
milliQ numa proporcdo que variou de 1:0 a 1:80 (produto de PCR : agua milliQ).
Desta diluicdo, 1 pL foi homogeneizado com 12 pyL de formamida e 0,5 pL 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 regido 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 (Al) / altura do alelo 2 (A2) das amostras de tecido normal

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

Al: A2 (normal)
Al1: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 correcdo de

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

O stutter é a presenca 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 trinucleotideos. O
segundo fator € devido a falhas durante a adicdo do nucleotideo adenina (A) na

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

Quando dois alelos estdo muito proximos um do outro, o valor do stutter do
segundo alelo (A2) pode estar somado ao alelo 1 (Al) 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 devera ser corrigido, na amostra normal e tumoral, antes de
calcularmos a LOH. Para isso, utilizamos amostras ndo informativas a fim de obter
um valor numérico do quanto o stutter representa em relacdo ao alelo principal. Este
valor foi chamado de Fator de Correcédo e é determinado dividindo a altura do stutter
pela altura do alelo como demonstrado pela formula na figura 7A. Posteriormente,
para obter a altura real do alelo 1, a banda do stutter do alelo 2 devera ser subtraida
atraves da formula: Al= Al- (FC X A2) (figura7B). Finalmente, podemos calcular o

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

stutter é necessaria. Ao lado os passos e férmulas necessarias para correcdo do

alelo 1.
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Formula para calcular LOH com corregéo de stutter

A) Calcular fator de correcéo (FC)

FC= altura do stutter
altura do alelo

B) Fazer correcédo do alelo 1 (A1)
A1 corrigido= A1- (A2xFC)
C) Calcular a LOH baseando no valor da altura do A1 corrigido

A1- (A2xFC)/ A2 (normal)
A1- (A2xFC)/A2 (tumor)

As amostras em que a razdo 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 ndo foram claros,

devido a presenca de artefatos, foram considerados como néo informativos (NI).
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Figura 8: Exemplo representativo da analise de microssatélite apresentando LOH na
regidao 17p13 (p53).

Alelo 1

¥

A Alelo 2 B

Stutter

™

Normal Normal

Tumor Tumor

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 presenca de dois alelos e a auséncia de LOH. 1: alelo curto. 2: alelo

longo. LOH: perda de heterozigosidade.

A frequéncia de perda alélica foi calculada para cada amostra e para cada
marcador através do numero de loci que apresentaram LOH, dividindo pelo nimero
de loci que foram informativos (FOWLER et al., 2006). Trés amostras de carcinoma
de células escamosas foram usadas como controle positivo para as regides

analisadas devido a presenca de altas taxas de LOH para esta leséo.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de artigo aceito
para publicacdo no periédico Journal of Oral Pathology & Medicine, que se encontra

no apéndice 1. Contudo, os resultados serdo descritos a seguir de forma detalhada.

4.1 Andlise de LOH

Os resultados referentes a LOH em FA, FOA e FSA estdo ilustrados na figura 9.

Figura 9: Analise da LOH em nove marcadores de microssatélites em FA, FOA,
FSA.

Amostras Marcadores de microssatélites
D351023 D381293 D9S157 D9S171 D9S162 D11S1368 D1151883 P53 AFMZ2I8WF2
1 FA O - O @] @) O O @] O
2 FA \Y (N ) O O O S N\ »
3 FA S I\ \N O O S S S S
4 FA O - O D, O = O & S
5 FA - AN AN N S S S A\ N
6 FOA \N S [\ O = O ® ® N
7 FOA [\ N S O O O O i L J
8 FOA \N S S A\ k] N = ® &
9 FSA B @ O E-J o) @) AN\ O ®
10 FSA O S @ & O 2 & @ @
11 FSA S -] @ @) O O @) O O

LEGENDA: O Homozigoto (ndo-informativo)
S Heterozigoto
® LOH
- Né&o foi possivel analisar (ndo-informativo)
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A média da frequéncia 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 frequéncia de perda alélica em cada marcador incluido neste
estudo, os loci que registraram o maior acimulo de LOH estavam presentes na
regido 17pl3 (p53- 62% e CHRNB1- 55%). Nenhuma das lesGes avaliadas
apresentaram LOH nos marcadores D11S1369 (11913.4) e D3S1029 (3p21.2)

(Tabela 6).

Um padréo distinto de LOH foi observado no FOA quando comparado ao FA,
sendo a média da frequéncia de perda alélica igual a 36,6% e 13,2%
respectivamente. LOH foi observada em pelo menos dois marcadores nas trés

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

Para a regido 9p22-p1l3 (D9S162), apenas uma amostra de FOA exibiu o
padrdo de LOH. A média geral da frequéncia de perda alélica em todas as lesGes
benignas (FA e FOA) foi de 22%, enquanto para as lesdes malignas, a média foi de
74,6%. Além disso, o FSA foi a Unica lesdo que apresentou LOH no braco curto dos

cromossomos 3 e 9 nos loci 3p24.3 (D31293), 9p22-p21 (D9S171) e 9p22 (D9S157).
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Tabela 5: Frequéncia de perda alélica para cada amostra de fibroma amelobastico,
fibro-odontoma ameloblastico e fibrossarcoma amelobléstico.

Amostra
1

aa b~ W DN

»

10
11

Diagnoéstico

Fibroma ameloblastico
Fibroma ameloblastico
Fibroma ameloblastico
Fibroma ameloblastico

Fibroma amelobléastico

Fibro-odontoma ameloblastico
Fibro-odontoma ameloblastico

Fibro-odontoma ameloblastico

Fibrossarcoma ameloblastico
Fibrossarcoma ameloblastico

Fibrossarcoma ameloblastico

FAL (%)
0

16

0

50

0

33
30
37

75
83
66

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

Cromossomo

© © ©O© W Ww

Marcador Gene envolvido
D351029 SACM1L/ MLH1
D3S1293 RARB

D9S157 SH3GL2

D9S162 SLC24A2/ p16
D9S171 BDMF/P16
D11S1369 FCHSD2
D11S1883 NUP98
AFM238WF2 CHRNB1

TP53 TP53

FAL (%)
0/6 (0%)

2/9 (22%)
2/8 (25%)
1/2 (50%)
2/4 (50%)
0/3 (0%)

2/6 (33%)
5/9 (55%)
5/8 (62%)
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5. DISCUSSAO

Os tumores odontogénicos sdo raras lesdes que originam dos tecidos que
formam os dentes. Alguns destes tumores sdo denominados tumores odontogénicos
mistos por originarem de ambos 0s componentes, epiteliais e ectomesenquimais,
podendo ou ndo apresentar formacdo de tecido mineralizado (esmalte e dentina)
(PHILIPSEN et al., 1997).

Os tumores odontogénicos mistos surgem durante o periodo de
desenvolvimento dos dentes e acometem prevalentemente a regido posterior de
mandibula de criancas e adolescentes (SLOOTWEG, 1981; PHILIPSEN et al.,
1997). Trata-se dos FA, FOA, FSA, fibrodentinoma ameloblastico, odontoma e
odonto-ameloblastoma, tumor odontogénico calcificante cistico e tumor de células
fantasmas dentinogénico (BARNES et al., 2005). Estas lesdes sdo extremamente
incomuns com excec¢ao dos odontomas, considerados hamartomas e ndo neoplasias
verdadeiras, que sdo frequentemente encontrados na populacdo abaixos dos 20

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

Neste estudo foram incluidos trés tumores odontogénicos mistos, FA, FOA e
FSA. O FA e o FOA fazem parte do grupo dos tumores odontogénicos benignos e
sao lesdes muito semelhantes histologicamente derivadas do epitélio odontogénico
com ectomesénquima odontogénico, mas que se diferem quanto a formacao de
estruturas mineralizadas (esmalte e dentina), presentes apenas nos FOAs. O
tratamento de ambos o0s tumores restringe-se a cirurgia conservadora. Recidivas de
FOA séo extremamente raras, por se tratar de lesdes bem delimitadas e que se
destacam facilmente durante o procedimento cirargico. Entretanto alguns casos de

recidiva, mesmo que raros, séo relatados na literatura (FRIEDRICH et al., 2001). Os
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FAs, ao contrario do FOA, apresentam maior potencial de recorréncia com
probabilidade para transformagdo maligna como FSA (SZABOLCS et al.,, 2007,

WILLIAMS et al., 2007).

O FSA, considerado a contraparte maligna do FA, € uma lesdo em que o
componente mesenquimal apresenta caracteristicas sarcomatosas enquanto o
epitélio € benigno, sendo classificado dentro do grupo dos sarcomas odontogénicos.
O tratamento para estes casos € a cirurgia radical podendo ocorrer recidivas ou o
aparecimento de uma nova leséo, 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 caracteristica de se tratar de lesdes incomuns, FA, FOA e
FSA corresponderam, respectivamente, a 0,68, 0,59 e 0,09% de todos os tumores
odontogénicos diagnosticados nos arquivos pesquisados neste estudo. Tais dados
podem sofrer pequenas variacdes de acordo com o grupo populacional estudado

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

AlteragOes genéticas estao diretamente envolvidas no processo de formagéo
dos tumores odontogénicos e a inativacao e delecdo de genes supressores de tumor
constituem eventos moleculares que contribuem para a tumorigénese (MIGALDI et

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

A analise de LOH é uma técnica que permite identificar genes supressores de
tumor pontuais e as respectivas regibes com delecbes através da analise dos
microssatélites, regides repetitivas de bases, altamente polimorficas e suscetiveis a
erros durante a replicacdo 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 odontogénicos atraveés de alteracdes no controle do
ciclo celular (CARVALHAIS et al.,1999; KUMAMOTO et al., 2006; MIGALDI et al.,
2008). Apesar de ser frequente, a LOH nao esta sempre presente no mesmo tipo de
tumor, sendo necessaria a escolha de varios marcadores de microssatélites em
diferentes regidbes cromossdmicas e no mesmo cromossomo (NAKAMURA et al.,

2009).

Neste estudo, nove marcadores para regides microssatélites, localizadas nos
cromossomos 3p, 9p, 11p, 11g e 17p, foram selecionados para anélise de LOH em
tumores odontogénicos mistos. Tais regides apresentam alta frequéncia de delecdes
e estdo proximas a genes supressores de tumor importantes no desenvolvimento de
lesbes neoplasicas e pré-neoplasicas (FIELD et al., 1995; BREMMER et al 2008;

GRAVELAND et al., 2011).

Os genes supressores de tumor estdo integralmente envolvidos no ciclo
celular, que vai desde a fase G1 até a completa finalizacdo da mitose, regulando os
mecanismos de divisdo da célula (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Tais genes sao
capazes de detectar falhas durante a replicacdo do DNA e bloquear, a qualquer
momento, a divisdo da célula (BARTEK & LUKAS, 2001). Existem varios genes
responsaveis pela manutencdo 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).

Expressdo anormal do gene P16, localizado no cromossomo 9p, contribui
para o crescimento do tumor principalmente através do aumento da atividade

proliferativa na carcinogénese (BARTEK & LUKAS, 2001).
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Os marcadores para as regides de microssatélites, D9S157, D9S162 e
D9S171, localizados na regido 9p21-23, englobam varios genes supressores de
tumor, sendo o mais conhecido o P16 (CDKNZ2), inibidor da quinase dependente de
ciclina. A inativacdo de CDKN2, por delecdo, mutacdo pontual ou metilacdo das
regides promotoras, pode aumentar a progressao de tumores atravées 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 alteracdes nesta
regido influenciem a regulacdo de outros genes importantes para a progressao

tumoral.

Um gene proximo ao marcador D9S157 € o SH3GL2, também considerado
forte candidato a supressor de tumor, desempenhando um papel fundamental na
degradacdao do receptor do fator de crescimento epidérmico, impedindo a sinalizacao

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

Perda na regido 9p21-23 tem sido demonstrada em céancer de pulmao,
bexiga, prostata, carcinoma de células renais e cancer de cabeca e pescoco e,
muitas vezes, tem-se relacionado a um pior progndéstico ou a progressdo 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 alteragbes no cromossomo 9p, como metilacdo do gene P16, foram
descritas em ameloblastoma e outros tumores odontogénicos e € provavel que, em

diversos tipos de tumores, os mecanismos de inativacdo do P16 ocorram através da
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metilacdo ou mutagédo (PERDIGAO et al., 2004; MOREIRA et al., 2009; GOMES et
al., 2010). Novos estudos devem ser realizados para aprofundar a acéo deste gene
e investigar novos genes supressores de tumor envolvidos em tumores

odontogénicos mistos.

O gene mais frequentemente alterado em tumores humanos é o TP53,
conhecido como “guardido do genoma” que quando ativado, desempenha um papel
importante na resposta ao dano genémico regulando uma série de vias que irdo
proporcionar o reparo do DNA (LEVINE et al., 1991; BARTEK & LUKAS, 2001).
Quando néo for possivel ocorrer o reparo, o TP53 poderéa interromper o ciclo celular
e estimular a célula a entrar em apoptose (LEVINE et al., 1991). Algumas das
alteracdes neste gene ocorrem por mutacdes pontuais que ndo sdo detectaveis por

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

Embora o aumento de expressdo imuno-histoquimica da proteina p53 tenha
sido detectado em ameloblastomas, carcinomas primarios intra-6sseos, FSA e
sarcomas, as alteracbes genéticas e epigenéticas em TP53 foram mais
frequentemente relatadas em ameloblastomas, tumor odontogénico calcificante
cistico e tumor odontogénico adenomatoide (DE PAULA et al., 2003; KUMAMOTO et

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

Na regido cromossdmica 17p13.1, além do marcador para o gene TP53,
encontra-se outro marcador de microssatélite, o0 AFM238WF2. Este € um marcador
para o locus CHRNB1 gue se encontra préximo a regidao do TP53. Observamos que
delecdes nestes marcadores estiveram presentes nos trés grupos de lesbes, embora

nos FAs, a LOH tenha sido encontrada em apenas duas das lesdes investigadas.
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Aumento no indice de proliferacdo 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 alteracdes
genéticas podendo evoluir para um prognostico desfavoravel. Neste estudo, duas
das amostras de FA apresentaram perda na regido 17pl13. Esta pode ter sido uma
alteracdo eventual ou uma caracteristica genética que possa contribuir para uma
futura recidiva ou uma transformacdo maligna. Mais estudos sdo necessarios para
demonstrar se alteracbes na regido 17pl13 representam uma via genética comum

para o desenvolvimento dos tumores odontogénios mistos.

No cromossomo 3 foi detectada uma série de genes supressores de tumor,
sendo alguns destes relacionados aos carcinomas de cabeca e pescoco (ROWLEY
et al., 1996). Dois marcadores selecionados para este estudo estdo presentes nesta
regido: o0 D3S1029 e 0 D3S1293.

O marcador D3S1029 (3p21.2) encontra-se proximo ao gene MLH1(3p22.3)
(SRIVASTAVA et al., 2007) e esta relacionado ao mecanismo de reparo, sendo
capaz de fornecer instru¢des para corrigir erros que ocorrem durante a replicacéo do
DNA em preparacao para a divisdo celular. Nao foi identificada neste marcador LOH
em nenhuma das lesdes investigadas neste estudo.

LOH na regido 3p24.3(D3S1293) foi encontrada apenas nas amostras de
FSA. Este marcador esta localizado proximo ao gene RARR (retinoic acid receptor
beta- 3p24), que regula os retindides. Os retindides e seus analogos interferem na
morfogénese, no desenvolvimento, crescimento e diferenciacdo das células por
modular a expressao génica. Autores sugerem que a via de sinalizacdo dependente
dos retindides tem um papel na supressao da carcinogénese (LOTAN et al.,1995).

Foi demonstrado que alteracdes no nivel de expressao e funcdo do acido retindico
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(RARB) estdo associadas a carcinogénese e a transformacdo maligna nas células
humanas (QUI et al., 2000).

Um estudo avaliando marcadores de microssatélites na regido do
cromossomo 3 em carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢co mostrou
que, dentre todos os marcadores avaliados, o0 D3S1293 foi 0 que apresentou maior
indice de perda, indicando possiveis sitios de genes supressores de tumor nesta
regido (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 proximo ao gene FCHSD2 ndo apresentou LOH em nenhuma das
amostras, enquanto o marcador D11S1883, regido do gene NUP98, apresentou

delecdes tanto no FOA como no FSA.

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

mistos, ainda prevalecem duvidas a respeito do desenvolvimento dessas lesfes.

Existem questionamentos se o FA, considerado um verdadeiro tumor
odontogénico benigno, ndo representaria um odontoma em desenvolvimento. As
primeiras especulacdes vieram baseando-se na hipétese de que o FA deveria se
desenvolver eventualmente dentro de um odontoma, tendo como Unica diferenca
entre estas lesdes a idade e o tempo de maturacdo. Entretanto, este conceito néo foi
aceito, pois tais lesdes apresentam a mesma caracteristica, mesmo quando
observados em diversos estagios de desenvolvimento. Além disso, alguns casos de
FA foram observados em idades mais tardias, apés a conclusao da odontogénese.

Como os odontomas sdo hamartomas que se desenvolvem durante o periodo
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normal da odontogénese, qualquer FA encontrado apos este tempo seria improvavel

gue 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 maturacdo até se
diferenciar completamente em um odontoma. Entretanto, os dados clinicos deveriam
apoiar esta hipotese, ou seja, o FA deveria ocorrer em pacientes mais jovens,
seguido pelo FOA que ocorreria em uma idade intermediaria e posteriormente
surgiria 0 odontoma, em pacientes um pouco mais velhos (SLOOTWEG, 1981).
Slootweg, em 1981, investigando esta hipdtese sugeriu que os FAs ocorrem em uma
idade posterior ao FOA, ndo suportando o conceito de que este tumor poderia
evoluir para uma odontoma, mas representaria uma entidade separada

(SLOOTWEG, 1981).

Contudo, Gardner (1984) levantou a questdo de que os chamados FAs de
Slootweg poderiam ter sido odontomas em desenvolvimento, afetando os resultados
encontrados. Portanto, sugere-se que achados clinicos devem ser considerados,
porque nao € possivel a distingdo histolégica entre o FA e o odontoma em
desenvolvimento; o mesmo se aplica para os FOAs. Uma pequena lesdo situada na
superficie oclusal de um molar ndo erupcionado de uma crianca deveria ser
provavelmente diagnosticada como um odontoma em desenvolvimento, pois a
localizacéo é tipica e a odontogénese ainda ndo esta completa. Por outro lado, uma
lesdo ampla e destrutiva, mesmo que situada préxima a um dente ndo 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 caracteristicas clinicas e radiograficas compativeis com odontoma em
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desenvolvimento, enquanto as demais amostras (3, 4, 5 e 6) apresentaram
caracteristicas de uma neoplasia verdadeira. Entretanto, tais lesdes ndo se
distinguiram em relacdo as analises moleculares, uma vez que tanto as lesdes 2 e 7
(com caracteristicas de um odontoma em desenvolvimento) como a 4 e a 6 (com
caracteristica de uma neoplasia verdadeira), apresentaram perda para a regiao

17p13 (P53 e CHRNBL).

Nas amostras de FOA, foi registrado um alto acumulo de LOH quando
comparado aos casos de FA (frequéncia de perda alélica: 36,6% e 13,2%
respectivamente). Embora FOA e FA apresentem semelhancas histoldgicas, estes
resultados sugerem que tais lesbes tém diferencas na sua tumorigénese e podem

apresentar um padrdo genético distinto.

Analisando os trés grupos de lesdes (FA, FOA e FSA), a média de FAL foi de
36,3% e a LOH foi observada nos loci cromossdémicos 3p, 9p, 11p e 17p. LOH
nestas regides tém sido descritas em cancer de pulm&o, mama, carcinoma de
células escamosas de boca e lesfes pré-neoplasicas 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 regides 17p, 3p e 9p tem sido associada a um pior progndéstico e ao
risco de progressao tumoral em carcinomas de cabeca e pescoco (FIELD et al.,
1995; MURALI et al.,, 2011; GRAVELAND et al., 2011). Entretanto, um estudo
avaliando a LOH nas regides 1p, 3p, 9p, 10g e 17p em ameloblastomas e
carcinomas ameloblasticos, demonstrou que ndo houve correlacdo entre a LOH e a
agressividade da lesdo uma vez que os carcinomas ameloblasticos ndo abrigaram

maior numero de perdas alélicas (NODIT et al., 2004)
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Contudo, neste estudo, LOH nas regides 3p24.3 (D2S1293), 9p22-p21
(D9S171) e 9p22 (D9S157) foi encontrada apenas no grupo de lesGes malignas. A
meédia total da FAL nos FSA foi de 74,6%, enquanto nas lesGes benignas, FA e FOA
foram de 13,2% e 36,6%, respectivamente. Assim, 0 FSA parece estar associado a
um maior nimero e diversidade de genes supressores de tumor comprometidos,
podendo ser considerados marcadores para progressao maligna, constituindo uma

hipotese atrativa para futuras investigacoes.

Os resultados mostraram que FA, FOA e FSA apresentam padrdes distintos
de LOH e que estes achados podem ser Uteis no diagndstico diferencial entre FA e
FSA. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para confirmar e determinar se tais
alteracdes representam uma via genética comum para a progressado dos tumores

odontogénicos mistos.
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6. CONCLUSAO

Os tumores odontogénicos mistos apresentam padrdes distintos de perda de
heterozigosidade.

O fibro-odontoma ameloblastico apresenta maior perda alélica de genes supressores
de tumor quando comparado ao fibroma ameloblastico.

O fibrossarcoma ameloblastico apresenta maior acumulo de LOH em genes
supressores de tumor do que os tumores odontogénicos benignos, fibroma
ameloblastico e fibro-odontoma ameloblastico.

Os resultados deste estudo sugerem que estes marcadores possam ser Uteis no

diagnéstico diferencial entre fiboroma ameloblastico e fibrossarcoma ameloblastico.
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8. ANEXO

8.1 Aprovacéao do comité de ética e pesquisa (COEP)

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

Projeto: CAAE - 0403.0.203.000-11

Interessado(a): Prof. Ricardo Santiago Gomez

Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia
Odontolégica

Faculdade de Odontologia- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de outubro de 2011, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "Perda da heterozigosidade em
tumores odontogénicos" bem como o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

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

Proerques Amﬁral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — C ep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep(@prpq.ufmg.br
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8.5 Ata da defesa

FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640
cpg@medicina.ufmg.br

ATA DA DEFESA DE MESTRADO DE CLARICE FERREIRA GALVAO, n° de registro
2010666474. No dia vinte e quatro de fevereiro de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade de
Odontologia da UFMG, a Comissdo Examinadora de dissertacdo indicada pelo Colegiado do
Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “ESTUDO DA PERDA DE
HETEROZIGOSIDADE DE GENES SUPRESSORES DE TUMOR EM TUMORES
ODONTOGENICOS MISTOS”, requisito final para a obtengio do Grau de Mestre em
Medicina Molecular, pelo Programa de Pos-Graduagdo em Medicina Molecular. Abrindo a
sessdo, a Presidente da Comiss@o, Prof* Carolina Cavalieri Gomes, apds dar a conhecer aos
presentes o teor das Normas Regulamentares do trabalho final, passou a palavra a candidata para
apresentac@o de seu trabalho. Seguiu-se a argui¢éo pelos examinadores, com a respectiva defesa
da candidata. Logo apds, a Comiss&o se reuniu sem a presenca da candidata e do pulblico para
julgamento e expedic@o do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof.* Carolina Cavalieri Gomes/ orientadora Instituigdo: UFMG Indicagdo:

Prof.* Vanessa de Fatima Bernardes/co-orientadora Instituigdo: UFMG Indicagio: APROVA®A

Prof. Adriano Mota Loyola Institui¢ao: UFU Indicagao: Ro Vi ﬂ"
Prof. Fabricio Rezende do Amaral Instituigao: UFSM Indicagdo: ,' A’O f/ﬁM

Pelas indicagdes a candidata foi considerada AP OUADA

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comissdo. Nada
mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessdo e lavrou a presente ATA, que serd assinada
por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 24 de fevereiro
de 2012.

Prof.* Carolina Cavalieri Gomes/ orientadora

Prof.* Vanessa de Fatima BemarWora \Fé ;
Prof. Adriano Mota Loyola /,. O”k\’(r) A\Y \
Prof. Fabricio Rezende do Amaral Qé@:é“’t‘ T/ /)

Prof. Luiz Armando Cunha De Marco/ Coordenador |/

Instituicao UFS™

Em tempo: Onde se I€: Frof. Fabricio Rezende do Aumar3
Leia-se: Prof. Fabricio Rezende do Aumaral - Instituicad

Prof, Luiz A

Coordenagdo
e 2 by - F
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Loss of heterozygosity (LOH) in tumour suppressor genes
in benign and malignant mixed odontogenic tumours

Clarice F. Galvao', Carolina C, Gomes™, Marina G. Diniz', Pablo A. Vargas®, Alfredo M. B. de Paula®,
Adalberto Mosqueda-Taylor®, Adriano M. Loyola®, Ricardo S. Gomez'

' Department of Oral Surgery and Pathology, School of Dentistry, Universidode Federal de Minas Gergis, Brazil; * Department of
Pathology, Universidode Federal de Minas Gerais, Brazil; *Department of Oral Diggnesis, Oral Patholoyy Section, Piracicaba Dental
Srhaol, Universidode de Compinar, S50 Paulo, Brazil; * Department of Dentivtry, Univeryidade Ertaduel de Mantss (laras, Minax
Gerais, Brazil; * Health Care Department, Univer sidad Awtdnoma Metropolitana- Yockimileo, Mexico City, Mexico; ® Department of
Ol Pathology, Dental School, Universidode Federal de Uberfdndia, Minax Gerair, Brozid

Although molecular alterations are reported in different
types of edontogenic tumours, the pathogenesis remains
to be established. Loss of heterczygosity (LOH) studies
allow the identification of minimal regions of deletions of
known or putative tsmour suppressor genes, the losses
of which may promote neoplastic growth, The purpose of
this study was to investigate LOH in a set of od ontogenic
boed t % T suppressor gene loci on 3p; 9,
Ip, g and ITp chromoscmes were analysed in five
samples of ameloblastic fibroma (AF), three samples of
armel oblastic fibro-odontoma (AFD) and three samples of
ameloblastic fibresarcoma (AFS) The most frequently
lost genetic lod were pS§3 (ITp i3, 62%) and CHRMNEI
(ITp 13, 55%). LOH at the chromosome regions 3p24.3,
2l and fp2 was identified only in AFS. Mo sample
showed LOMH at the chromosomal loci Ip212 and
11ql34. For the region 9p12-p 13, LOH ocourred in one
sample of AFD. The fractional allefic loss (FAL) was cal-
culated for each smple. The mean FAL of the benign
lesions (e AF and AFD) was 12% whereas the mean
FAL of the malignant lesions (e AFS) was T4A6%. In
concheion, our results show a higher FAL of AFS com-
pared to its benign counterparts and reveal a different
pattern of LOH of tumour suppressor genes in AFS,
whidh may regulate changes in tumour beh aviowr.
| Oval Pathol Med (2011}

Keywords amelobbctic fibroma; amelobbictic fibro.odontomas
amdioblastic fibromrcoma koss of heterozygosity, mixed odon-
EOEENC tumours, SUppressor penes
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Introduction

The odontogenic umours form a heterogeneous group
of neoplasms, which originate from mesenchymal
ectomesenchymal and/or epithelial tissue to form the
dental elements (1-3). This group of tumours include
ameloblastic fibroma (AF), ameloblastic fibro-odon-
toma (AFD) and ameloblastic ibrosarcoma (AFS). The
AF and APD are ram lesions containing odontogenic
ectomesenchymal and epithelial tissue and usually affiect
children and young adults. Abowut B0% of these lesions
occur in the posterior egion of the jaw and may be
associated with an unerupted tooth (4). According to the
WHO 1035, AF is defined as 8 "' neoplasm composed of
proliferating odontogenic epithelium embedded in &
cellular ectomesenchymal tissue that resembles the
dental papilla™ (3). It has been regarded as a true
benign tumaour, in which the epithelial and the ectomes-
enchymal elements are neoplastic (3, &).

Ameloblastic Aibro-odontoma iz a lesion that is simdilar
to AF but shows inductive changes that lead to the
formation of dentine and enamel {3). This lesion is far
less common than AF and may simulate a developing
odontoma (7, B). The differential diagnosis of AF and
AFD tumours with a developing odontoma is hased on
clinical findings (#).

The malignant counterpart of AF is AFS, which is a
rare lesion that presents locally aggmessive and infiltra-
tive behaviour. The ectomesenchymal component of
AFE i malignant, whereas the epithelial component is
benign (9, 10). Pain, swelling and rapid growth are
commeon complaints of patients with AFS (11].

Several studies have reported molecular alterations in
odontogenic tumowrs { 12-15). However, los of hetero-
rygosity (LOH) in fumour suppressor genes has been
seldom explored in these lesions. The altemtion of a
functional allele in a8 humour SUppREssOT Eene may nesult
in tumorigenesis (16-18). LOH studies allow the iden-
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tification of minimal regions of deletions of known or
putative tumour suppresor genes. The los of these
EENEs May promote neoplastic growth (19).

Im the curremt stody, we evaluated LOH in five
samples of AF, three samples of APD and three samples
of AFS using markers for the chromosome regions 3p,
9p, 11p, 11qg and 17p, which contain important msowur
suppressor genes that are alterad in several types of
cancer (H-24). Our results suggest that LOH can be a
useful tool to belp determine the diagnosis and progno-
siz of the aforementionsd lesions.

Material and methods

Hioven Hsmue

Five AF, thmee AFD and three AFS paraffin-embedded
tissne samples were obtained from the files of the several
Oral Pathology Services Universidede Federal de Minas
Geraly (Brazi), Universidede de Camipings (Brazil) and
Universidad Auronoma Merropolitana- Xockinloo (Mex-
ico). These cases were selected from a total of 2192
odontogenic tumours, comprising 13 AF (corresponding
to 0UERE%), 13 AFO (0.59%) and three AFS {0.13%).
For the diagnosi, haematoxylin- and epsin-stained
sectons were examined by three oral pathologists
accomding to previoudy described criteria (5). Only
tumours with nomnal and pathological tissues were
selected. The main clinical chameteristics of all lesions

Table 1 Clmical data and fractional alllic keses ohsarved in the
patinis that were incloded in the sindy

Hiraparhological Age FAL
Samples diagmosis [pezrs) Cramader Sire %)
1 AF 9 M Posterior mandible 0
2 AF 12 M Posterior mandible 16
3 AF 7 F  Posterior mandible 0
4 AF 14 F  Posterior mandible 50
] AF 7 F  Posterior mandible 0
] AFD 1] M Posterior mandible 33
T AFD g M Postenior mandible 40
- AFD 9 F  Posterior mandihle 37
9 AF3 o F  Posterior mandihle 75
10 AF3 B M Posterior mandible &3
(1] AF5 4 M Posterior mandible &6

AF, amedohlasise fibroma; AFC, amelohlasiic fibrowsodontoma; AFS,
amaoblesfic filbrosarcoma; M, male; F, female

ame shown in Table 1. Mormal tizsue was separated from
the neoplastic counterpart using microdissection. Tissue
was microdissected from a series of 20-pm-thick paraf-
fin-embedded sections under direct visualsation nang a
sterepscopic microscope . The study was approved by the
local Ethics Commities.

DN A extreetion and ampliioat ion

Microdissected tizsue was digested with proteinase K,
and genomic DNA was extracted vsing the DNeasy
Blood and Tisue Kit following the manufacturer's
recommendations (Qhiagen, Hilden, Germany). To eval
unate the allelic loss, a pamel of nine polymomphic
microsatellite markers for mwliple genetic loci in
regions of tumour suppressor genes was selected for
PCR (Tahble ). Fnorescently labeled primers were usad
to yield PCR products varying from 116 to 211 hase
paira PCE was performed for nmour and normal
tissues under the same conditions using a 13-yl reaction
mixtures containng 0.3 pM of each primer, 5060 ng/pl
of extracted DMNA, 025 pM of deoxymucleoside triphos-
phate, 25 mM magnesium chloride, 1,5 pl {1=) of
commercial PCR buffer and 1 unit of AmpliTag Gold
polymerase {(Invitrogen, Carlshad, CA, USA). The PCR
condiions were as follows: after an initial 10-min
dematuration step (10z at ¥6°C), we performed the
annealing (3 s at 57-60°C, depending on the primers),
and elongation {1 or 2 min at T0*C, depending on the
primers) steps followed by a fimal step at T0PC for
30 main.

Loss of heterozygosity analysis

The amplified PCR products were run in an §%
polyacrylamide gel and were analysed using capillary
electrophomsi, and the data were analysed using the
Genescan software verson 3.0 (Appled Biosystems
Foster City, CA, USA). LOH was calculated as the ratio
betwaen the short allkele normal (Sn) long allele normal
{Ln) and short allele tmowr (St)/1ong allele umour (Lt)
in the following formula: (SnoLn)AStLt). LOH was
scored when one allkele (pesk) was decreased by more
than 50% in the tumour sample compared to the same
allele in normal tizswe followed by DNA stutter corrnec-
tion when necessary (scome <0.5 or =2)(25) (Fg. 1A).
Samples that amplified both alleles in tumour and

Table 2 Trvolved mioosaelite markem, chromosomal kcatons, mmonr suppressor genes and the overall frequency of allelic kes for each

marker inclided in the study

Biomarker Losux Type af repetition PCR produst size (bp) (T fvolvad FAL (%)
DSz 3n212 DiiCA 168 SACMIL 04
D3S123 In24 ¥ [ Eﬁ} 16144 RARRP 4
DSS15T Sp22 D {CA) 133149 SR 28 (25)
g e SpXlepld D {CA) 172=1% BLC2MA2 12 (S0
DSsITI SpXi-p2i D fCA) 158-1TT BOMEFPI6 T4 50)
D1iSis ligi3d Tetra {GATA) 180 MEN I 0% ()
DIISIEES 1iplss DAY 195211 NP 24 (33
CHRNBI 1Tpidd [ {CA) 160 CHRNE] 5.9 (55)
Ta 1Tpidi D {CA) 145 Mi 578 (62)

Di, Dimmclentide; Tatra, Tetranndeotide; bp, base paims.
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Fl Figare i Represmintive sample of mioosaelbe is showing
loss of heteroeygomty (LOH) assay in TRl (A) DNA of tomonr
cells ofsample no. 4 showed loss of the minor allde for the marker p53
compared to DMNA of nommal cells. (B)Sampleno. 3 was heter ozygons
for the marker p33% as indicated by the presence of twoalldes and the
aheence of LOH. 1, larger allde; 2 minor allde

normal DNA and presented a ratio between 0.5 and 2.0
wene considerad heterozygows (Fig. 1B). The sample was
conziderad non-informative (W) when the control DMNA
for normal tizsme was homozygous for the polymorphic
markers {iLe. showing only one allele in the normal
control tizsue). Unclear results wem ako considered
naon-informative (M)

The fraction of allelic loss (FAL) was caleulated for
each zample and for each marker by dividing the
number of loc that showed allelic loss by the number
of loci that wem informative (26). Three samples of
pamffinembedded samples of oral squamowus cell carci-
noma were wsad a2 positive controls for LOH in the
regions analysad because they are known to harbour
high LOH mtes {16, 22, 23). In two AF tumour cases, in
addition to paraffin-embedded DNA, DNA from fresh
tizsue was ako amplified to exchide hias of paraffin-
embedded DMNA.

Resulis

The results regarding LOH and FAL in AF, AFO and
AFS are diplayed in Table 1, and a comprehensive
analysis of LOH is shown in Fig. 2. The average number
of informative loa per case was 5.0 (range 0-8). In twao
samples, matched paraffin-embedded and frozen sam-
ples from the same tumour were analysed and exhibited
the same LOH pattern. The average FAL in the tumours
was 3.3%, and the specific rates for each gene locus are
shown in Table 1. The most frequently lost genetic loci
wemre p33 (17pl3, 62%) and CHRNBIL {17pl3, 55%).
Mone of the umours in the analysis presented LOH at
the markers D1151369 (l1q 134) and D3S1029
{(3p21.2).

A distincet pattern of LOH was observed in AFD
compand to that in AF. FAL avemge in AF was
13.2%, whereas FAL average in APD was 36.6%. LOH

L i e o e
=1y
_ 3
s Shaockzmrizn s
LAF L=l = [t - = - o i i
TAF * = f & ] o = @ &
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Figare 2 Loss of haeroygosty analysis of mine micros et B
markers in amaahlastic fibroma (AF), amaoblastic fibro-odonioma
(AP and amelohlastic fibrosarcoma (AFS).

was obeerved in at least two markers in all of the thmee
zsamples of AFQ. However, only two samples of AF
exhibited LOH in only one marker. In addition, one
sample of AFD displayed LOH at 9pX2-pl3.

The overall mean FAL of the benign lesions (ie. AF
and AFD) was 22%, whereas the mean FAL of the
malignant lesions (AFS) was 74.6%. LOH on the short
arm of chromosomes 3 and 9 at the loci 3p24.3
(D31293), 9p22—p2]l (D9E171) and 9p22 (D9S15T) was
identifisd only in the group of AFS.

Discussio

Loss of heterozygosity analysis & a useful method to
find genetic alterations in tumour and precancerous
lesions. The presence of LOH may indicate allelic
deletion, duplication or amplification and may promote
neoplastic growth (19, 21, 25 26). LOH is used to
evaluate microsatellite regions that are highly polymor-
phic, easy to analyse and abundant in the genome (27).
Studies have suggested that deletions in regions of
tumur appressor  genes may be involved in the
development of odontogenic tumours via alterations in
the cell cycle contral {28-31).

In the cumrent gudy, we evalated LOH in AF, AFD
and AFS, which are rare odontogenic tumours of
uncertain pathogeness with similar histological fea-
tures. AF and AFO belong to the group of benign
odontogenic tumours that are derved from the odon-
togenic epithelium with odontogenic actomesenchyme
with or without hard tissue formation, whemnas AFS &
part of the odontogenic zarcomas (3, 5, 11). Although
AF and AFD have smiar histological features, some
authors have questioned whether these lesions represent
a deweloping odontoma (7, 8). According to Gardner
(8), some lesions with the histological appearance of AF
and AFD are probably true neoplasms, whereas others
are developing odontomas (B). The comsideration of
climcal findings & necessary to distinguish between these
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lesions. A small lesion that is situated over the oochisal
surface of an unerupted molar in a child would probably
be diagnosed asa developing odontoma because the site
iz typical and odontogenesis is stll underway. On the
other hand, a destructive lesion should be seen as a troe
neoplasm a priorl (B). In this study, two AF (samples 1
and ) and two AFO (samples T and §) presented clinical
and radiographic features that were compatible with a
developing odontoma | Table 1). The molecular profiles
of these five tumours with clinical-radiographic features
that were compatible with developing odontomas were
not distinet from the lesions that showed a neoplastic
clinical-mdiographic featmres (cases 4 and 6).

The resuliz show a high mumber of LOH in the AFD
cases compared to that in the AF cases (FAL, 36.6% vs.
13.2%). Although AFDQ and AF show histological
zimilarities, these results suggest that AFO and AF
may have differences in their nimorigenesis and may
present a distinet genetic profile.

After analysing all of the three groups of lesions, we
observed that the mean FAL was 36.3% and that LOH
was found in 3p, %p, 1lp and 17p chromosomal loc.
LOH i these regions has been described in other cancer
types, inchiding non-smallcell lung cancer, urothelial
carcinoma, breast cancer and oral sgquamous cell carci-
noma (16, 32-34). Alterations in 17p, 3p and 9p regions
are the most common genetic alierations in head and
neck cancers and am associated with tumours with
unfavourable prognosis (16, 22, 23} Oiher maolacular
alterations such as methylation of the P16 gene, which iz
located on chromosome 9p, are eported in ameloblas-
toma and other odontogenic tumowrs {13, 35). In this
study, LOH on the short arm of chromosomes 3 and 9
at the loci 3p24.3 (D31293), 9p22—p2] (D9S171) and
9p22 (D9S157) was identified only in the group of AFS.
Az AFS iz considered a malignant counterpart of AF
{11, 36), these genetic alterations may be markers of
malignant progression to AFS. This atiractive hypoth-
esis requires further investigation.

The average of FAL i AFS (74.6%) was higher
comparad to that of the benign lesions AF and AFD
{132% and 36.6%, respactively). Therefore, AFS iz
associated with an increased mumber and diversity of
comprom zed tumour suppressor genes. Further studies
are necessary to validate the use of thes maolacular
markers in the differential diagnosis of mmed odonto-
genic fumours

The maost frequently alterad gene in human fumours is
p33, which plays an important mle in response o
genomic damage by inducing cell cycle armest or apop-
tosiz (37). Most of the alterations in p33 oocur by
punciual mutations that are not detectable by LOH
analysis (38). Although increased mmumnohistochemical
reactivity for p33 has been detected in ameloblastomas,
malignant ameloblastomas, primary ntracsseous carci-
nomas AFS and sarcomas the genetic and epigenetic
alterations in p53 are infrequent in amelohlastomas,
calkifying cystic odontogenic tumours and adenomat oid
odontogenic tumours {30, 31, 39, 40). In this study, only
AFS cases showed positive staining in the mesenchymal
component of the nmyour (data not shown), On the

O sl Pasosd Miad

other hand, after analysing the FAL in each locus we
observed that the regions CHREMEB] and p53, which are
located in chromosome 17p, showed a higher frequency
of allelic loss in all of the investigated groups comparad
to other markers. Further studies are necessary to
demonstrate whether these alterations represent a com-
mon genetic pathway for mixed odontogenic tumour
developm ent.

In eonchsion, our results show that AF, AFD and
AFS have distinct patterns of LOH in tumour suppres-
=0T genes. These findings may be useful in the differential
diagnosis between AF and AFS and in translational
studies regarding the diagnosis of adontogenic mmours.

Conflicts of interest
MWone declared.
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