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RESUMO

O ameloblastoma € um tumor odontogénico benigno que apresenta
comportamento agressivo e elevadas taxas de recorréncia. Estudos foram
realizados visando elucidar os mecanismos moleculares e alteracdes
genéticas envolvidas na patogénese do tumor. Expressdo aumentada de
metaloproteinases da matriz (MMPs) foi identificada no ameloblastoma.
Alteracbes na via de sinalizagdo Hedgehog, incluindo mutacdes no gene
PTCH, também foram associadas a patogénese de alguns tumores
odontogénicos. O presente estudo teve como foco duas abordagens de
pesquisa: a metilacdo de MMPs e a perda de heterozigosidade (LOH) no
locus cromossomico do gene PTCH no ameloblastoma. Na primeira proposta
de pesquisa, foram investigadas a metilacdo dos genes MMP-2 e MMP-9,
juntamente com o0s niveis de transcricdo de tais genes e a expressao da
proteina no tumor odontogénico em questdo. Para verificar o padrdo de
metilacdo, foi realizada PCR-MSP e analise de metilagcdo baseada em sitios
de restricdo em 12 amostras de ameloblastoma, 12 foliculos pericoronarios e
12 fragmentos de gengiva saudavel, incluidos como grupo controle. Além
disso, foram investigados os niveis de transcricdo dos genes através de PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR), e pela técnica de zimografia, analisou-
se a expressdo protéica das MMPs. Ameloblastomas e foliculos
pericoronérios apresentaram maior frequéncia de MMP-2 e MMP-9 néo-
metilados, ao passo que as amostras de gengiva apresentaram uma
acentuada prevaléncia das MMPs metiladas. Os foliculos revelaram uma
expressdo aumentada significativa de mRNA MMP-2, em relacdo ao
ameloblastoma e gengiva. No entanto, maiores niveis de expressao de MMP-
9 foram identificados no ameloblastoma, comparado aos demais grupos.
Todas as amostras do tumor apresentaram expressao das proteinas MMP-2 e
MMP-9. Assim, a analise dos resultados sugere que a expressdo de MMP-9
no ameloblastoma seja, possivelmente, associada ao perfil ndo-metilado do
gene.

Para a outra proposta de estudo, foi investigada a LOH no locus
cromossdmico do gene PTCH em 12 amostras de ameloblastomas. Para tal
analise, foram avaliados trés marcadores microssatélite (D9S252, D9S127 e
D9S287) e trés regides de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPSs)
(rs112794371, rs111446700 e rs357564), sendo todos os SNPs localizados
em posic¢ao intragénica do PTCH. Além disso, os niveis de transcricdo de GLI-
1 e GLI-2 foram avaliados por gRT-PCR em 8 amostras de ameloblastomas e,
concomitantemente, a expressdo da proteina PTCH foi investigada por imuno-
histoquimica. LOH na regido 9921.33-9q.31 foi verificada em 4/10 (40,0%)
dos casos informativos do tumor. Todas as 8 amostras analisadas
expressaram o transcrito GLI-1 e, em 7 casos, 0 GLI-2. A LOH no locus do
gene PTCH ndo mostrou associagdo com os niveis de transcricdo de GLI-1,
GLI-2 ou mesmo com a expressao da proteina PTCH.

Considerando todos os resultados das abordagens estudadas, os
achados pontuam para uma expressdo aumentada de MMP-9 no
ameloblastoma, possivelmente modulada pelo perfil de metilacdo. Além disso,
a identificacdo de LOH na regido do PTCH sugere que tal evento pode ser



relevante na patogénese do tumor, tendo como alvo outros genes
supressores de tumor localizados no mesmo locus do PTCH. Estes resultados
podem ser novos caminhos que necessitam ser mais explorados para o
entendimento da patogénese do ameloblastoma.

Palavras-chave: Ameloblastoma, tumor odontogénico, metaloproteinase,
MMP-2, MMP-9, metilacdo, epigenética, perda de heterozigosidade, PTCH,
GLI-1, GLI-2, sinalizacdo Sonic Hedgehog.



ABSTRACT

Ameloblastoma is a benign odontogenic neoplasm with an aggressive
behavior and high recurrence rates. Some studies have been performed to
elucidated molecular mechanisms and genetic alterations evolving tumor
pathogenesis. Increased expression of matrix metalloproteinases (MMPS) is
reported in ameloblastomas. Alterations in the Hedgehog signalling pathway,
including PTCH gene mutations, also have been associated with the
pathogenesis of some odontogenic tumours. In the present study, we focalizes
two purposes of search related to methylation of matrix metalloproteinasis and
heterozygosity loss (LOH) in the chromosome locus of PTCH gene. In the first,
we hypothesized that epigenetic alterations may regulate MMP expression in
ameloblastomas. Therefore, we investigated the MMP-2 and MMP-9 genes
methylation status together with mRNA transcription and protein expression in
ameloblastoma. Methylation-specific polymerase chain reaction (MSP-PCR)
and methylation analysis by restriction enzyme was performed to evaluate
methylation profile of MMP-2 and MMP-9 genes in 12 ameloblastoma
samples, 12 dental follicles and 12 healthy gingiva fragments, included as
controls. Furthermore, we investigated the transcription levels of the genes by
guantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR). Zymography was
performed to verify protein expression. Ameloblastoma and dental follicle
showed a high frequency of unmethylated MMP-2 and MMP-9, whereas
healthy gingival samples presented a sharp prevalence of methylated MMPs.
Dental follicles showed a significantly higher MMP-2 mRNA expression than
ameloblastomas and healthy gingiva. However, higher expression levels of
MMP-9 were found in ameloblastomas than in dental follicles and healthy
gingiva. All ameloblastomas showed positive expression of MMP-2 and MMP-
9 proteins.

To other purpose of study, we assess LOH at the PTCH locus in
ameloblastoma. Twelve ameloblastomas were included and LOH was
assessed by using 3 microsatellite markers D9S252, D9S127, and D9S287,
and 3 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) rs112794371, rs111446700,
rs357564 all located at the PTCH gene locus. Furthermore, we investigated
GLI1 and GLI2 transcription levels by quantitative reverse-transcription PCR
(QRT-PCR) in 8 ameloblastomas and concomitantly, PTCH protein levels by
immunohistochemical analysis. LOH at 9921.33-99.31 was detected in 4/10
(40.0%) informative cases of ameloblastoma. All 8 analyzed samples
expressed GLI1 mRNA and seven cases GLI2 mRNA. Interestingly, LOH at
the PTCH locus was not correlated with GLI1 or GLI2 transcription levels, nor
was there any correlation with PTCH protein expression.

Considering all results, our findings point to an increased expression of
MMP-9 in ameloblastoma, possibly modulated by methylation of the gene.
Furthermore, we suggested that LOH in the PTCH region may be relevant to
the pathogenesis of ameloblastoma, but may target a different gene than
PTCH. All together, these can be new insights that need to be more explored
to understand pathogenesis of ameloblastoma.



Keywords: Ameloblastoma, odontogenic tumours, metalloproteinase, MMP-2,
MMP-9, methylation, epigenetic, loss of heterozygosity; PTCH; GLI1; GLIZ;
Sonic Hedgehog pathway.
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1 INTRODUCAO

O ameloblastoma é um tumor benigno derivado do epitélio odontogénico.
Apresenta elevadas taxas de recorréncia e um comportamento localmente
agressivo, podendo levar a pronunciada destruicdo éssea do complexo maxilo-
mandibular (FREGNANI et al., 2010; GARDNER et al., 2005).

Estudos mostraram a influéncia de alteracdes genéticas e epigenéticas na
patogénese de tumores odontogénicos (BARRETO et al., 2000; DINIZ et al., 2011;
GOMES et al., 2009; GOMES et al., 2011; KITKUMTHORN; MUTIRANGURA, 2010;
MOREIRA et al., 2009; NODIT et al., 2004; PERDIGAO et al., 2004; VERED et al.,
2009).

A via de sinalizacdo Hedgehog é apontada como uma via importante no
desenvolvimento de alguns tipos de neoplasias, incluindo os tumores odontogénicos.
Dentre os diversos genes atuantes na sinalizacdo Hedgehog, destacam-se os genes
PTCH (homodlogo humano do gene Patched da Drosophila melanogaster) e GLI-1
(oncogene homologo 1 glioma-associado). O gene PTCH possui funcdo biolégica de
supressor tumoral, jA o GLI-1 atua como fator de transcricdo para outros genes,
como aqueles relacionados aos mecanismos de apoptose, invasao e metastase
tumoral (STECCA; RUIZ | ALTABA, 2010). O gene PTCH pode desempenhar uma
funcéo relevante na patogénese de tumores odontogénicos (BARRETO et al., 2000;
LEVANAT et al., 1996; MIGALDI et al., 2008). A expressado da proteina PTCH foi
identificada em cistos e tumores odontogénicos, incluindo cisto radicular,
ameloblastoma, tumor odontogénico queratocistico e mixoma odontogénico
(BARRETO et al., 2002). Além disso, identificou-se a presenca de mutacao do gene

no tumor odontogénico queratocistico (BARRETO et al., 2000).
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A perda de heterozigosidade (LOH) é uma alteracdo genética representada
pela perda de um alelo pela comparacédo do DNA tumoral com o DNA inalterado. Tal
alteracdo pode acarretar danos na funcionalidade génica. A reducdo funcional
causada por perda ou inativacdo de um UuUnico alelo pode estar implicada na
inativacdo do gene PTCH no tumor odontogénico queratocistico (PAN et al., 2010).
Considerando a importancia da via do PTCH na odontogénese, neste estudo, foi
levantada a hipotese de que possiveis alteracbes nessa via podem estar
relacionadas ao desenvolvimento do ameloblastoma.

As metaloproteinases da matriz (MMPSs) representam uma familia de genes
importantes na degradacdo da matriz colagena. Estudos mostraram uma associagao
entre a patogénese do ameloblastoma e MMPs, sendo que a atividade enzimatica
da proteina pode favorecer a degradacdo da matriz e invasividade do tumor (WANG
et al., 2008; ZHANG et al., 2010a).

Apesar dos esforcos para entender a patogénese do ameloblastoma, os
mecanismos moleculares ndo sdo muito bem esclarecidos, sobretudo no que se
refere as alteracbes epigenéticas (GOMES et al, 2010; KITKUMTHORN;
MUTIRANGURA, 2010; MOREIRA et al., 2009).

Em contraste a alteracdes de base genética, associadas a diversas doencas,
as modificacbes epigenéticas sdo processos que podem alterar a expressado génica
sem, no entanto, modificar a sequéncia dos nucleotideos; podem ser herdaveis no
genoma durante a divisdo celular. Por ndo alterar a sequéncia do DNA, essas
modificacdes podem ser reversiveis (FEINBERG, 2004; MOMPARLER, 2003).
Essas caracteristicas fazem desses mecanismos alvos atrativos para intervencdes
terapéuticas, principalmente, em relacdo ao cancer (DUCASSE; BROWN, 2006).

Metilacdo do DNA e deacetilacdo de histonas correspondem as principais
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modificagdes epigenéticas em humanos (TEODORIDIS et al., 2004). Metilagdes
aberrantes, especialmente na regido promotora de genes relacionados ao controle
do ciclo celular, podem exercer um papel fundamental no desenvolvimento de varios
tipos de cancer através de mecanismos de silenciamento génico (GOTO et al., 2009;
TANEMURA et al., 2009; VAISSIERE et al., 2009; VASILATOS et al., 2009). Na
grande maioria das vezes, a metilacdo ocorre em regides promotoras e éxons, onde
ha presenca de dinucleotideos CG, passiveis de serem metilados (ESTELLER,
2002; FRENCH et al., 2002; HERMAN; BAYLIN, 2003; RAZIN, 1998).

A grande maioria das pesquisas relacionadas a etiopatogénese do
ameloblastoma esta relacionada a alteracbes genéticas (BARRETO et al., 2000;
GOMES et al., 2009; GOMES et al., 2011; NODIT et al., 2004; PERDIGAO et al.,
2004; VERED et al., 2009). Pouco se conhece sobre a influéncia de modificagbes
epigenéticas no desenvolvimento de tumores odontogénicos (Moreira et al., 2009),
especialmente em relacdo a metilagdo de genes moduladores do colageno, como as
metaloproteinases da matriz.

Assim, este estudo buscou avaliar duas abordagens no ameloblastoma: a
perda de heterozigosidade no locus do gene PTCH e a modulacdo de genes
reguladores do metabolismo do coldgeno, com um enfoque na expressao génica e

metilacdo das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ameloblastoma

2.1.1 Aspectos Gerais

O ameloblastoma pertence a um amplo grupo de tumores odontogénicos que
acomete o complexo maxilo-mandibular. Um dos primeiros relatos do tumor data do
século XIX (1811-1813), descrito pelo Dr. Petrus Koning. O cranio do individuo
encontra-se hoje arquivado no Instituto de Patologia da Universidade de Utrecht, na
Holanda (HANEVELD, 1977). Diversas terminologias foram utilizadas para este
tumor, incluindo epitelioma adamantino, adamantinoma, cistossarcoma e, em 1853,
Wedl realizou a primeira descricdo histopatologica (revisado por RASTOGI et al.,
2010). Em 1930, Ivy e Churchill introduziram o termo ameloblastoma para designar
este tumor, cuja denominacao permanece até hoje (IVY; CHURCHILL, 1930).

De maneira geral, os tumores odontogénicos sao derivados de elementos
epiteliais e/ou mesenquimais provenientes da histogénese dental, como a lamina
dentaria, epitélio do érgdo do esmalte, bainha epitelial de Hertwig e papila dentéria.
O comportamento biolégico desses tumores € variavel, apresentando lesdes
benignas e tumores malignos. Sao classificados histologicamente, de acordo com
sua origem, em tumores epiteliais, mesenquimais ou mistos (BARNES et al., 2005;
MORGAN, 2011).

O ameloblastoma é tumor odontogénico de origem epitelial sem proliferacéo
de componente mesenquimal. E classificado como um tumor benigno; no entanto,
apresenta comportamento localmente invasivo e elevadas taxas de recorréncia

(FREGNANI et al., 2010; GARDNER et al., 2005). Apesar da raridade, é descrita na
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literatura, uma variante maligna do ameloblastoma, que apresenta capacidade de
originar focos metastaticos, especialmente no pulmédo (VAN DAM et al., 2010).

N&o ha dados precisos em relacdo a prevaléncia ou incidéncia global do
ameloblastoma. Um estudo de reviséo sistematica buscou estabelecer a prevaléncia
dos tumores odontogénicos na populacdo mundial, a partir de publicacdes cientificas
entre 1960 e 2010. O tumor mais frequentemente encontrado foi o ameloblastoma
(39,6%), seguido pelo odontoma (20,1%) e tumor odontogénico queratocistico
(13,8%) (AVELAR et al., 2011).

Clinicamente, o ameloblastoma apresenta-se como uma lesdo assintomatica
de crescimento lento, acometendo, com maior frequéncia, a regido posterior da
mandibula (Figura 1A). Em alguns casos, esta associado a um dente incluso. Nao ha
predilecdo por género e a faixa etaria varia, aproximadamente, de 30 a 60 anos,
apesar do acometimento em idades mais precoces. O aspecto radiografico é
variavel, podendo ser uni ou multilocular com radiolucéncia cortical (Figura 1B).
Reabsorcéo radicular pode ser observada. Devido ao crescimento infiltrativo pelos
espacos medulares, pode-se observar ruptura de corticais 6sseas (GARDNER et al.,
2005).

O diagnostico diferencial inclui uma variedade de tumores e cistos
odontogénicos, particularmente o tumor odontogénico queratocistico e o mixoma,
tumores e cistos ndo odontogénicos, como lesdo central de células gigantes e
lesBes fibro-6sseas (BARNES et al., 2005; SLOOTWEG et al., 2006).

De acordo com a Classificacdo de tumores odontogénicos da Organizacao
Mundial da Saude, o ameloblastoma benigno é classificado em sélido/multicistico,
extra-0sseo/periférico, desmoplasico e unicistico (BARNES et al., 2005; REICHART

et al., 2006).



26

Histologicamente, sdo descritos dois padrdes basicos do ameloblastoma
sélido, o folicular e o plexiforme. O padrao folicular consiste de ilhas de epitélio
odontogénico em um estroma fibroso. As células basais dessas estruturas sao
colunares e os nacleos apresentam um aspecto de polarizacéo reversa a membrana
basal. As células centrais sdo frouxamente arranjadas, semelhantes ao reticulo
estrelado do 6rgdo do esmalte (Figura 1C e Figura 1D). Estas areas,
frequentemente, tornam-se cisticas. De acordo com o aspecto das células do tumor
do ameloblastoma folicular, outras terminologias podem ser utilizadas, como
ameloblastoma de células fusiformes, ameloblastoma de células basais, de células
granulares ou acantomatoso. O padrdo plexiforme apresenta células basais
arranjadas em ilhas que se anastomosam; o estroma € delicado, podendo
apresentar degeneracao cistica. Tanto no padrao folicular como no plexiforme, a
atividade mitdtica e pleomorfismo sdo caracteristicas dificilmente identificadas
(GARDNER et al., 2005; HERTOG et al., 2012; SLOOTWEG et al., 2006).

O ameloblastoma unicistico representa uma variante do tumor que, no exame
macroscopico, apresenta uma cavidade cistica. Trés subtipos desse tumor sao
reconhecidos, luminal, intraluminal e mural. O ameloblastoma periférico apresenta o
padrdo histolégico mais comum o tipo sélido/multicistico, no entanto, sua localizacédo
€ extradssea. No tipo desmoplasico, predominam os componentes do estroma com
um aspecto de compressao sobre o epitélio odontogénico (GARDNER et al., 2005;
HERTOG et al., 2012; SLOOTWEG et al., 2006).

O tratamento preferencial do tumor é sua resseccao cirargica com alguma
margem além dos limites clinicos e radiograficos da lesdo. Em alguns casos de
ameloblastoma unicistico luminal, a enucleacédo pode ser justificada por apresentar

pouca recorréncia (GARDNER et al., 2005; HERTOG et al., 2011).
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Pesquisas tém direcionado possiveis vias moleculares alteradas nha
patogénese do ameloblastoma, como a via de sinalizacdo Hedgehog, além de
superexpressdao de metaloproteinases da matriz, genes relacionados aos
mecanismos da apoptose e regulagcéo do ciclo celular (BARRETO et al., 2002; LUO
et al., 2006; QIAN et al.,, 2010). Assim, sugeriu-se que novos estudos fossem
direcionados para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas nao-cirurgicas,

tendo como alvo as alteragbes moleculares presentes no tumor (SAUK et al., 2010).

o f,_

Figura 1. Aspecto clinico, radiografico e histopatolégico de um caso de ameloblastoma sélido.
A: Visao extraoral mostrando assimetria facial no lado esquerdo, na regido posterior da mandibula. B:
Radiografia panoramica revela lesdo extensa radioltcida multilocular. C: Imagem histopatolégica de
ameloblastoma sélido; ilhas de epitélio odontogénico encontram-se dispostas em um estroma fibroso
(HE, 100X). D: Aspecto da ilha de epitélio odontogénico do ameloblastoma evidenciando as células
colunares com polarizacao reversa dos nucleos e a por¢ao central de células frouxamente arranjadas,
semelhantes ao reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte (HE, 400X) (Imagens clinicas gentilmente
cedidas pelo Dr. Julio César Tanos Lacerda).
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2.1.2 Patogénese do ameloblastoma

Tumores epiteliais, como o ameloblastoma, sé&o reconhecidos pela sua origem
a partir de remanescentes de epitélio odontogénico. No entanto, os mecanismos
especificos que levam ao seu desenvolvimento ndo sdo bem estabelecidos. A
identificacdo de moléculas sinalizadoras, comuns nas fases da odontogénese e no
ameloblastoma, sugere que a ativacdo aberrante ou a desregulacdo de genes
relacionados a histogénese dental pode desempenhar um papel importante na
patogénese do tumor (STOLF et al., 2007). As interacBes epitélio-mesenquimais que
ocorrem durante a odontogénese sdo finamente reguladas por diversas vias de
sinalizacdo e genes relacionados, incluindo BMPs, SHH, Wnt e B-catenina, AMBN,
responsaveis, de maneira geral, pelos mecanismos de desenvolvimento, interacdes
epitélio-mesénquima, diferenciacao celular e formacao 6ssea (SARKAR; SHARPE,
1999). Foi demonstrada uma expressao diferencial da proteina SHH no
ameloblastoma comparado com tecido de germe dentario (KUMAMOTO et al., 2004,
ZHANG et al., 2006). A reatividade imuno-histoquimica para BMPs e BMPRs foi
identificada tanto em células epiteliais como no estroma do ameloblastoma,
sugerindo que estas BMPs agem por meio de mecanismos autécrinos e paracrinos e
estdo envolvidos na interacdo epitélio-mesenquimal no tumor. Além disso, foi
sugerido que essas proteinas influenciam na citodiferenciacdo do epitélio
odontogénico neoplasico (KUMAMOTO; OOYA, 2006). Acredita-se, ainda, que a
desregulacdo da via de sinalizacdo Wnt, importante na odontogénese, pode
influenciar no desenvolvimento do ameloblastoma. Nesse mecanismo, a
estabilizacdo da B-catenina citoplasmatica e sua translocacdo para o nucleo

favorecem a superexpressdo de genes relacionados a proliferagcdo celular
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(POLAKIS, 2000). No ameloblastoma, foi identificado um acumulo nuclear de [3-
catenina, sugerindo que tal alteracdo pode estar associada a tumorigénese
(KUMAMOTO; OOYA, 2005; TANAHASHI et al., 2008).

Além desses genes, o gene AMBN, que codifica a proteina ameloblastina,
importante na diferenciacdo dos ameloblastos e sinalizacdo epitélio-mensenquimal
durante a odontogénese, tem mostrado uma funcdo importante na tumorigénese do
ameloblastoma e de outros tumores odontogénicos. Mutagcdes somaticas na regido
codificadora do gene foram identificadas no ameloblastoma multicistico e unicistico,
no tumor odontogénico escamoso e tumor odontogénico adenomatéide (PERDIGAO
et al., 2004). A auséncia de outras proteinas de matriz no ameloblastoma, como a
amelogenina e enamelina, sugere que as células neoplasicas ndo sofrem maturacéo
funcional com secrecéo de proteinas do esmalte (PERDIGAO et al., 2004; SAKU et
al., 1992).

Estudos mostraram outros aspectos genéticos e moleculares que podem
exercer influéncia na patogénese do ameloblastoma, destacando a apoptose,
clonalidade, genes supressores de tumor e outros relacionados ao ciclo celular
(GOMES et al., 2009; LUO et al. 2006; NODIT et al., 2004). Acredita-se que genes
envolvidos no mecanismo da apoptose sejam reguladores da proliferacdo de células
tumorais no ameloblastoma, uma vez que tais genes participam do processo da
tumorigénese em diversos tipos de cancer (LUO et al., 2006; SANDRA et al., 2001).
Foi demonstrado um perfil distinto de expressdo de proteinas nas células
neoplasicas. As células basais periféricas apresentaram um perfil anti-apoptotico
com expressao pronunciada da proteina Bcl-2; j4 as células localizadas nas areas
centrais das ilhas de epitélio foram positivas para a caspase-3, revelando um perfil

pré-apoptético (SANDRA et al., 2001). Apesar desse perfil distinto de expresséao, a
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apoptose nao foi considerada como um marcador de recorréncia, uma vez que nao
foi verificada diferenca de tais proteinas entre ameloblastomas primarios e
recorrentes (LUO et al., 2006).

O gene TP53 é classicamente conhecido com um gene supressor de tumor,
cujas alteracdes moleculares tém mostrado associacdo com a carcinogénese. No
entanto, no ameloblastoma, acredita-se que alteracbes nesse gene ndo sejam téo
relevantes. Carvalhais et al. (1999) identificaram negatividade da proteina p53 em
amostras de ameloblastoma e em outros tumores e cistos odontogénicos, como
tumor odontogénico queratocistico e cisto radicular (CARVALHAIS et al., 1999). Vale
ressaltar que essa proteina possui um curto periodo de meia-vida; uma vez alterada
em neoplasias, aumenta o seu tempo de meia-vida, sendo assim, identificada nos
tecidos (VOUSDEN; LANE, 2007). Além disso, mutacdes, metilacdo ou perdas
alélicas nesse gene sao eventos pouco frequentes no ameloblastoma (KUMAMOTO
et al.,, 2004; MOREIRA et al., 2009; SANDRA et al., 2002; SHIBATA et al., 2002).
Sugere-se que o gene MDM2, cuja expressao proteica foi altamente expressa no
ameloblastoma, seja um importante regulador negativo do TP53 nesse tumor,
independente de outras alteracdes moleculares (CARVALHAIS et al., 1999; revisado
por GOMES et al., 2010). O PTEN é outro gene supressor de tumor que vem sendo
investigado em amostras de ameloblastoma. A expressdo protéica reduzida desse
gene (KUMAMOTO; OOYA, 2007), associada a frequentes perdas alélicas, sugere
um papel importante do mesmo na patogénese do ameloblastoma (NODIT et al.,
2004).

O indice de proliferacdo celular € outro aspecto importante que parece ser
relevante na patogénese do ameloblastoma. Positividade nuclear para a proteina

Ki67 foi identificada na periferia das ilhas epiteliais no ameloblastoma sélido e no
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unicistico. Esse padrdo de marcacdo sugere que a proliferacdo celular e o
consequente crescimento do ameloblastoma ocorrem, preferencialmente, em areas
periféricas compostas por células tipo-ameloblastos (JAASKELAINEN et al., 2004).
Foi demonstrado um maior indice de proliferacdo celular em ameloblastomas
recorrentes em relacdo a lesbes primarias (HIRAYAMA et al., 2004; PIATTELLI et
al., 1998). Uma observacdo interessante mostrou um maior indice de proliferacao
celular em ameloblastomas com maior frequéncia de alteracdes microssatélites
(MIGALDI et al., 2008). No entanto, ndo € bem esclarecido se a proliferagdo das
células tumorais favorece as alteracbes microssatélites ou se tais alteracfes sao
responsaveis pela desregulacéo do ciclo celular (revisado por GOMES et al., 2010).

O padréao de clonalidade das células odontogénicas no ameloblastoma é um
evento pouco investigado. A natureza clonal de uma leséo pode ser avaliada atraves
de um ensaio fenotipico baseado na inativacdo do cromossomo X, especialmente
em lesbes que ndo tém marcadores genéticos definidos (CHEN; PRCHAL, 2007).
Foi demonstrado um padrdo monoclonal das células do ameloblastoma sélido,
sugerindo a origem tumoral de um unico clone alterado de células odontogénicas.
Esse padréo de clonalidade pode ser devido a mutacdo soméatica em um clone
especifico de células embrionarias (GOMES et al., 2009).

N&o h& um conhecimento preciso sobre as causas da invasividade local do
ameloblastoma. Acredita-se que o0 crescimento e proliferacdo das células
neoplasicas estejam relacionados a ruptura da membrana basal e a acdo de
proteinas envolvidas na osteoclastogénese e componentes da matriz extracelular,
como o fator de diferenciacdo de osteoclastos RANKL e as metaloproteinases da

matriz (MMPs) (PINHEIRO et al., 2004; QIAN et al., 2010). Estudos mostraram que

células odontogénicas do ameloblastoma podem induzir a osteoclastogénese
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através da sintese de RANKL e TNFa (SANDRA et al., 2005). Dessa forma, a
reabsorcéo do tecido 6sseo circundante ao tumor pode favorecer a invasividade das
células neoplésicas em proliferacdo (GOMES et al., 2010). O carater invasivo do
ameloblastoma foi, também, associado a expressdo de MMPs (WANG et al., 2008;
ZHANG et al.,, 2010a). Tanto as células do estroma fibroso como as células
neoplasicas do ameloblastoma podem ser responsaveis pela sintese dessas
enzimas proteoliticas que degradam a matriz 6ssea e matriz extracelular, criando um
microambiente favoravel ao crescimento tumoral (HENRIQUES et al., 2011,
PINHEIRO et al., 2004).

Outras alteracdes como perdas alélicas relacionadas a genes supressores de
tumor, desregulacdo da via de sinalizacdo HH, metilacio do DNA e funcéo

proteolitica de metaloproteinases no ameloblastoma serdo abordadas a seguir.
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2.2 Metaloproteinases da matriz

Metaloproteinases da matriz (MMPs) compreende uma familia de enzimas
zinco-dependentes, geneticamente distintas, mas estruturalmente relacionadas em
sua constituicdo molecular. Estas enzimas sao responsaveis pela degradacdo de
proteinas da matriz extracelular e componentes da membrana basal (FANJUL-
FERNANDEZ et al., 2010; QUILLARD et al., 2011). As MMPs s&o, também,
relevantes no processamento de proteinas que ndo sao proprias da matriz
extracelular, tais como fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas (BUTLER et
al.,, 2009; LEVI et al.,, 1996; MCQUIBBAN et al.,, 2001). Sao funcionalmente
importantes na organogénese, remodelacédo de tecidos, migracdo e adesao celular,
angiogénese, desenvolvimento 6sseo e nos processos de invasdo e metastase de
neoplasias malignas (PAGE-MCCAW et al., 2007; ROWE; WEISS, 2008; ZHOU et
al., 2010). Engloba um grupo de 24 enzimas humanas classificadas em diferentes
grupos, como colagenases, estromelisinas, gelatinases, matrilisinas, MMPs tipo-
membrana e outras MMPs, cuja classificacdo se baseia na especificidade do
substrato e estrutura molecular (NAGASE et al.,, 1992; PUENTE et al., 2003).
Basicamente, a arquitetura molecular de uma MMP ¢é constituida por um dominio
pré-peptideo  (pr6-dominio) contendo um motivo cisteina, um dominio
metaloproteinase catalitico que apresenta o ion zinco, um peptideo de ligagdo e um
dominio hemopexina. De acordo com o tipo de metaloproteinase, a estrutura da
enzima pode ser modificada pela perda ou incorporacdo de alguns dominios
adicionais, responsaveis pelas funcdes distintas das MMPs (Figura 2) (FANJUL-

FERNANDEZ et al., 2010).
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As metaloproteinases sdo secretadas na matriz extracelular ou encontram-se
ligadas a membrana, cujo dominio catalitico se apresenta disposto no meio
extracelular (HADLER-OLSEN et al.,, 2011). S&o secretadas como zimogenos. A
manutencdo do estado de laténcia da enzima é devido a ligacdo do residuo cisteina
ao ion zinco, presente no dominio catalitico. Sugere-se que a ativacdo da enzima
latente ocorre, principalmente, por mecanismos que levam a dissocia¢ao da ligacao
zinco-cisteina. Assim, essa ruptura é entendida como um “switch” que dispara a
ativacdo da MMP (VAN WART; BIRKEDAL-HANSEN, 1990). As MMPs secretadas
sdo ativadas no meio extracelular ou na membrana celular. No entanto, algumas
metaloproteinases podem ser ativadas no meio intracelular, por furinas ou pro-

proteinas convertases (NAGASE, 1997; PEI; WEISS, 1995).
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Figura 2. Composicdo molecular e classificagcdo estrutural das MMPs de acordo com
a disposicéo dos dominios.
Fonte: FANJUL-FERNANDEZ al., 2010
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A expressdo e a atividade funcional das MMPs podem ser reguladas em
diversos niveis, destacando o nivel transcricional, a ativacdo da pré-enzima e sua
inibicdo enddgena. Esses mecanismos podem atuar de maneira coordenada para
reprimir a acdo proteolitica da enzima (CLARK et al., 2008; FANJUL-FERNANDES
et al., 2010; SORSA et al., 2004; TIAN et al., 2011). De maneira geral, a atividade da
metaloproteinase é controlada pelo equilibrio entre a sintese da enzima e sua
degradacdo por inibidores e/ou reguladores endégenos (FANJUL-FERNANDES et
al., 2010; SORSA et al., 2004).

A expressdao dos genes MMPs €, primariamente, regulada através da
transcricdo, que usualmente resulta em niveis basais dos transcritos nos processos
fisiol6égicos. A maioria das MMPs compartilha de elementos cis-regulatérios comuns
na regido promotora do gene, como os sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do
TATA, AP-1, STAT e NF-kB. Como resultado, as metaloproteinases podem ser co-
reguladas em sua expressao pelos mesmos estimulos (FANJUL-FERNANDES et al.,
2010). No entanto, algumas MMPs funcionalmente relacionadas, como as
gelatinases MMP-2 e MMP-9, diferem de maneira significativa na composicao de
seus elementos cis-regulatérios. Dessa forma, essas duas enzimas podem
apresentar mecanismos distintos de regulacédo génica. Por ndo apresentarem muita
similaridade nos sitios de ligacdo na regido promotora, um determinado fator de
transcricdo pode influenciar de maneira distinta sobre essas duas gelatinases
(FANJUL-FERNANDES et al.,, 2010). Citocinas e fatores de crescimento podem
exercer um papel importante na regulacdo de metaloproteinases; a interleucina-1a é
capaz de estimular a expressdao de MMP-1 e MMP-3 em células do estroma
conjuntivo (CHEVRONNAY et al., 2011) De maneira semelhante, o fator de necrose

tumoral-a, fator de crescimento transformador-p1 e a interleucina-1f podem
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favorecer o aumento da expressao ou a ativacdo de pro-MMPs, especialmente as
gelatinases (ROY et al., 2011).

A ativacdo da pro-enzima € outro mecanismo pelo qual as MMPs sao
reguladas. Para isso, faz-se necessaria uma modificacdo fisica na localizacdo do
pro-dominio, visando a separacdo da ligacdo zinco-cisteina, responsavel pelo
carater inativo da proteina. Dois mecanismos principais estdo envolvidos na ativacao
de metaloproteinases. Um deles envolve a clivagem proteolitica e remocéo do pro-
dominio. Outro mecanismo € a ativacdo alostérica, em que ocorre uma modificacao
conformacional na proteina; o pro-dominio € deslocado do sitio catalitico da enzima
sem ocorrer clivagem em sua estrutura (NAGASE et al.,, 1997; VAN WART;
BIRKEDAL-HANSEN, 1990) (Figura 3).

E bem estabelecida a participacdo de inibidores teciduais de MMPs (TIMPS)
atuando como reguladores negativos da expressao dessas enzimas (PAGE-MCCAW
et al., 2007; TIAN et al., 2011; YAN; BOYD, 2007). As TIMPs inibem a atividade das
MMPs pela formacdo de um complexo estequiométrico inibidor-enzima, que favorece

a inibicdo endbégena da metaloproteinase (BREW et al., 2000).
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Figura 3. Ativacdo proteolitica e alostérica de MMPs. A: Clivagem
proteolitica do pr6-dominio e dominio hemopexina por varias proteinases e
outros compostos quimicos. B: Ativacao alostérica em que o pré-peptideo
permanece intacto. Nesse processo identifica-se uma mudanca
conformacional na estrutura da proteina, podendo ocorrer uma auto-
clivagem gue ndo remove o pro-dominio conservado.

Fonte: HADLER-OLSEN al., 2011.
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Mecanismos epigenéticos, como metilagdo do DNA, modificagdo na estrutura
da cromatina e acetilacdo de histonas, foram relacionados a regulacéo da expressao
de MMPs (CHERNOV et al.,, 2009; COUILLARD et al.,, 2010; MA et al., 2004,
SHUKEIR et al., 2006). A metilacdo de ilhas ricas em dinucleotideos CpG tem sido
amplamente reconhecido como um mecanismo eficiente de repressao da transcricao
génica (MARTIN-SUBERO; ESTELLER, 2011; ESTELLER, 2011; LUJAMBIO et al.,
2010). Foi observada, em células de linfoma, uma associagdo inversa entre a

metilacdo promotora e os niveis de expressdo do gene MMP-9 (CHICOINE et al.,
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2002). De maneira similar, a hipometilagdo de MMP-2 mostrou uma associagdo com
a transcricdo aumentada do gene e a invasividade de células neoplasicas (SHUKEIR
et al., 2006). Dessa forma, as evidéncias sugerem que uma redugdo dos niveis de
metilacdo de genes MMPs pode ser funcionalmente relevante para o aumento da
expressao génica.

A remodelacédo da estrutura da cromatina é outro evento epigenético que foi
associado ao controle da expresséo de algumas MMPs (MA et al., 2004; QIN; HAN,
2010). Esse evento esta intrinsecamente relacionado aos niveis de acetilacdo de
histonas, que favorece a manutencdo de um estado desenovelado da cromatina
para a acdo funcional de fatores de transcricdo. Foi demonstrado que deacetilacédo
da histona HDAC4 esta associada a reducdo da transcricdo e expressao protéica de
MMP-9 e MMP-13 (QIN; HAN, 2010). Nesse contexto, o estado deacetilado da
histona estaria favorecendo um enovelamento da cromatina, tornando a regido
promotora dos genes menos acessivel aos fatores de transcricao (QIN; HAN, 2010).

O gene MMP-1 também mostrou ser alvo da acetilacdo de histonas. Em um
modelo de estudo em fibroblastos da derme sob a acdo da luz-ultravioleta, foi
verificada uma associacdo entre o aumento da expressao de MMP-1 e a acetilacéo
da histona H3 (KIM et al., 2009).

Estudos recentes tém mostrado que os micro-RNAs podem influenciar na
regulacdo pos-transcricional das MMPs (OSAKI et al., 2011; YAN et al., 2011). Estes
pequenos RNAs sdo capazes de regular a expressao génica através da degradacao
do RNA mensageiro ou represséo da traducao (GARTEL, 2006; ZHANG et al.,
2007). Tem-se observado que os micro-RNAs podem atuar direta ou indiretamente
sobre a expressdo de MMPs. Um estudo funcional em células de glioblastoma

mostrou que o0 microRNA-146b reduziu a migracdo e capacidade invasiva das
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células, sendo tal efeito mediado pela reducéo da expressdo de MMP-16 (XIA et al.,
2009). Em um modelo de estudo de infarto no miocardio, a superexpressdo do
microRNA-21 foi associada indiretamente ao aumento da expressao de MMP-2,
através da reducdo dos niveis de transcricdo do gene PTEN, que tem o MMP-2
como alvo (ROY et al., 2009). Outro estudo mostrou que o0 miR-491-5p tem o MMP-9
como alvo especifico; a superexpressao desse microRNA esta associada a reducéo
dos niveis de transcricao de MMP-9 e a consequente inibicdo da invasao de células
neoplasicas do glioma (YAN et al.,, 2011). Dessa forma, as MMPs podem ser
reguladas no nivel transcricional ou pds-transcricional, ser alvo de alteracbes
genéticas ou modificacdes epigenéticas. Tal regulacdo pode favorecer o equilibrio
ou a desregulacdo da expressdo protéica e funcionalidade da MMP, seja em

processos fisioldgicos ou patologicos.
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2.2.1 Metaloproteinases da matriz na patogénese do ameloblastoma

As MMPs e seus inibidores enzimaticos (TIMPs) foram descritos como
elementos fundamentais na interacdo entre células epiteliais e componentes
mesenquimais em tecidos odontogénicos neoplasicos e fisiolégicos (KUMAMOTO et
al., 2003). A expressdo de MMPs e TIMPs foi investigada em germes e foliculos
dentarios, sendo que a interacdo dessas moléculas pode controlar o turnover
durante o desenvolvimento dos tecidos derivados do epitélio odontogénico
(HEIKINHEIMO; SALO, 1995; SAHLBERG et al., 1999). Os estudos destacaram a
relevante funcdo dessas enzimas na patogénese de tumores odontogénicos,
sobretudo envolvida no crescimento e invasividade tumoral (SIQUEIRA et al., 2010;
WANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010a)

A MMP-2 é uma das mais importantes enzimas proteoliticas que degrada a
membrana basal e a matriz extracelular durante a invasdo e metastase tumoral
(WANG et al, 2007). Acredita-se que as células neoplésicas utilizam as
metaloproteinases fisiologicas para faciltar o mecanismo de invasdo tumoral
(HEPPNER et al, 1996). Embora esta enzima esteja relacionada ao
desenvolvimento de tumores, sugere-se que esta seja constitutivamente expressa
em tecidos fisioldégicos e em varios tipos celulares, apresentando caracteristicas de
um gene endogeno (CROWTHER et al., 2000; GOODALL et al., 2001; HUHTALA et
al., 1990).

A atividade da MMP-2 estd relacionada a capacidade invasiva do
ameloblastoma. Um estudo funcional mostrou que a inibicdo da enzima MMP-2 foi

capaz de inibir a invasdao tumoral in vitro e in vivo. O inibidor MMP-2I reduziu
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significativamente os niveis de MMP-2, secretado pelas células neoplasicas, e a taxa
de invasividade celular (ZHANG et al., 2009a).

Sugere-se que uma maior expressao e atividade do gene MMP-2 esteja
associada a um comportamento infiltrativo mais agressivo do ameloblastoma
(PINHEIRO et al., 2004; WANG et al., 2008; ZHANG et al., 2009a). A proteina MMP-
2 foi significativamente mais expressa no carcinoma ameloblastico e no
ameloblastoma comparado ao tumor odontogénico queratocistico. Foi demonstrado,
ainda, que a enzima pode ser regulada, de maneira importante, pelo gene RECK.
Uma relacdo inversa entre a expressdo de RECK e MMP-2 foi verificada no
ameloblastoma. Sugere-se que a regulacdo inibitéria de MMP-2 por esse gene
possa ser um mecanismo importante envolvido nos processos de invasdo do
ameloblastoma, através da regulacdo poés-traducional de MMP-2 (ZHANG et al.,
2009b).

A invasividade do ameloblastoma esta intimamente relacionada ao
mecanismo da osteoclastogénese. As células do tumor apresentam capacidade de
induzir a reabsorcao 0ssea através da secregao de fatores como o RANKL e TNFa
(SANDRA et al., 2005). Além disso, a degradacdo da matriz 6ssea no tumor esta
intrinsecamente relacionada a acao de MMPs sintetizadas pelas células neoplasicas
do ameloblastoma (QIAN et al., 2010). A MMP-9 &, provavelmente, a mais
importante proteinase envolvida na reabsor¢cdo 0ssea (ANDERSEN et al., 2004).
Essa proteina, juntamente com RANKL, pode ter uma funcédo primordial na
osteoclastogénese durante o crescimento do ameloblastoma (QIAN et al., 2010).

A presenca de MMP-2 e MMP-9 no ameloblastoma é, possivelmente,

relacionada a diferenciacdo celular que ocorre nas ceélulas neoplasicas. Essas
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células ndo sofrem processo de maturacdo e possuem a capacidade de sintese de
moléculas da matriz extracelular (RIBEIRO et al., 2009; TSUJIGIWA et al., 2005).

A proteina MMP-9 mostrou-se mais expressa em relacdo a MMP-2 no
ameloblastoma. Sugere-se que as MMPs-2 e -9 atuem de maneira combinada com a
MMP-1 para promover a degradacdo do colageno presente na matriz extracelular
(RIBEIRO et al.,, 2009). E interessante destacar que tais MMPs apresentaram
imunolocalizacdo tanto no parénquima como nas células do estroma tumoral. Dessa
forma, o caréater invasivo do tumor pode ser explicado, em parte, como resultado da
participacdo ativa das células do estroma e de seus produtos secretados na matriz
(RIBEIRO et al., 2009).

Ensaios imuno-histoquimicos verificaram a expressdao de MMPs na interface
ameloblastoma-0sso, sugerindo, dessa forma, a importancia dessas proteases na
degradacédo da matriz e crescimento tumoral (PINHEIRO et al., 2004). Destacaram,
ainda, que a imunopositividade das MMPs nas células neoplésicas pode ser
constitutivamente regulada ou estimulada por citocinas e fatores de crescimento
(Chang, Werb, 2001; Visse; Nagase, 2003), e a expressdao dessas enzimas no
estroma €, provavelmente, causada pela inducdo tumoral (Sternlicht; Werb, 2001).
Foi demonstrada uma maior expressdao de MMP-9 em células do estroma do
ameloblastoma comparada a amostras de tecidos odontogénicos normais, como
papila e foliculo dentario. Inibidores de MMPs, como TIMP-1 e TIMP-2, foram
expressos nas celulas neoplasicas, componentes do estroma e membrana basal. O
equilibrio entre MMPs e TIMPs pode ser considerado com um possivel determinante
de progressao do ameloblastoma (KUMAMOTO et al., 2003).

O estudo dos componentes da matriz extracelular e da membrana basal é um

fator-chave para o melhor entendimento do comportamento biologico de lesdes
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odontogénicas (ALAEDDINI et al., 2009). Nesse contexto, Henriques et al. (2011)
demonstraram que a interacdo entre colageno tipo IV, MMP-9 e TIMP-2 € um
importante fator para o estabelecimento de diferencas do comportamento biolégico
entre cistos e tumores odontogénicos. Ameloblastoma e tumor odontogénico
queratocistico apresentaram maior imunopositividade de MMP-9, especialmente no
estroma, em relacéo a lesdes de baixa agressividade, como cisto dentigero e cisto
radicular. Os tumores em questdo, cuja expressdao de MMP-9 mostrou-se
aumentada, apresentaram, ainda, expressdo reduzida de colageno tipo IV e
marcacdo descontinua da proteina nha membrana basal. Assim, sugeriu-se que a
degradacdo da membrana basal pode ser consequéncia da acdao de MMP-9
(HENRIQUES et al.,, 2011). A perda da integridade da membrana basal é,
sabidamente, conhecida por favorecer as alteracdes na interacdo epitélio-
mesénquima, que pode contribuir para os mecanismos de diferenciacdo e

proliferacéo tumoral do ameloblastoma (NAKANO et al., 2002).
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2.3 Metilacdo do DNA

A adicao do radical metil (CH3) em regifes especificas do DNA, que contém
predominantemente nucleotideos citosina, denomina-se metilacdo. Esse mecanismo
€ um dos principais eventos epigenéticos. Exerce funcdes importantes no controle
da expressédo génica, desenvolvimento embrionario, inativacdo do cromossomo-X e
regulacédo de genes envolvidos no controle do ciclo celular, além de ser um processo
essencial para o desenvolvimento de mamiferos (BIRD, 2002; ESTELLER, 2002).

Em 1948, foi descoberta a 5’'metil-citosina (WEISSBACH, 1993). Esta
corresponde a uma citosina metilada, isto €, possui um grupamento metil adicionado
na posicao 5 do anel pirimidico. Porém, nem toda citosina presente no genoma pode
ser metilada. Para que ocorra o processo de metilacdo é necessario que a citosina
esteja na sequéncia 5’-CG-3’, conhecido como dinucleotideo CpG, onde se observa
0 nucleotideo citosina seguido pela guanina, unidos entre si por uma ligacdo
fosfodiéster (SINGAL, 1999). Os dinucleotideos CpGs estdao distribuidos
heterogeneamente no genoma, encontrando-se principalmente em regides de DNA
altamente repetitivo e heterocromatina (FAZZARI; GREALLY, 2004), e na maioria
das vezes, cerca de 80%, estdo altamente metilados. No entanto, existem regiées no
genoma, ricas em CpG, que normalmente ndo estdo metiladas ou estdo metiladas
em baixa frequéncia. Trata-se de pequenas regides do DNA variando entre 0,5 a 5
Kb, ocorrendo em média a cada 100 Kb, conhecidas como ilhas CpG. Normalmente
sdo encontradas nas extremidades 5 dos genes, em geral na regido promotora,
podendo se estender para o interior do primeiro éxon. Entretanto, nem todas as ilhas
CpG localizam-se na regido promotora do gene; algumas podem ser encontradas no

interior de exons e introns (RUSSH; PLASS, 2002).
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Na grande maioria das vezes, a metilacdo ocorre em regiées promotoras e
exons, onde ha presenca de ilhas CpG (ESTELLER, 2002; FRENCH et al., 2002;
HERMAN; BAYLIN, 2003; RAZIN, 1998). Residuos de citosinas no DNA séo
convertidos em &'metil-citosina pela acdo de enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTSs). O grupo metil é doado pelo S-adenosil-metionina (SAM),
que é entdo convertida em S-adenosil-homocisteina (SAH) (Figura 4) (GRGNBAEK

et al., 2007).

Cytosine (C) 5-methylcytosine (mSC)

Figura 4. Metilacdo da citosina.
Fonte: GRONBAEK et al., 2007
Uma maior frequéncia de citosinas na regiao promotora intensifica o processo
da metilacdo, podendo levar a um estado de silenciamento génico. Esse mecanismo
pode reprimir a transcricdo diretamente pela inibicdo de fatores de transcricdo
ligados ao DNA e também, indiretamente, recrutando proteinas que ativam a enzima
histona deacetilase, responsavel por possuir complexos repressores do DNA
metilado (Figura 5) (ESTELLER, 2002; FRENCH et al., 2002; JENUWEIN; ALLIS,
2001).
O mecanismo preciso pelo qual a metilacdo reprime a transcricdo ndo € bem
estabelecido. Uma teoria sugere que a metilacdo interfira na ligacdo de fatores de

transcricAo em sequéncias regulatérias do DNA. Outra teoria, relacionada ao
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silenciamento génico através da metilacdo, € a modificacdo da estrutura da
cromatina que bloqueia o acesso dos fatores de transcricdo e, também, através da
afinidade de ligacdo do DNA metilado a proteinas que suprimem a expressao
génica, como as proteinas de ligacdo metil-CpG, destacando MeCP1l e MeCP2.
Nesse processo de silenciamento génico, ndo sé a metilagdo exerce uma influéncia,
a deacetilacdo da proteina histona também influencia sobremaneira no mecanismo
de modificacdo da estrutura da cromatina. A deacetilacdo das histonas € um
mecanismo responsavel por remover grupos acetil, levando ao enovelamento do
DNA. Este, uma vez condensado em torno das histonas, compromete a ligacdo dos
fatores de transcricdo, podendo impedir a transcricdo génica. As citosinas metiladas
tendem a recrutar histonas deacetilases favorecendo a condensacao do DNA (Figura

6) (ATTWOOD et al., 2002; ENG et al., 2000; NAN et al., 1997).

A B o
Promotor ndo metilado (ou Metilacdo CpGs bloqueia Proteinas de ligacao Me-CpG
hipometilado) permite ligacdo dos TFs; impedindo também impedem a ligagdo de
transcrigao génica a transcrigao TFs aos promotores
§ ParcpG  # Metilacao Fator de Transcricao Proteinas de
Ligacao Me-CpG

Figura 5. Mecanismo de inibicdo da transcricdo génica através da metilacdo do DNA.
Na figura 5A, CpGs ndo-metilados permitem a ligacdo do DNA a fatores de transcricdo
(TFs) favorecendo a transcricdo génica. Na figura 5B, a transcricdo é comprometida pela
metilacdo dos CpGs, que bloqueia a ligagdo dos TFs ao DNA. A figura 5C mostra o
bloqueio da transcri¢do, através da afinidade do DNA metilado a proteinas de ligacdo Me-
CpG, que também impedem a ligacédo de TFs aos promotores.

Fonte: ATTWOOQD et al., 2002
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Figura 6. Estrutura da cromatina ativa e inativa na regido promotora do gene. A)
Cromatina ativa na transcricdo é caracterizada por citosinas nao-metiladas e histona
terminal acetilada. Lisina 4 na histona H3 é tri-metilada. B) Quando as citosinas tornam-se
metiladas, elas se ligam a dominios protéicos MBDs que atraem histonas deacetilases
(HDACs), que removem grupos acetil da histona terminal. O DNA se enovela sob a forma
de uma estrutura da cromatina ‘fechada’, carreando o marcador de silenciamento lisina 9
trimetilada da histona 3. Esse mecanismo compromete a transcricdo génica.

Fonte: GRONBAEK et al., 2007

No mecanismo da metilacdo do DNA, trés formas ativas de DNMTs foram
identificadas em células de mamiferos, incluindo uma enzima de manutencdo, a
DNMT1, e duas enzimas que favorecem o processo da metilacdo de novo,
destacando a DNMT3A e DNMT3B (HERMANN et al., 2004). Embora tais enzimas
atuem cooperativamente para estabelecer um padrdao de metilagdo gendmico,
funcdes especificas sdo executadas pelas DNMTs. A metilacdo de manutencao,
realizada pela DNMT1, ocorre, preferencialmente, pela adicdo de grupamentos metil
a citosinas do DNA hemi-metilado, subsequente a replicacdo do DNA (Figura 7)

(BESTOR, 2000; LUCZAK; JAGODZINSKI, 2006; ROBERT et al., 2003). O processo
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da metilacdo de novo, realizado pela DNMT3A e DNMT3B, ocorre pela metilagéo do

DNA nao-metilado e hemi-metilado, com igual eficiéncia (Figura 8) (HSIEH, 2000).
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Figura 7. Esquema da metilagdo de manutencéo. As duas fitas de DNA, inicialmente
metiladas, d&o origem a duas copias hemi-metiladas. A enzima DNMT1 favorece a adicao
do radical metal (CHz) ao DNA hemi-metilado, subsequente a replicacdo, favorecendo a
manutencdo de um padréo inicial de metilacéo.

Fonte: LUCZAK; JAGODZINSKY, 2006.

Metilacdo de novo

Figura 8. Esquema da metilacdo de novo. As duas fitas de DNA nao-metiladas d&o
origem a duas copias ndo-metiladas. Durante a replicagdo, por exemplo, as enzimas
DNMT3A e DNMT3B podem estabelecer um novo padrdo de metilacdo, adicionando
radicais metil (CH,) as fitas de DNA n&o-metiladas.

Fonte: LUCZAK; JAGODZINSKY, 2006
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O processo que inicia a metilacdo de novo ainda ndo é claramente conhecido;
entretanto, em plantas, € descrita uma relacdo com o mecanismo do RNA de
interferéncia (siRNA), que pode ter como alvo a regido promotora do gene e iniciar o
processo de metilacdo das ilhas CpG (BIRD, 2002). No entanto, nao foi identificado
se um mecanismo similar ocorre em células de mamiferos.

Os fatores que influenciam a expressao das DNMTs em células humanas néo
sdo claramente determinados. Acredita-se que a idade pode alterar o padrdo de
metilacdo do DNA. Os mecanismos pelos quais este fator leva ao aumento ou
reducdo da metilacdo do DNA ndo sdo bem esclarecidos. Ndo ha um consenso
sobre o real efeito da idade sobre a metilagdo (RICHARDSON, 2003; VERTINO et
al., 1994; XIAO et al., 2003). Além disso, a idade, influenciada pela diminuicdo do
consumo de folato na dieta e consumo de alcool, pode alterar a metilacdo. (KIM,
2004; RICHARDSON, 2003). Evidéncias mostraram uma importante associacao
entre tabagismo e metilacdo; esse processo pode estar associado a exposicdo a
fatores carcinogénicos do tabaco (Al et al. 2003; HASEGAWA et al., 2002).

Embora as modificacdes derivadas da metilacdo da citosina sejam pouco
frequentes, elas podem ocasionar mutacfes (RAZIN, 1998). French et al. (2002)
propuseram que modificacbes epigenéticas podem ser eventos iniciais na
carcinogénese, enquanto as alteragbes genéticas podem ser consequéncia da
ruptura de um estado epigendmico. Dessa forma, a metilacdo pode estar envolvida
tanto na causa como na consequéncia do processo carcinogénico (FRENCH et al.,
2002). Alem disso, a frequéncia de metilacbes ou mutacdes genéticas varia entre os
genes. Essas variagcdes podem resultar em diferentes tipos tumorais, além de

exercerem importante influéncia no prognéstico (GOLUB et al., 1999).



50

A metilacdo do DNA foi associada ao desenvolvimento de varios tipos de
canceres, incluindo o cancer de pulmdo (HERMAN; BAYLIN, 2003; JONES; LAIRD,
1999), adenocarcinoma pulmonar (KIM et al., 2001), carcinoma epidermdide de
cavidade bucal (SHAW et al., 2007) e carcinoma epidermoéide de cabeca e pescoco
(CALMON et al., 2007). Esse evento epigenético esta intimamente relacionado a
inativacdo transcricional de genes supressores de tumor (ESTELLER, 2002;
HERMAN; BAYLIN, 2003; JONES; LAIRD, 1999). As neoplasias sofrem alteracdes
paradoxais no padrdo de metilacdo do DNA, podendo ser caracterizadas por uma
perda global da metilacdo, que ocorre principalmente em regides de DNA repetitivo,
ou por um ganho de metilacdo em ilhas CpG na regido promotora de genes
supressores de tumor, como pl16, Rb e BRCAl (ESTELLER, 2011) (Figura 9). Dessa
forma, sugere-se que além da hipermetilacdo, a hipometilagdo também pode estar
envolvida na carcinogénese através de um mecanismo de ativacdo indevida de
oncogenes (AUERKARI, 2006) e, também, através da reativacédo de regides de DNA
repetitivo, altamente instaveis no genoma (SUBBALEKHA et al., 2009).

Os microRNAs (miRNA) sdo pequenos RNAs nao-codificantes que regulam a
expressao de genes-alvo na fase pos-transcricional, atuando na degradacédo do RNA
mensageiro ou inibicdo da traducdo (GARTEL; KANDEL, 2006; ZHANG et al., 2007).
Estudos recentes tém mostrado que a repressédo transcricional de miRNAs
supressores de tumor através da hipermetilacdo parece ser uma caracteristica
presente em neoplasias. Dessa forma, a inativacdo epigenética de mMIiRNAs
supressores de tumor pode vir a ser utilizada como biomarcador de neoplasias e,
também, um alvo potencial de tratamento da doenca através de estratégias
terapéuticas que promovam a ativacéo funcional de miRNAs supressores inativados

pela metilacdo (MELO et al., 2011).
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Figura 9. Padrdo de metilagdo aberrante do DNA no céancer humano.
A: Sequéncias de DNA repetitivo altamente metiladas tornam-se hipometiladas,
podendo levar a instabilidades genémicas. B: llhas CpG nao-metiladas em genes
codificantes ou microRNAs supressores de tumor tornam-se hipermetilados e,
portanto, silenciados em células neoplasicas.

Fonte: LOPEZ-SERRA; ESTELLER, 2011.
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2.3.1 Metilagdo do DNA na patogénese do ameloblastoma

A pesquisa de eventos epigenéticos envolvendo a patogénese do
ameloblastoma ou outros tumores odontogénicos é muito limitada. Somente alguns
estudos investigaram o padrdo de metilagdo do DNA nesses tumores, incluindo o
ameloblastoma, tumor odontogénico queratocistico, tumor odontogénico
adenomatdéide, tumor odontogénico cistico calcificante e mixoma odontogénico
(KITKUMTHORN; MUTIRANGURA, 2010; MOREIRA et al., 2009a; MOREIRA et al.,
2009b, MOREIRA et al., 2011).

Kitkumthorn e Mutirangura, em 2010, compararam diferencas nos niveis de
metilacdo de retrotransposons LINE-1 em ameloblastoma e tumor odontogénico
queratocistico. Foi demostrada uma reducéo significativa dos niveis de metilacdo de
LINE-1 no ameloblastoma (KITKUMTHORN; MUTIRANGURA, 2010). As sequéncias
LINE-1 sdo regibes amplamente distribuidas no genoma, ricas em dinucleotideos
CpG, portanto, passiveis de sofrer alteracbes no perfil de metilacdo (SCHULZ,
2006). Em varios tipos de cancer, a hipometilacdo de LINE-1 é identificada
especialmente em estagios tardios de progressao da neoplasia (DASKALOS et al.,
2009; PATTAMADILOK et al., 2008; SUBBALEKHA et al., 2009). Além disso, esses
retrotransposons foram descritos como sequéncias importantes nos processos de
tumorigénese, podendo levar a instabilidades gendmicas, aumento de mutagoes,
fragmentacdes no DNA e inducao na diferenciacao e proliferacdo celular (ORICCHIO
et al.,, 2007; ST LAURENT et al.,, 2010). Dessa forma, a reducdo dos niveis de
metilacdo de LINE-1 pode ser um fator epigenético importante na patogénese do

ameloblastoma (KITKUMTHORN, MUTIRANGURA, 2010).
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A metilacdo de genes relacionados ao ciclo celular foi investigada em tumores
odontogénicos. O ameloblastoma mostrou diferentes frequéncias de metilacdo para
0s genes P16, P21, P27, TP53 e RB1. Os genes supressores de tumor P16 e P21
apresentaram maiores frequéncias do perfil metilado em relacdo aos demais. A
metilagdo do gene TP53 foi um evento pouco comum. Esses achados sugerem que
a metilacdo de genes supressores de tumor, regulatorios do ciclo celular, pode
contribuir para a tumorigénese de lesdes odontogénicas (MOREIRA et al., 2009a).

Considerando a metilacdo de MMPs no ameloblastoma, ndo ha estudos na
literatura relacionados a investigacdo do perfil de metilacdo de tais genes nesse
tumor. Apesar de ser bem estabelecida a importancia das metaloproteinases da
matriz nos mecanismos de proliferacédo e invasividade das células do ameloblastoma
(QIAN et al., 2010; ZHANG et al., 2010b; ZHOU et al., 2010), é desconhecida a

importancia de eventos epigenéticos em MMPs na patogénese do ameloblastoma.
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2.4 Perda de Heterozigosidade

Perda de heterozigosidade (LOH) refere-se a uma alteracdo genética
caracterizada pela perda de um ou ambos os alelos parentais, presentes em células
normais (NAKAMURA et al., 2009). Ou ainda, a LOH pode ser entendida como uma
mudan¢a do estado de heterozigose no genoma normal para um estado de
homozigose no genoma tumoral pareado (BEROUKHIM et al.,, 2006). Este
desequilibrio alélico pode levar a ruptura dos mecanismos regulatérios e funcdes
celulares, especialmente aqueles envolvidos no processo da carcinogénese
(NAKAMURA et al., 2009).

Células neoplasicas sdo geneticamente instaveis e susceptiveis a alteracdes
cromossémicas. A LOH é um evento comumente identificado em células tumorais,
podendo ser um dos mecanismos de inativacdo de genes supressores de tumor.
Acredita-se que a LOH seja um evento frequente nos estagios iniciais da
tumorigénese (PAN et al., 2010), além disso, pode estar associada com a
progressao do cancer (PLOUSSARD et al., 2011; ZIKAN et al., 2011)

A LOH pode ser decorrente de delecdo, duplicacdo, amplificacao,
recombinacdo mitética ou perda cromossémica. Tal alteracdo genética pode ser
identificada através do estudo de marcadores microssatélites em regifes
cromossoOmicas, analisados pela comparacéo dos alelos do DNA normal com o DNA
tumoral. Marcadores microssatélites correspondem a regibes de DNA repetitivo,
altamente polimorficos e, portanto, passiveis de sofrer erros durante a replicacdo do
DNA (VAN HOUTEN et al., 2000).

A LOH em um marcador microssatélite na regidao de um gene especifico € uma

alteracdo cromossOmica importante, que pode desencadear altera¢des funcionais na
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expressao génica (HAWTHORN et al.,, 2010; PALACIOS et al., 2003; XIN et al.,
1999). Na década de 1970, foi proposto por Knudson, que alteracbes genéticas,
como mutacdes, podem ser um dos passos importantes para a completa perda de
um gene supressor de tumor. De acordo com esse modelo de supressao tumoral,
conhecido como “Two-hit”, a inativacdo de um gene supressor de tumor requer
alteracdes genéticas nos dois alelos (KNUDSON, 1971). Sabe-se, hoje, que dentre
outras alteracdes, a LOH pode ser um evento relevante para a inativacdo de genes
supressores de tumor. Dessa forma, segundo o Modelo de Knudson, um alelo
poderia ser inativado por mutacdo, e o outro, por LOH (PAN et al., 2010). No
entanto, estudos contrapdem essa idéia, pontuando que a LOH é um evento que
pode estar associado a um estado de haploinsuficiéncia génica. Nesse contexto, a
perda ou inativacdo de apenas um unico alelo pode ser um fator importante para o
comprometimento funcional de um gene supressor de tumor, podendo induzir ao

cancer (BERGER et al., 2011; WETMORE et al., 2000; ZURAWEL et al., 2000).
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2.4.1 Perda de heterozigosidade no ameloblastoma e outros tumores

odontogénicos

Diversos estudos tém buscado identificar os eventos moleculares
responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo do ameloblastoma, destacando os
de carater genético e epigenético (BARRETO et al.,, 2002; KITKUMTHORN,
MUTIRANGURA, 2010; MIGALDI et al., 2008; WANG et al., 2008). No entanto,
pouco se sabe sobre a influéncia de alteracbes cromossémicas na patogénese deste
tumor. A LOH é um mecanismo que tem sido associado a varias neoplasias,
incluindo as de natureza odontogénica (HAWTHHORN et al., 2010; MIGALDI et al.,
2008; UCHIDA et al., 2011; XIN et al., 1999).

Em tumores e cistos odontogénicos, como tumor odontogénico
gueratocistico, cisto odontogénico ortoqueratinizado, fiboroma ameloblastico, fibro-
odontoma amelobléstico, cisto dentigero, a LOH foi identificada em genes como o L-
myc, PTEN, FHIT, PTCH, TP53, pl16 e locus do gene Rbl (AGARAM et al., 2004,
DINIZ et al., 2011; GALVAO et al., 2012; LEVANAT et al., 2000; MIGALDI et al.,
2008; NODIT et al., 2004). Neoplasias malignas de natureza odontogénica como o
carcinoma ameloblastico e o fibrossarcoma ameloblastico também apresentaram
LOH com elevadas taxas de perdas alélicas (GALVAO et al., 2012; NODIT et al.,
2004).

A LOH na regido cromossdbmica 9922-31, em que o gene PTCH1 foi
mapeado, tem sido observada como um evento frequente no tumor odontogénico
queratocistico sindrébmico, embora a prevaléncia da alteracdo seja variavel, de 16-
75% aproximadamente (CHENEVIX-TRENCH et al., 1993; DANAEE et al., 2006;

PAN et al., 2010; VORECHOVSKY et al., 1997).
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A variante esporadica do tumor odontogénico queratocistico também
apresentou maior frequéncia de LOH do supressor de tumor FHIT em relagdo ao
cisto radicular e cisto dentigero, cuja prevaléncia foi quatro vezes maior (MALCIC et
al., 2008). No entanto, a prevaléncia de LOH nos diversos tumores odontogénicos
nao é bem estabelecida.

No ameloblastoma, em especifico, ha uma escassez de estudos na literatura
sobre perdas alélicas em regifes cromossémicas. Nodit et al. (2004) estudaram a
LOH em um painel de genes supressores de tumor, comparando subtipos de
ameloblastoma e carcinoma ameloblastico. A LOH nédo foi associada com o tipo
histoldgico, recorréncia ou malignidade. Além disso, os genes L-myc e PTEN
apresentaram maiores frequéncias de perda alélica, contrapondo ao TP53, cujas
alteracdes alélicas foram menos frequentes (NODIT et al., 2004).

LOH em genes da familia ING parece ser uma alteracdo genética importante
no ameloblastoma solido. As proteinas dessa familia sédo supressoras de tumor e
interagem fisica e funcionalmente com o TP53, para atuar nos mecanismos de
apoptose, reparo do DNA e regulacéo do ciclo celular. Uma relag&o significativa foi
verificada entre LOH no locus do gene ING5 e o tipo solido do ameloblastoma. Além
disso, notou-se uma tendéncia para maiores frequéncias de LOH nos casos
recorrentes do tumor (BORKOSKY et al., 2010).

Apesar da possivel associacdo entre alteragdo microssatélite e
transformacdo neoplasica, pouco se conhece sobre sua real influéncia no
desenvolvimento do ameloblastoma. Migaldi et al. (2008) analisaram uma variedade
de marcadores microssatélites relacionados a genes supressores de tumor e foi

identificada uma maior frequéncia de LOH em tumores que apresentaram maior
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indice de proliferacdo celular, além de ter sido um preditor de risco para a
recorréncia do ameloblastoma (MIGALDI et al., 2008)

A LOH no locus do gene PTCH foi verificada em outras lesdes
odontogénicas, no entanto, no ameloblastoma, esse evento genético ndo foi ainda
identificado nesse locus. Convém ressaltar que o PTCH é um gene importante nos
mecanismos da odontogénese e, possivelmente, envolvido do desenvolvimento de
tumores odontogénicos. Dessa forma, o estudo de alteracées cromossémicas nesse

gene no ameloblastoma é um alvo interessante de investigacao.
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2.5 Via de sinalizacdo Hedgehog

A sinalizacdo Hedgehog (HH) foi inicialmente investigada nos classicos
estudos de Eric Wieschaus e Christiane Nusslein-Volhard (1980). Eles identificaram
genes que controlam o padrdo de segmentacdo em embrides de Drosophila
melanogaster (mosca de fruta). A perda de funcdo de um determinado gene conferiu
um fendtipo mutante, que acarretou o desenvolvimento de embribes cobertos por
denticulos lembrando um ourico (do inglés: hedgehog). Esse gene veio a ser
denominado Hedgehog, cujo nome intitulou a via de sinalizacdo da qual € um dos
componentes (NUSSLEIN-VOLHARD; WIESCHAUS, 1980).

Em 1993, foram identificadas, em vertebrados, trés formas paralogas do
gene, denominadas Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) e Desert
Hedgehog (DHH). O primeiro recebeu o nome do ourico do videogame da Sega e,
os demais, receberam o nome de espécies de ouricos, devido a semelhanca dos
embrides com esses animais (CHANG et al., 1994; ECHELARD et al., 1993; RIDDLE
et al., 1993). Os genes da familia HH sdo altamente conservados durante a evolucao
e desempenham importante papel no desenvolvimento embrionario, proliferacao e
diferenciagdo celular (VARJOSALO; TAIPALE, 2008). O gene HH codifica uma
proteina ligante, importante nos eventos iniciais da via de sinalizacdo (STECCA,
RUIZ | ALTABA, 2010).

Na Drosophila melanogaster, os eventos moleculares da via de sinalizacéo
HH séo identificados na membrana celular. Em vertebrados, no entanto, a via HH é
processada, fundamentalmente, no cilio primario da membrana, uma organela
primitiva conservada durante a evolugdo. Uma questdao central nessa via de

sinalizacdo € o seguinte questionamento em torno do cilio primario: como animais de
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maior escala de evolugcdo podem utilizar uma estrutura celular tdo primitiva? Estudos
recentes mostraram que, apesar da maioria dos componentes da via HH esta
localizada no cilio primario e exercer suas funcdes nessa estrutura, a regulacao de
algumas proteinas, como os fatores transcricdo GLI pela proteina SUFU, ocorre
independentemente dessa estrutura (CHEN et al., 2009).

Os genes PTC, SMO e GLI também s&o componentes fundamentais nos
mecanismos de transducao da via. O gene PTC da Drosophila codifica uma proteina
transmembrana que atua como receptora para a proteina HH (STONE et al., 1996).
Dois homologos desse gene foram identificados no peixe-zebra, camundongos e
humanos: PTCH1 e PTCH2. Em humanos, o PTCH1 é o mais bem identificado e é
classificado como um gene supressor de tumor. Encontra-se mapeado no
cromossomo 9g22.3 e codifica uma glicoproteina constituida por 1500 aminoéacidos.
A sua estrutura molecular apresenta um dominio carboxi-terminal e amino-terminal
localizados no meio intracelular, e uma estrutura extracelular em forma de loop, que
serve como sitio de ligacdo para a proteina HH (HOOPER; SCOTT, 1989; MARIGO
et al., 1996). Estudos experimentais demonstraram que o PTCH1 exerce funcéo
importante no sequestro e transducdo de HH (Chen; Struhl, 1996). PTCH interage
bioguimicamente com a proteina HH e transduz sinais para outras proteinas apo6s
sua ativacdo (RUIZ-GOMEZ et al., 2007).

Outro componente da via € o gene Smoothened (SMO), que codifica uma
proteina do mesmo nome. Esta proteina é do tipo receptor acoplado a proteina G
(RUIZ-GOMEZ et al., 2007). E responsavel por intermediar a sinalizagdo HH no
interior da célula (TAIPALE et al.,, 2002). A proteina SMO encontra-se no cilio
primario da membrana e possui um mecanismo dinamico, podendo estar localizada

na membrana do cilio ou internalizada no interior de vesiculas endociticas,
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dependendo do seu estado de ativacao (KIM et al., 2009; ROHATGI et al., 2009).
Esta proteina apresenta-se sob trés diferentes estados: uma forma inativa,
internalizada em vesiculas endociticas (SmoA), que co-existe em equilibrio com uma
outra forma inativa, que se encontra ligada ao cilio (SmoB), e uma foma ativa
(SmoC), gerada a partir de SmoB, disposta na membrana do cilio (KIM et al., 2009;
ROHATGI et al., 2009).

Fatores de transcricdo da familia GLI sédo efetores-chave da sinalizagcdo HH.
Os genes gque codificam as proteinas GLI sdo encontrados nos metazoarios mais
primitivos (HERETSCH et al., 2010). A D. melanogaster codifica apenas uma Unica
proteina dessa familia - uma proteina “zing finger” sintetizada pelo gene cubitus
interruptus (ci) (ALEXANDRE et al., 1996). Em humanos, trés homologos séo
descritos, GLI1, GLI2 e GLI3. De maneira geral, tais fatores de transcricdo sao bi-
funcionais; podem ativar ou inibir a transcricdo através da ligacdo da proteina a
genes especificos, e pela interacdo com complexos de transcricdo. Um delicado
equilibrio entre as formas Gli ativadoras e repressoras parece ser o principal
determinante do grau de resposta da via sinalizacdo HH (CHEN et al., 2009).

Em sua estrutura molecular, os fatores de transcricdo possuem um dominio
repressor amino-terminal e um dominio ativador carboxi-terminal flanqueando um
dominio central “zinc finger”, que favorece sua ligacdo a sequéncias consenso em
genes alvo para iniciar ou reprimir a transcricdo (SASAKI et al., 1997). Entretanto,
na proteina GLI1 o dominio repressor esta ausente. Dessa forma, na via de
sinalizacdo HH, GLI1 age como um ativador transcricional critico, GLI2 pode atuar
como ativador ou repressor, e GLI3, como potencial repressor da transcricdo, apesar

de ser um ativador fraco da via (STECCA,; RUIZ | ALTABA, 2010).
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A sinalizacdo HH tem como foco inicial a ligacdo da proteina HH ao seu
receptor transmembrana, a proteina PTCH1, em células-alvo. Inicialmente, HH sofre
um processo de maturacdo em sua estrutura molecular; ainda no reticulo
endoplasmatico, ocorre um processo de auto-clivagem, promovido pelo dominio
carboxi-terminal (CHEN et al.,, 2011). Em seguida, o dominio amino-terminal é
covalentemente acoplado a uma molécula de colesterol e palmitoil em suas
extremidades C-terminal e N-terminal, respectivamente (KOONIN, 1995). Acredita-se
gue esta modificacdo lipidica seja importante na interacdo com a membrana
plasmatica durante o transporte do ribossomo para o meio extracelular (PETERES et
al., 2004). A secrecdo de HH requer a atividade da proteina Dispatched (DISP)
(BURKE et al., 1999), que provavelmente transporta HH através da membrana
plasmatica. No meio extracelular, HH se associa a lipoproteinas e a algumas fracdes
de proteinas de ancoragem da membrana (Figura 10). Uma vez sofrido esse
processo de maturacdo, a proteina HH € sequestrada pelo PTCH em células-alvo
(BURKE et al., 1999). Nesse contexto, a ativacdo da via HH leva a superexpressao
de PTCH, que por sua vez aumenta o sequestro de HH. Apds atingir certos niveis de
expressdo, o PTCH realiza um mecanismo de feedback negativo, regulando
negativamente sua propria transcricdo (GOODRICH et al., 1996). Além do PTCH, ha
outras proteinas reguladoras de HH que podem aumentar ou reduzir a ligacdo de HH
ao PTCH. A proteina Hhip € um regulador negativo que compete com o PTCH.
Imunoglobulinas, proteinas contendo repeticdes de fibronectina como Cdo e Boc,
bem como a proteina de ancoragem Gasl podem regular HH positivamente,

favorecendo o aumento da ligagédo de HH ao PTCH (HERETSCH et al., 2010).
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Figura 10. Modificacdo lipidica e secrecdo da proteina Hedgehog. No reticulo
endoplasmatico, a proteina Hedgehog (HH) sofre um processo de auto-clivagem e
modificacdo bi-lipidica. Em sua fracdo N-terminal ocorre a adicdo das moléculas de
colesterol e palmitoil em suas extremidades C-terminal e N-terminal, respectivamente.
HH é, entdo, transportada para o meio extracelular, onde se associa a lipoproteinas
e a algumas fracdes de proteinas de ancoragem da membrana.

Fonte: INGHAM et al., 2011.

Quando a via esté inativa, a proteina HH ndo se encontra ligada ao seu
receptor PTCH1, que atua favorecendo a inibicdo catalitica de Smo (TAIPALE et al.,
2002). PTCH1 encontra-se disposto na base do cilio primario (ROHATGI et al.,
2007). Geralmente, Smo ndo estd associada ao cilio, pois o complexo IFT,
responsavel pelo transporte intraflagelar, impede o deslocamento de Smo no cilio
(CORSBIT et al., 2005). Na base do cilio primario, PTCH1 inibe a ativacdo de SmoB
em SmoC por um mecanismo pouco conhecido (ROHATGI; SCOTT, 2007). Na
auséncia da forma ativa de Smo, fatores de transcricdo latentes da familia GLI, em
um complexo com a proteina SUFU, sdo proteossomicamente processados. Na
sequéncia de eventos, as formas GLI2/GLI3 sofrem os mecanismos de fosforilacéo e
ubiquitinacdo, o que resulta em uma degradacdo proteossdmica parcial para formar

GLI3-R, ou a completa degradacdo de GLI2 (PAN et al., 2006; WANG et al., 2000).
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GLI3-R é transportada para o interior do ndcleo e inibe a transcricdo de genes-alvo
da via HH (HAYCRAFT et al., 2005; LIU et al., 2005). Glil est4d sempre funcional,
ativando a transcricdo dos préprios genes componentes da via HH para a
manutencdo da funcionalidade da sinalizagcdo. No entanto, a transcricdo do
repressor GLI3-R é predominante, quando a via esta inativa. Supressor de fused
(SUFU) também atua nesse mecanismo, agindo como um regulador negativo da via
através da ligacdo ao GLI nuclear e citoplasmatico, inibindo assim, a ativacdo dos
genes alvos da via HH (DING et al., 1999) (Figura 11).

Quando a via HH esta ativa, a proteina HH liga-se ao PTCH1. Este acaba
perdendo sua funcdo supressora de tumor, uma vez que a ligacdo HH-PTCH1
favorece a internalizacdo de PTCH1 em vesiculas e a degradacao lisossdbmica da
proteina. Na auséncia de PTCH1, SmoC ativa é gerada no cilio primario, onde inibe
proteinas que fosforilam as formas GLI-repressoras. GLI2 e GLI3 sdo, entdo,
processados para sua forma ativa GLI2/GLI3-A e transportadas para o nucleo, onde,
juntamente com GLI1 exercem sua fungao ativadora da transcricdo de genes alvo da
via HH (HERETSCH et al., 2010) (Figura 11).

Os alvos da via de sinalizacdo HH incluem genes relacionados aos processos
de proliferagdo celular. Dessa forma, esta via exerce fungdo importante nos
mecanismos de embriogénese, diferenciacdo celular e morfogénese de érgaos e
tecidos. Estudos mostraram um papel relevante da sinalizacdo HH nas fases da
odontogénese, coordenando, inclusive, a fase inicial de invaginagéo do epitélio oral
no tecido embrionario subjacente (HADCASTLE et al. 1998). Além disso, a
supresséo de HH no epitélio odontogénico provocou retardo de desenvolvimento do
dente, interrupcdo de sua morfogénese e levou, ainda, a uma alteracdo na

disposicédo do dente na mandibula (DASSULE et al., 2000).
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Figura 11. Mecanismo de sinalizacdo da via Hedgehog. (A) Na auséncia do ligante HH,
PTCH localiza-se no cilio primério, onde inibe a formacao de SmoC ativo. Sem o SmoC, os
fatores de transcricdo Gli2/3 passam por eventos de clivagem proteossémica gerando uma
forma repressora truncada de GLI (Gli3 para Gli3-R) ou pode ocorrer a completa
degradacédo de GLI2. Gli3-R é transportada para o nucleo da célula, inibindo a transcricéo
de genes alvo da via HH. GLI-1 é sempre ativa a transcricdo dos proprios componentes da
via. (B) Na presenca do ligante HH, este se liga ao PTCH, que é inbido pela internalizagéo e
degradacgédo lisossdmica. A ligacdo HH-PTCH pode ser inibida por Hhip. Sem o PTCH,
SmoC é formado na membrana do cilio, o que favorece o processamento de GLI2/3 para
suas formas ativas (Gli2/3-A). Tais formas séo, entdo, transportadas para o ndcleo, onde
ativam a transcricdo de genes alvos da via de sinalizacao.

Fonte: HERETSCH et al., 2010.

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na sinalizagdo HH é
fundamental para a compreensédo tanto do envolvimento da via nos processos
fisiologicos de desenvolvimento embrionario, como em condi¢des patologicas, como
anomalias congénitas e neoplasias, originadas de uma desregulagéo da sinalizagéo

HH.
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A superatividade da via causada por mutacdo ou superexpressado de algum
dos componentes é uma alteracdo molecular identificada em diversos tumores,
como no carcinoma basocelular, gliomas, cancer de pulmao, prostata e pancreas
(DAHMANE et al., 1997; RAFFEL et al., 1997; SANCHEZ et al., 2004; THAYER et
al., 2003; WATKINS et al., 2003).

Diversos mecanismos de desregulacdo da via HH podem ser importantes
para a patogénese do cancer. Mutacdes ativantes de SMO ou inativantes do gene
PTCHL1, além da LOH do gene PTCH1 podem levar a ativacdo exacerbada da via
mesmo na auséncia do ligante, especialmente em neoplasias associadas a
sindrome de Gorlin (PAN et al., 2010). Em linhagem de célula de céancer de colo
uterino, foi demonstrado que a ativacdo da via HH pode ocorrer de maneira
autocrina, dependente da ligacao da proteina HH ao seu receptor (VARNAT et al.,
2009). A ativacdo paracrina também pode ser um modo de ativacdo da via; células
tumorais podem secretar o ligante no estroma, cujas células respondem,
indiretamente, gerando um microambiente favoravel ao crescimento do tumor. Um
exemplo desse mecanismo de ativacdo aberrante seria a estimulacdo paracrina de
células no estroma, proximo as células neoplasicas, como células endoteliais,
fibroblastos e células do sistema imune. Nesse contexto, o ligante HH produzido
pelas células tumorais pode favorecer a angiogénese tumoral e a sintese de
metaloproteinases para a degradacdo da matriz colagena circundante ao tumor
(CURRAN; NG, 2008). E descrita, ainda, uma superestimulacdo da via HH, através
de um modo paréacrino reverso, em que o ligante HH, que se liga ao PTCH nas
células tumorais, é secretado pelas células do estroma (YAUCH et al., 2008). Dessa
forma, diversos sdo os mecanismos de desregulacao da sinalizacdo HH que podem

estar associados a neoplasias. No entanto, tais mecanismos necessitam ser mais
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bem elucidados, podendo, futuramente, ser alvo para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas de doencas relacionadas a desregulacéo funcional da via

HH, especialmente no ameloblastoma e outros tumores odontogénicos.
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2.5.1 Via de sinalizacdo Hedgehog no ameloblastoma e outros tumores

odontogénicos

A via de sinalizacdo HH exerce um papel crucial na odontogénese,
favorecendo o desenvolvimento das estruturas dos dentes (Dassule et al., 2000;
Hardcastle et al.,, 1998; Takahashi et al.,, 2007). Estudos demonstraram que
alteracdes na via HH podem estar presentes em cistos e tumores odontogénicos,
sendo essas lesdes provenientes dos mesmos tecidos componentes da histogénese
dental (BARNES et al., 2005; BARRETO et al., 2002; PAVELIC et al., 2001; VERED
et al., 2009; ZHANG et al., 2006).

Alteracbes no gene PTCH tem sido foco de estudo para exercer uma fungao
na patogénese do ameloblastoma e de outros tumores odontogénicos (BARRETO et
al., 2000; GOMES; GOMEZ, 2011; LEVANAT et al., 1996; MIGALDI et al., 2008;).

A literatura tem mostrado um papel importante da via HH na patogénese do
tumor odontogénico queratocistico. Em um estudo de Levanat et al. (1996) foi
demonstrada perda alélica na regido cromossémica do gene PTCH1 no tumor
odontogénico queratocistico; nessa época a lesdo ainda era classificada pela OMS
como um cisto odontogénico (LEVANAT et al., 1996). Além da LOH, mutacéo do
PTCH1 foi identificada em individuos portadores do tumor odontogénico
queratocistico associado a sindrome de Gorlin (LENCH et al., 1996). Barrreto et al.
(2000) demonstraram que a forma esporadica desse tumor também apresenta
mutacdo nesse gene (BARRETO et al., 2000). Dessa forma, esses estudos
ressaltaram a importancia da via de sinalizacdo HH na patogénese do tumor e
vieram contribuir para um melhor entendimento da patogénese do tumor

odontogénico queratocistico.
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Inicialmente, acreditou-se que alteracdes genéticas no PTCH eram
especificas do tumor odontogénico queratocistico (BARRETO et al., 2000; DINIZ et
al., 2009). No entanto, alteracdes cromossOmicas neste gene foram identificadas no
tumor odontogénico ortoqueratinizado (DINIZ et al., 2011), tumor odontogénico
epitelial calcificante (PEACOCK et al., 2010) e cisto dentigero (LEVANAT et al.,
2000; PAVELIC’ et al., 2001). Dessa forma, sugere-se que alteragdes funcionais do
PTCH1 ndo sdo exclusivas da patogénese do tumor odontogénico queratocistico
(GOMES; GOMEZ, 2011).

Apesar de mutacdo inativante no PTCH1 ter sido identificada no tumor
odontogénico queratocistico, a expressao da proteina € uma caracteristica marcante
neste tumor. Foi sugerido que essa alteracdo genética nem sempre resulta em
baixos niveis da proteina (BARRETO et al., 2000). Um aspecto interessante do
envolvimento desse gene na patogénese de tumores é a perda de sua capacidade
de autorregulacdo. Uma vez mutado, um transcrito aberrante do PTCH1 torna-se
superexpresso, levando ao acumulo da proteina mutada devido a perda do
mecanismo feedback negativo do gene (GAILANI et al., 1996; UNDEN et al., 1997).

Além de mutacbes do gene PTCH1 em tumores odontogénicos, outras
alteracbes em genes da via HH podem estar presentes nessas lesfes. A
haploinsuficiéncia no tumor odontogénico queratocistico e no carcinoma de nevéide
basocelular pode estar implicada com a inativagdo do gene PTCH1 (GOMES et al.,
2009; PAN et al., 2010). A LOH na regidao cromossémica do PTCH1 é uma alteracao
identificada no tumor odontogénico queratocistico, cisto odontogénico
ortoqueratinizado e no cisto dentigero. No entanto, no ameloblastoma, ndo ha

estudos relacionando perdas alélicas em genes da via HH.
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Estudos tém sugerido o envolvimento da sinalizagdo HH no ameloblastoma,
demonstrado especialmente pela expressao das proteinas SHH, PTCH, SMO e GLI
(KUMAMOTO et al.,, 2004; VERED et al., 2009; ZHANG et al., 2006). Além do
ameloblastoma, o tumor odontogénico epitelial calcificante, ameloblastoma maligno
e tumores odontogénicos mistos apresentaram imunopositividade similar dessas
proteinas. No entanto, em tumores odontogénicos de origem mesenquimal, como
mixoma e fibroma odontogénico, nenhuma proteina mostrou-se expressa (ZHANG et
al., 2006).

Apesar dos estudos sugerirem a ativacdo da via HH no ameloblastoma,
observa-se um conhecimento ainda limitado a respeito de alteracbes nos genes
envolvidos na via de sinalizagcdo nesse tumor (KUMAMOTO et al., 2004; VERED et
al., 2009; ZHANG et al., 2006). Dessa forma, faz-se necessaria a realizagdo de
estudos que busquem elucidar o real significado da via HH no desenvolvimento de

tumores odontogénicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar eventos epigenéticos e genéticos no ameloblastoma, com um
enfoque na metilacdo e transcricdo de metaloproteinases da matriz e perda

de heterozigosidade do gene PTCH.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Investigar o perfil de metilagdo das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 no

ameloblastoma em relacao a tecidos fisiolégicos.

3.2.2 Verificar uma possivel associacdo entre o padrdo de metilacdo das
metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 com o0s niveis de transcricdo e a

expressao da proteina no ameloblastoma.

3.2.3 Investigar a presenca de perda de heterozigosidade na regido cromossomica
do gene PTCH e sua possivel relacdo com a ativacdo da via através da

analise de transcricdo dos genes GLI-1, GLI-2 e expresséo da proteina PTCH.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (Anexo |), obedecendo a resolucao brasileira do Conselho
Nacional de Saude CNS n° 196/96, que disp8e sobre as Diretrizes e Normas

Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos.

4.2 Desenho do estudo

O presente trabalho trata-se de um estudo transversal.

O universo de estudo envolveu individuos assistidos na Clinica de Semiologia
e Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia - UFMG, com o diagnéstico de
ameloblastoma, segundo os critérios estabelecidos pela OMS (BARNES et al.,
2005). As questbes éticas foram obedecidas; o paciente e/ou responséavel foram
esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e solicitada, entdo, a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), especifico de acordo com a
idade (Apéndices I.A a I.F). Aqueles que recusaram participar ndo foram incluidos na
pesquisa.

Assim, o grupo de estudo foi uma amostra de conveniéncia composta por 12
individuos portadores de ameloblastoma. A faixa etaria foi variavel, entre 08 e 50
anos (Tabela 1). Como grupo de comparacédo, foram utilizadas 12 amostras de
foliculos pericoronarios e 12 fragmentos de gengiva, sem evidéncia de quaisquer

alteracdes inflamatorias clinicamente identificadas. Essas amostras foram obtidas
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durante cirurgia de dentes inclusos de individuos com idade superior a 18 anos,
contando, também, com a concordancia do paciente e assinatura do TCLE. As
informacdes clinicas e anatomopatolégicas pertinentes (idade, genéro, localizacao
da lesdo, tipo histolégico e recorréncia) foram obtidas a partir dos arquivos do

Laboratério de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia - UFMG.

Tabela 1. Dados clinico-patolégicos dos individuos portadores de ameloblastoma incluidos no

estudo
R e _ Tipo Tipo de
Ameloblastoma Género Idade Classificagao Localizacdo pjstologico leso

Caso 1 Feminino 40 Sélido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 2 Masculino 25 Sélido/multicistico Mandibula Folicular Recorrente
Caso 3 Feminino 51 Solido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 4 Feminino 33 Solido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 5 Feminino 37 Solido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 6 Feminino 12 Solido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 7 Masculino 50 Sélido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 8 Feminino 39 Sélido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 9 Feminino 19 Unicistico Mandibula Unicistico Primitiva
Caso10 Masculino 28 Sélido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
Caso 11 Masculino 08 Solido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva

Caso 12 Masculino 37 Sélido/multicistico Mandibula Folicular Primitiva
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Além dos aspectos clinico-patologicos, o estudo envolveu a analise dos
seguintes parametros moleculares:
1. Perda de heterozigosidade no locus cromossomico do gene PTCH,
2. Expressdo de genes e proteina relacionados a via de sinalizacdo HH,
incluindo os genes GLI-1 e GLI-2 e a proteina PTCH.
3. Andlise do padrao de metilacdo dos genes MMP-2 e MMP-9,
4. Analise dos niveis de transcricdo e identificacdo das proteinas MMP-2 e

MMP-9.

E importante ressaltar, que as andlises moleculares foram segmentadas em
dois estudos distintos. No primeiro estudo, intitulato “Perda de heterozigosidade do
gene PTCH”, os procedimentos experimentais foram os seguintes: analise da perda
de heterozigosidade no locus cromossémico do gene PTCH, andlise da transcricédo
de GLI-1, GLI-2 e da proteina PTCH. No segundo estudo, “Regulagao epigenética
da expressao de metaloproteinases da matriz no ameloblastoma”, foram avaliados o
padrdo de metilacdo dos genes MMP-2 e MMP-9, os niveis de transcricdo de tais

genes e a identificacdo das proteinas MMP-2 e MMP-9.

Para as analises moleculares, inicialmente, procedeu-se a extracdo de DNA,
RNA e proteina. Para isso, foram utilizadas amostras de tecido biologico
acondicionadas em blocos de parafina e, também, congeladas em nitrogénio. Todas
as amostras de ameloblastoma foram coletadas em formaldeido 10%, processadas
e incluidas em parafina, para realizacdo de diagnéstico. Esse material foi utilizado
para extracdo de DNA. Apenas as amostras de ameloblastoma de maiores

tamanhos foram congeladas em RNAHolder® (BioAgency Biotecnologia, SP, Brasil)
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e, também, em solucdo contendo calcio (BioAgency Biotecnologia, SP, Brasil)
destinadas a extracdo de RNA e proteina, respectivamente.
A seguir, encontram-se descritos os procedimentos experimentais realizados

em cada analise.

4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Extracdo de DNA

O DNA genbdmico foi isolado de amostras parafinadas utilizando o kit Qiagen
DNeasy Tissue Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), segundo as instrucdes do
fabricante. De maneira geral, 0 método se baseia na desparafinizacdo do tecido,
seguida pela digestdo com proteinase K, sucessivas lavagens e eluicdo em tampéo
especifico.

Vale ressaltar que, para andalise da LOH, os blocos de ameloblastoma foram
microdissecados manualmente, com o objetivo de isolar areas de ameloblastoma
contendo epitélio odontogénico neoplasico, e areas de tecido conjuntivo n&o-
neoplasico (Figura 12). Em seguida, foi realizada a extragdo de DNA proveniente
das areas distintas.

O DNA foi quantificado e sua integridade verificada através de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com primers especificos para o gene da [B-globina (F: 5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3 e R: 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’) sob as
seguintes condi¢cdes térmicas: 94°C por 2 min seguido de 35 ciclos de 94°C por 45s,

56°C por 30s, 72°C por 30s e extensao final por 7 min.
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Figura 12. Representacdo da microdisseccdo manual em um corte
histologico de ameloblastoma. Na lamina colorada em HE, é feita a
delimitacdo da area de epitélio odontogénico e de estroma. Em seguida, a
lamina é sobreposta ao bloco de parafina e é realizada a delimitagdo das areas.
Em seguida, no bloco de parafina contendo o tecido, faz-se a separa¢cdo manual
do epitélio odontogénico e do conjuntivo, para posterior extracdo do DNA de
ambas as regides.

4.3.2 Extracdo de proteina

O extrato protéico foi extraido de fragmentos de ameloblastoma congelados
em nitrogénio. Tal procedimento nédo foi realizado nas amostras de foliculo
pericoronario e gengiva normal devido a escassez de tecido.

As amostras foram descongeladas e maceradas em 1,0 ml de tampéo de
extragéo (100 mM Tris-HCI, pH 7,6, 200 mM NaCl, 100 mM CaClz e 1% Triton X-100)
a 4°C. Em seguida, o contetido foi centrifugado durante 20 min., a 15.000 g em

centrifuga refrigerada a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e transferido para outro
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tubo plastico de 1, 5 ml. A concentracdo da proteina foi quantificada pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Aproximadamente 15 ug de extrato de proteina foi
utilizado no ensaio de zimografia, para a identificacdo das metaloproteinases MMP-2

e MMP-9.

4.3.3 Extracdo de RNA

O RNA total foi isolado de amostras de tecido congelado, utilizando o reagente
TRIZOL® (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carsbad, CA, USA) de acordo com a
especificacdo do fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas por
espectrofotometria e a pureza considerada foi de 1,8 a 2,0 (leitura 260/280). A
integridade foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1% contendo a
solucéo reveladora Gelred, sensivel a luz ultravioleta (Biotium, Hayward, CA). Foram
identificadas duas bandas distintas representando o RNA ribossomal (28S e 18S),

confirmando a integridade do RNA (Apéndice II).

4.3.4 Anélise da metilacdo dos genes MMP-2 e MMP-9

A metilacdo dos genes MMP-2 e MMP-9 foi avaliada através da técnica
MSP-PCR e anélise de metilacédo através de sitios de restricdo, respectivamente. A
primeira se baseia na analise da metilacdo de regides ricas em dinucleotideos CG
(ilhas CpG), onde primers especificos se anelam. Nessa técnica, faz-se necessario o
tratamento do DNA com o bissulfito de sodio. As citosinas n&o-metiladas séo
convertidas em uracila, em uma reacdo de deaminacao; as citosinas metiladas sao

resistentes a esta modificacdo. De maneira geral, o DNA é desnaturado, modificado
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pelo bissulfito de sédio, seguida pela amplificacdo por PCR, utilizando dois pares de
primers, um especifico para o DNA metilado, e outro para o DNA ndo metilado
(GOLDENBERG et al., 2004). A segunda técnica esta fundamentada na presenca de
sitios de restricdo contendo dinucleotideos CG e na utilizacdo de enzimas de
restricdo sensiveis a metilagdo. A enzima de restricdo cliva o DNA em sitios de
restricdo contendo CGs néo-metilados; os sitios que possuem CGs metilados séo
resistentes a acdo da enzima. Sugere-se que a MSP-PCR seja utilizada para regides
com maior numero de CG em sequéncia, e analise da metilacdo por sitios de
restricdo, para uma andlise mais especifica de dinucleotideos CG esparsos na
regido promotora de um gene (ROACH et al., 2005). O software MethPrimer® foi
utilizado para identificar a presenca de ilhas CpG e dinucleotideos CpG espargos
nos genes estudados (LI; DAHIYA, 2002) (Figura 13).

Para avaliar a metilacao da ilha CpG na regiao promotora do gene MMP-2, o
DNA gendmico extraido das amostras parafinadas foram tratadas pelo bissulfito de
sédio como previamente descrito (GOLDENBERG et al.,, 2004). Apds esse
tratamento, verificou-se a viabilidades do DNA através da amplificacdo de um
fragmento do gene B-actina (NM 001101), utilizando os seguintes primers F: 5°-
TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3* e R: 5 -AACCAATAAAACCTACTC
CTCCCTTAA-3". Estes foram desenhados para este gene poés-tratamento in silico
com bissulfito de sédio, no software Methprimer (LI; DAHIYA, 2002).

Em seguida, o DNA tratado pelo bissulfito foi amplificado com primers
especificos para a reacdo do DNA metilado e reacdo do DNA nao-metilado
(Apéndice ).

A andlise da metilacdo do gene MMP-9 foi realizada através do estudo de

CGs em sitios de restricdo na regiao promotora, préximos ao inicio da transcricao.
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Optou-se por essa técnica, pois 0 gene ndo apresenta ilha CpG na regido
promotora, possuindo apenas CGs esparsos (ROACH et al, 2005). Foram
escolhidos os CGs localizados nas posicdes -35, -185, -223, -233 por estarem mais
préximos do inicio da transcricdo, de acordo com o estudo da sequéncia em banco
de dados do NCBI. Foram utilizadas as enzimas de restricdo Hhal e Acil, segundo o
protocolo do fabricante (New England BioLabs, Beverly, MA, USA). A analise de um
site de bioinformética (http://www.restrictionmapper.org) mostrou que a primeira
enzima Hhal cliva o sitio de restricdo contendo o CG -35, e 0s demais sitios sdo
clivados pela Acil. Nessa técnica o DNA gendmico €, inicialmente, submetido a
digestdo enzimatica e, em seguida, amplificado, utilizando primers que flanqueiam a
regido de interesse para andlise da metilacdo (LIU; MAEKAWA, 2003). 200 ng de
DNA gendmico, ndo-tratado pelo bissulfito, foi digerido separadamente com cada
umas das enzimas, segundo o protocolo do fabricante (New England BiolLabs,
Beverly, MA, USA). Em seguida, o produto de digestédo foi amplificado com primers
especificos para o gene MMP-9, flanqueando a regido dos quatro sitios de restricdo
(Apéndice Ill). Os CGs metilados produzem produto de PCR equivalente ao controle
positivo metilado (DNA de placenta), ao passo que a clivagem dos CGs nao-
metilados leva a fragmentacdo do DNA, e a banda néo é identificada no gel. Como
controle positivo para o DNA nao-metilado foi utilizada uma amostra de DNA

humano néo-metilado (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA).
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Figura 13. Representacdo esquematica de ilha CpG e dinucleotideos CG nos genes
MMP-2 e MMP-9, respectivamente. A: Em azul esta representada a ilha CpG no gene MMP-2,
no inicio do 1° exon. B: Tracos verticais, em vermelho, indicam os dinucleotideos CGs, nas posi¢des -
35, -223 e -233, na regido promotora do gene MMP-9. Observa-se a auséncia de ilha CpG na regiao.

Fonte: software Methprimer®.

4.3.5 PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) para os genes MMP-2, MMP-9,

GLI-1 e GLI-2

A andlise da expressdo génica através da técnica de PCR quantitativo em
tempo real requer, previamente, a extragdo do RNA total e sua conversdo em DNA

complementar (cDNA) por meio da enzima transcriptase reversa. Tal procedimento

faz-se necessario devido a instabilidade do RNA.
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Sintese do cDNA e Transcricao reversa

O Kit SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen,
USA) foi utilizado para a sintese de cDNA a partir de 1 pg de RNA total tratado com
DNase (Invitrogen, USA). Ao RNA, equivalente a 8 pl, foram adicionados 1 pul de
Oligo(dT) (50 pM) e 1 ul de oligonucleotideos dNTP (10 pM). A mistura foi
homogeneizada e submetida a temperatura de 65°C por 5 min. Apds este periodo, a
mistura permaneceu no gelo por 1 min. Entdo, foram adicionados 2 pl de tampéao
especifico 10X concentrado, 4 pl de MgCl, 25 mM, 1 ul de DTT 0,1 M, 1 pl de RNase
OUT (40U/ml) e 1 pl da enzima SuperScript Il RT (200U/ml). Em seguida, o mix de
amostra e reagentes foi incubado a 50°C durante 50 min, seguido por 85°C por 5
min. Entdo, 1 pl da enzima RNAse H foi adicionado para remover a fita de RNA
complementar ao cDNA. As amostras foram aquecidas a 37°C por 20 min e o

contetdo final foi diluido em &gua livre de RNAse e armazenadas a -20°C.

Quantificacéo relativa dos genes MMP-2, MMP-9, GLI-1 e GLI-2

A expressdo quantitativa dos niveis de transcricdo dos genes MMP-2, MMP-9,
GLI-1 e GLI-2 foi analisada através da técnica gRT-PCR. Esse método interpreta,
guantitativamente, a amplificacdo das fitas de DNA em um determinado numero de
ciclos, utilizando uma molécula fluorescente. Essa analise se da através da deteccéo
de um sinal fluorescente a cada ciclo de amplificacdo. Para isso, é estabelecido um
limiar de deteccéo (Threshold), que consiste em um ponto de referéncia onde todas
as amostras possuem a mesma intensidade fluorescente. Para se estabelecer uma

base de comparagéo entre as amostras utiliza-se o valor de Ct (Threshold cycle)
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onde cada curva de amplificacdo atravessa o Threshold. A medida que a reacéo
ocorre, a fluorescéncia emitida pela amostra, excitada por um laser ou por uma
lampada de halogénio, é detectada a cada ciclo e enviada para uma unidade
processadora. Em seguida, um valor CT € atribuido a cada amostra.

Foi adotado o método da quantificacdo relativa para avaliar os niveis de
transcricdo dos genes estudados (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Esse método
consiste na comparacao entre os Cts de cada amostra em relacdo a um gene
enddgeno e a um tecido calibrador, sendo os resultados apresentados em ordem de
grandeza. Um gene endogeno ideal deve ser aquele cuja expressao ocorre em niveis
constantes em diferentes tecidos do organismo, em todos o0s estagios de
desenvolvimento e ndo deve ser afetado pelo tratamento experimental (GIULIETTI et
al., 2001). O enddgeno selecionado nesse estudo foi o gene B-actina. O tecido
calibrador é aquele que expressa o transcrito em niveis semelhantes em um nimero
de amostras do mesmo tecido. Foram realizados testes, em diferentes tecidos, para
identificar o calibrador ideal para cada gene estudado. O calibrador para os genes
GLI-1 e GLI-2 foi cDNA de foliculo pericoronario e, para os genes MMP-2 e MMP-9
foi cDNA de placenta humana.

Para testar a cinética de amplificacdo dos primers, foi realizado um teste de
eficiéncia através da amplificacdo de uma amostra com concentracdo conhecida,
utilizando os primers do gene de estudo e do gene endodgeno normalizador, em uma
diluicdo seriada na proporcdo 1:10 (100 ng - 10 ng - 0,1 ng - 0,01 ng - 0,001 ng).
Para analisar a eficiéncia da cinética de amplificacdo dos primers, sdo considerados
0S seguintes parametros no teste de eficiéncia: a variacdo esperada de CT entre as
diluicbes devera ser de 3,3; o valor ideal de slope, que corresponde a inclinagdo da

reta passando por diferentes pontos de diluicdo, devera corresponder a,
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aproximadamente, -3,33 e, o valor de R? devera ser em torno de 0,99. O valor da
eficiéncia (R?) deve variar entre 85 e 100%. O teste de eficiéncia foi realizado para
todos os primers estudados; a eficiéncia e os demais parametros foram considerados
satisfatorios (Anexos Il a Anexo V). A curva de Melting é outro parametro importante
nesse metodo, que indica a temperatura de dissociacdo dos primers, especificos
para sequéncias-alvo. Dessa forma, na andlise da curva de melting, todas as
amostras amplificadas por um determinado primer deverdo apresentar a mesma
temperatura de dissociacdo. As curvas de melting para os genes estudados
apresentaram resultados satisfatorios (Apéndices IV ao VII).

De acordo com o método adotado para analise da expressdo génica, as
diferencas nos valores de CT entre o gene alvo e o enddgeno (ACT) foram
calculadas, para cada amostra, pela média dos CT das duplicatas, da seguinte

forma:

ACT = CT(gene alvo) - CT(gene endbgeno)

Os niveis dos transcritos entre 0s grupos experimentais foi determinada pela
comparagao entre o ACt da amostra estudada e o AcT da amostra de referéncia
(calibrador):

AACT = ACT (amostra estudada) — ACT (calibrador)

Assim, a expressao relativa correspondera a formula 2 2A¢T

As analises foram realizadas em um aparelho Step-One Real-time PCR 48-

well plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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Para as reacdes de amplificacdo em tempo real foi utilizado o reagente
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
contendo a molécula fluorescente e o0s demais reagentes necessarios a
amplificacdo. As sequéncias de primers e condicdes térmicas estdo apresentadas no

Apéndice 1.

4.3.6 Zimografia

A zimografia € uma técnica eletroforética utilizada para identificar proteinas
gue apresentam atividade enzimatica, como MMPs (KLEINER; STETLER-
STEVENSON, 1994). Nessa técnica, as proteinas presentes no extrato digerem o
substrato protéico presente no gel de poliacrilamida. Para a analise das MMPs, o
colageno tipo IV (gelatina) é adicionado ao gel. Assim, as MMPs irdo degradar o
colageno. A proteina é identificada em relagdo a um maracador de peso molecular.

O extrato protéico de ameloblastoma foi submetido a eletroforese, sob
condi¢cdes nao-redutoras do dodecil sulfato de so6dio (SDS), em um gel de
poliacrilamida co-polimerizado com 1mg/ml de gelatina (Sigma Chemical Co, St
Louis, MO, USA), como previamente descrito (SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN
HOFF, 2005).

Apos a eletroforese, os géis foram lavados em solucdo de 2.5% Triton-X 100
2,5%, e incubados a 37°C durante 18h em tampéao de incubacao (50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, contendo 5 mM CaCl,, 100 mM NacCl, 0.01% Triton X-100). Em seguida, os
géis foram corados com solucao 2,0% de azul de Coomassie R-250 e, descorados
em metanol. Os géis foram escaneados para a analise representativa das bandas de

MMP-2 e MMP-9.
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4.3.7 Anédlise da perda de heterozigosidade no locus do gene PTCH

O estudo da LOH foi realizado através de dois métodos: andlise de
marcadores microssatélites e avaliacdo de regibes de polimorfismos de um unico
nucleotideo (SNP), localizados no locus cromossdmico do gene PTCH.

Foram avaliados trés marcadores microssatélites localizados no braco longo
do cromossomo 9, incluindo D9S252 (9g21.33), D9S287 (99g22.3) e D9S127 (9g31)
(Anexo I1). Para isso, ap0s a extracdo do DNA do ameloblastoma microdissecado
em tecido normal e tumoral, foi realizada a amplificacdo da regido microssatélite por
meio de PCR convencional. Os primers e as condi¢cdes térmicas foram descritas
previamente (DINIZ et al., 2011) (Apéndice IlI).

Todas as reacfes de PCR foram realizadas em ambas as amostras pareadas
de DNA, normal e tumoral. Entende-se por DNA normal aquele extraido de areas de
tecido conjuntivo ndo-neoplasico, obtido pela microdisseccdo. DNA tumoral refere-se
ao DNA extraido de areas quem contém epitélio odontogénico da mesma amostra
do ameloblastoma. Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese
capilar utilizando o sequenciador ABI PRISM 310 e o software GeneMapper®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A LOH foi calculada pela razéo entre
alelo curto normal/alelo longo normal e o alelo curto tumoral/alelo longo tumoral. A
LOH é evidenciada quando ocorre a diminuicdo de, pelo menos 50% em um dos
alelos na amostra tumoral, quando comparado com o mesmo alelo do DNA normal.
Ou ainda, quando se observa a perda de um dos alelos no DNA tumoral (VAN
HOUTEN et al. 2000) (Apéndice VIII). Os casos, cujo DNA normal apresentou-se

como homozigoto, foram considerados nao-informativos.
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Amostras de carcinoma basocelular foram incluidas como controle positivo
para as analises de LOH no cromossomo 9q¢, uma vez que a LOH nesta regido €&
descrita em tais lesbes (DANAEE et al., 2006).

Outro método utilizado, neste estudo, para a analise de LOH é a avaliacéo de
regides de SPNs (BEROUKHIM et al., 2006).

Foram estudados trés SNPs localizados na posi¢géo intragénica do PTCH,
incluindo rs112794371 (exon 5), rs111446700 (exon 17), rs357564 (exon 23). Estes
SNPs foram selecionados devido a alta frequéncia de heterozigosidade relatada no
banco de dados dbSNP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/). Inicialmente, foram
realizadas reacfes de PCR, utilizando ambas as amostras de DNA do tecido
microdissecado (tecido normal e tumoral). As sequéncias de primers que flanqueia
0s SNPs, bem como as condicdes térmicas de amplificacdo, estdo apresentadas na
tabela 2 (Apéndice Ill). Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados no
sequenciador ABI PRISM 310. Por esse método, considera-se LOH quando o DNA
normal € heterozigoto e, o DNA tumoral, homozigoto (BEROUKHIM et al., 2006).
Nos Apéndices IX e X estdo apresentados, respectivamente, casos nao-informativos
(DNA normal homozigoto) e de retengéo de heterozigosidade (DNA normal e tumoral
heterozigotos). Nao se encontra ilustrada a LOH, através desse método, pois nédo foi
identificada tal alteracdo em nenhum dos sitios de SNPs intragénicos do PTCH nas

amostras estudadas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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4.3.8 Imuno-histoquimica para a proteina PTCH

Para a identificacdo da proteina PTCH em amostras parafinadas de
ameloblastoma, realizou-se cortes histologicos de 4um. Desparafinizacao/hidratacao
e recuperacdo antigénica foram realizadas através de uma solucdo especifica
Trilogy solution® (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) submetida a 98°C durante 20 min.
em uma panela a vapor. Para bloqueio da peroxidase enddgena, os cortes foram
incubados em perdéxido de hidrogénio.

O anticorpo priméario utilizado foi o anti-PTCH policlonal, gentilmente cedido pelo
Dr. Allen Bale (Yale University, New Haven, CT). A incubacé&o primaria foi realizada
por 30 minutos em temperatura ambiente, na diluicdo 1:500, sob agitacdo. Apés
lavagem com Tris-HCI, foi realizada incubacdo com o sistema Envision (Dako®
Corporation, Carpinteria, CA, USA) por 30 minutos em temperatura ambiente, sob
agitacao leve.

As reacoOes foram reveladas em solugéo de diaminobenzidina (Sigma, St Louis, MO,
USA), e contra-coradas com hematoxilina de Mayer. Cortes histoldégicos de
ameloblastoma sem o anticorpo primario foram utilizados como controle negativo;
como controle positivo, foram utilizados cortes histolégicos de tumor odontogénico
queratocistico. As laminas foram analisadas, independentemente, por dois
patologistas, sendo adotado o critério de presenca ou auséncia de imuno-marcacao

pelo anticorpo, classificando a lesdo como positiva ou negativa, respectivamente.
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4.3.9 Andlise estatistica

Foram realizados os testes ndo paramétricos Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e
Qui-quadrado, quando aplicaveis. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos. Para as andlises, utilizou-se o software estatistico SPSS verséo 17.0.



89

5 ARTIGO |

O artigo dessa secado, intitulado “Epigenetic regulation of matrix
metalloproteinases expression in ameloblastoma”, foi submetido ao periédico “Tumor
Biology” (ISSN 1010-4283, Fator de impacto: 2.026). As normas de formatacéo estao

apresentadas no Anexo lll, de acordo com o periodico.

Epigenetic regulation of matrix metalloproteinases expression in

ameloblastoma

Lucyana Conceicéo Farias®
Carolina Cavaliéri Gomes?
Marcela Carolina Rodrigues®
Wagner Henriques de Castro®
Jilio César Tanos Lacerda®
Efigénia Ferreira e Ferreira’

Ricardo Santiago Gomez*

'Department of Oral Surgery and Pathology, School of Dentistry, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil. “Department of Pathology,
Biological Sciences Institute, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
Brazil. *Department of Oral Surgery and Diagnosis, Odilon Behrens Hospital, Belo
Horizonte, Brazil. “Department of Social and Preventive Dentistry, School of

Dentistry, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil.



90

Correspondence:

Ricardo Santiago Gomez. Department of Oral Surgery and Pathology, School of
Dentistry, Universidade Federal de Minas Gerais. Av. Antbnio Carlos, 6627, CEP
31270 901, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil. Tel: +55 31 34092477; Fax: +55 31

34092430. E-mail: rsgomez@ufmg.br



91

Abstract

Ameloblastoma is a benign odontogenic neoplasm with an aggressive behavior and
high recurrence rates. Increased expression of matrix metalloproteinases (MMPS) is
reported in ameloblastomas. In the present study we hypothesized that epigenetic
alterations may regulate MMP expression in ameloblastomas. Therefore, we
investigated the MMP-2 and MMP-9 genes methylation status together with mRNA
transcription and protein expression in ameloblastoma. Methylation-specific
polymerase chain reaction (MSP-PCR) and methylation analysis by restriction
enzyme was performed to evaluate methylation profile of MMP-2 and MMP-9 genes
in 12 ameloblastoma samples, 12 dental follicles and 12 healthy gingiva fragments,
included as controls. Furthermore, we investigated the transcription levels of the
genes by quantitative reverse-transcription PCR (qRT-PCR). Zymography was
performed to verify protein expression in ameloblastomas. Ameloblastoma and dental
follicle showed a high frequency of unmethylated MMP-2 and MMP-9, whereas
healthy gingival samples presented a sharp prevalence of methylated MMPs. Dental
follicles showed a significantly higher MMP-2 mRNA expression than
ameloblastomas and healthy gingiva. However, higher expression levels of MMP-9
were found in ameloblastomas than in dental follicles and healthy gingiva. All
ameloblastomas showed positive expression of MMP-2 and MMP-9 proteins. Taken
together, almost all ameloblastoma samples were unmethylated MMP-9, along with
increased mMRNA levels and evident expression of MMP-9 protein. In conclusion, our
findings point to an increased expression of MMP-9 in ameloblastoma, possibly

modulated by methylation of the gene.
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Introduction

Ameloblastoma is a benign odontogenic tumour that exhibits high recurrence
risk, aggressive behavior and local invasiveness [1]. Histologically, the
ameloblastoma consists of epithelial strands or islands of ameloblastic epithelium.
Peripheral cells are columnar, while cells lying more centrally are fusiform to
polyhedral and are loosely connected to each other [1].

Different studies have demonstrated genetic alterations in odontogenic
tumours [2-4], but few studies addressed epigenetic events analysis in these tumours
[5-7]. Methylation is an epigenetic alteration that plays an important role in controlling
gene activity, embryonic development, genomic imprinting, and it has been
associated with gene silencing by transcriptional inactivation [8]. DNA methylation or
hypomethylation of p16, p21 and LINE-1 genes was reported in ameloblastoma by
our and other groups [5, 9, 10], but the significance of this data remains to be
determined.

Matrix metalloproteinases (MMPSs) are zinc-dependent enzymes important in
extracellular matrix remodeling and associated with tumour growth and invasion
through collagen matrix degradation [11]. The invasive characteristic of
ameloblastoma has been associated with the expression of genes related to bone
turnover and extracellular matrix remodeling, among them, BMP, RANKL and its
receptor, MMP and TIMP [12-17]. As MMPs may be regulated by DNA methylation in

malignant neoplasms [18, 19], such phenomenon might be important in
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ameloblastoma pathogenesis and should be investigated. Therefore, the purpose of
this study was to investigate the association between MMP-2 and MMP-9

methylation, and their mRNA transcription and protein expression in ameloblastoma.

Materials and methods

Patients and tissue samples

Twelve specimens of ameloblastoma were collected during surgical care in the
Department of Oral Surgery and Pathology, Universidade Federal de Minas Gerais,
Brazil. Diagnoses were confirmed by histopathologic analysis based on the
classification of histological typing of odontogenic tumours of the World Health
Organization [1]. Eleven tumour samples were classified as solid follicular
ameloblastoma, and only one case was unicystic ameloblastoma. Others clinical data
are shown in table 1. Since an ideal normal tissue control for odontogenic tumours
has not been established in the literature, we used as comparison group 12 dental
follicles and 12 healthy gingival fragments without clinical evidence of inflammation.
These tissue samples were collected during extraction of third molars. The samples
were obtained after informed consent and with the approval by Universidade Federal

de Minas Gerais Ethics Committee (reference number 266/11).

DNA isolation and methylation analysis of MMP-2 and MMP-9

Genomic DNA was isolated from tissue samples using Qiagen DNeasy Tissue Kit
(Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.

MethPrimer software [20] was used to search CpG islands and sparse CG
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dinucleotides. Distinct methods are suggested to analyze methylation profile
according to presence of CpG islands or sparse CG dinucleotides located in
promoter region or in near exons to that region [21].

To access MMP-2 gene CpG island methylation, genomic DNA was modified
by sodium bisulfite as described previously [6] and subsequently amplified with
primer sets specific to reaction of methylated (F 5-GCGGTTATACGTATCG
AGTTAGC-3' and R 5-ACTCTTTATCCGTTTTAAAA ACGAC-3’; 205 bp) and
unmethylated DNA (F 5-GGTGGTTATATGTATTGAGTTAGTGA-3' and R 5'-
ACTCTTTATCCATTTTAA AAACAAC-3’; 206 bp). Bisulfite-treated unmethylated
DNA of PBMC cells were used as positive control of unmethylated reaction of MMP-2
gene. Methylation-induced DNA of same cells by MSssl methylase enzyme (New
England Biolabs, Beverly, USA) was used as positive control to methylated reaction.

The methylation-sensitive restriction enzymes Hhal and Acil were used to
access methylation of CG dinucleotides in the MMP-9 promoter, including those CG
sites located at positions -35, -185, -223, -233, as described previously [21].
Restriction enzymes cleave DNA at unmethylated CG sites, while they are unable to
cut methylated cytosines. Analysis of bioinformatics web site
(http://www.restrictionmapper.org) showed that Hhal enzyme cleaves the restriction
site at position -35, and the other sites are cleaved by Acil. CG dinucleotides
analyzed in this study are located closer to the transcription start of the MMP-9 gene.
200 ng of genomic DNA was digested separately with each of the restriction enzymes
Hhal and Acil to cleave the specific regions containing CG sites, according to
manufacturer's protocol (New England BioLabs, Beverly, MA, USA). Digestion was
followed by PCR amplification (primers: F 5-GCTTCATCCCCCTCCCTCC-3’, R 5'-

AGCACCAGGACCAGGGGC-3’; 369 bp). PCR products were subjected to
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electrophoresis in 6.5% polyacrilamyde gels. While methylated cytosine produces
band equivalent to that of control methylated DNA of placenta tissue, the cleavage by
restriction enzyme at unmethylated CpG induces DNA strand breaks, and thus no
band is detected. To verify if enzymatic digestion did not damage the DNA, DNA
samples were also amplified without previous digestion by restriction enzymes.
Undigested and digested PCR products were electrophoresed in parallel. Human
unmethylated DNA (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), which is sensitive to action of

the enzyme, was also used as unmethylated positive control.

RNA extraction and Quantitative Real-time PCR (QRT-PCR) of MMP-2 and MMP-9

Total RNA was extracted from frozen tissue samples by Trizol reagent according to
the manufacturer's protocol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). RNA integrity was
analyzed by 1% agarose gel electrophoresis. Reverse transcription of 1ug of RNA to
cDNA was performed using SuperScript Il First-Strand (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) following the manufacturer’s instruction. Primer sequences were designed
using the PrimerExpress software (v.3, Applied Biosystems) as follows: MMP-2 (F:
5-AGCTCCCGGAAAAGATTGATG-3’; R: 5-CAGGGTGCTGGCTGAGTAGAT-3,
101 bp) and MMP-9 (F: 5-GAGGTTCGACGTGAAGGCGCAGAT-3; R: 5-
CATAGGTCACGTAGCCCACT TGGT3’, 200 bp). All reactions were run in duplicates
in a StepOne Real time PCR System using SYBR-green fluorescence quantification
system (Applied Biosystems, Warrington, UK). Comparative C; method was used
[22]. Expression levels of MMP-2 and MMP-9 genes were obtained by normalization

to endogenous B-actin and relative to a calibrator sample (placenta tissue).
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Gelatin Zymography

Ameloblastoma protein was extracted and subjected to electrophoresis under
nonreducing conditions on SDS-polyacrylamide gels copolymerized with 1 mg/ml
gelatin (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA), as previously described [23]. After
electrophoresis, gels were washed in 2.5% Triton-X 100 and incubated for at least
18h at 37°C in incubation buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, containing 5 mM CacCly,
100 mM NaCl, 0.01% Triton X-100). Zymographic gels were stained in 0.2%
Coomassie Brilliant Blue R-250 and de-stained. Gels were scanned to analyse the

bands representative of MMPs, according to molecular weight.

Statistical analysis

Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used to compare the relative
quantification of MMP-2 and MMP-9 between groups. Chi-square or Fisher’s exact
were used when appropriate to test the association between methylation profile of
the genes. The analyses were carried out using the SPSS 17.0 software and

probability values <0.05 were considered statistically significant.

Results

MMP-2 and MMP-9 methylation status are shown in table 2 and represented in figure
1. While all healthy gingival samples showed MMP-2 methylation, about half of
ameloblastomas and half of dental follicles were unmethylated. Similarly, it was
identified an increased frequency of unmethylated MMP-9 of specific CpG sites
digested by Hhal in ameloblastoma and dental follicles. Almost all ameloblastoma

and dental follicle samples showed unmethylated profile for MMP-9. No difference
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was found between the methylation of CG sites digested by Acil among the groups
studied.

gRT-PCR results are summarized in figures 2A and 2B. Dental follicles
showed a significantly higher MMP-2 mRNA expression than ameloblastomas and
healthy gingiva. However, higher expression levels of MMP-9 were found in
ameloblastomas than in dental follicles and healthy gingiva.

When we investigated the association between the methylation status of both
genes and their transcription, we observed an inverse association of MMP-2
transcription with methylation of the gene in dental follicles (p=0.037) (Table 3). As
most of the ameloblastoma and dental follicles were unmethylated for MMP-9 gene
considering all restriction sites, it was not possible to statistically compare the
transcription of the gene in the cases with or without methylated sequences.
However, our results showed that almost all tumor samples presented unmethylated
MMP-9 profile together with increased mRNA levels.

All ameloblastoma samples showed expression of MMP-2 and MMP-9
proteins, verified by zymography (Figure 3). However, pro-MMP-2 and pro-MMP-9
forms were not identified in ameloblastomas. Analysis of protein expression in dental

follicles and healthy gingiva was not performed due to scarcity tissue samples.

Discussion

The wunderlying molecular pathways associated with the pathogenesis of
ameloblastoma are not well established yet. Previous investigations have assessed

molecular and genetic alterations related mainly to apoptosis, allelic loss of tumour
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suppressor genes, deregulation of Sonic Hedgehog signaling pathway, as well as
clonality of these tumours [3,24,25].

Matrix metalloproteinases are involved in the degradation of collagen as well
as bone matrix and have been shown to play a key role in the local invasiveness of
ameloblastoma cells [15,26]. Overexpression of MMP-2 and MMP-9 was associated
to an infiltrative behavior of ameloblastoma, as well as of several malignant
neoplasms [17,27]. The suppression of MMP-2 activity was able to inhibit the
invasiveness capacity of ameloblastoma cells in vitro [14,15]. Furthermore, it was
suggested that increased expression of MMP-9 may be involved in the proliferation
and invasive behavior of ameloblastoma [26].

Some papers, including studies from our research group, have demonstrated
epigenetic alterations in odontogenic tumours [5,6,9,10,28]. In the present study, we
hypothesized that methylation may regulate the expression of MMPs in
ameloblastoma and/or dental follicles. We also investigated the association between
methylation and the transcription levels of these genes. As most of the
ameloblastoma samples were solid follicular type, the association between each
clinical or histological type with the molecular data was not possible to be performed.

MMPs are involved in tooth eruption mechanisms, being important in dental
follicles tissue [29]. In the present study, the dental follicles showed a more
unmethylated profile of MMP-2 and MMP-9 in regard to gingiva. Compared to the
others study groups, dental follicles presented increased transcription of MMP-2
MRNA, confirming a previous study [16]. Although MMP-2 is related to tumor
pathogenesis, this enzyme seems to be constitutively expressed in physiologic

tissues and many cell types and also exhibits characteristics of a housekeeping gene
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[30, 31, 32]. Perhaps this could explain higher expression of mMRNA MMP-2 in dental
follicles than in ameloblastomas.

In addition, an inverse association of MMP-2 transcription and methylation of
the gene was noted in dental follicles. Therefore, our data suggests that MMP-2
expression in these tissues may be modulated by methylation.

Ameloblastomas presented an unmethylated profile of MMP-2 and MMP-9
genes compared to gingiva. Furthermore, this tumour showed increased transcription
of MMP-9 compared to dental follicles and healthy gingiva.

It is well established the important role of the methylation for epigenetic
silencing, particularly, through regulatory mechanisms of transcription. Accordingly,
our data lead us to suggest that preferably unmethylated profile of MMP-9 gene, in
ameloblastomas, may be a permissive event for binding of transcription factors to
DNA, thus favoring, the gene transcription.

All  ameloblastomas showed MMP-9 protein expression and were
unmethylated for MMP-9, so it was not possible to statistically compare the
transcription of the gene according to its methylation status, due to the small
frequency of ameloblastomas with methylated MMP-9. However, our study suggests
that the increased transcription of MMP-9 in ameloblastoma could be possibly
influenced by unmethylation of the gene. The evident protein expression, identified
by zymography, provides additional data to the possible gene regulation by
unmethylated MMP-9.

It is interesting to note that hypomethylation of MMP-2 and MMP-9 genes
increases gene expression and contributes to cancer cell invasiveness and
tumorigenesis in malignant neoplasms, such as prostate cancer and lymphoma

[18,33].
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In conclusion, our study provides new insights into the epigenetic regulation of
MMPs in ameloblastoma and points to hypomethylation of MMP-9 as a possible
mechanism involved in the increased transcription of the gene in this tumour.
However, functional studies are needed to better explain the role of matrix

metalloproteinases methylation in the pathogenesis of ameloblastoma.
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Figure legends

Figure 1 Representative figure of methylation analysis. A: Methylation status of
MMP-2 in ameloblastoma. M: PCR products when amplified by methylated primers
(205bp); U: PCR products when amplified by unmethylated primers (206pb); +M:
positive control to methylated reaction; +U: positive control to unmethylated reaction.
-M and -U: negative control without DNA. Lines 1 to 3 represent DNA from
ameloblastoma samples. B: Methylation status of MMP-9 in dental follicle. DNA
samples were digested by Hhal restriction enzyme followed by PCR, flanking the
restriction site. Absent band indicates unmethylated profile (U) due to DNA cleavage
by restriction enzyme. Presence of PCR band represents methylated profile (M) of

the MMP-9 gene. +M: methylated positive control; +U: unmethylated positive control.

Figure 2 gRT-PCR results of MMP-2 (A) and MMP-9 (B) mRNA transcription in
ameloblastoma, dental follicle and healthy gingiva. In both analyses, gene expression
is shown as meanzSE. All reactions were normalized to B-actin and relative to a

calibrator sample. *Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (p<0.05).

Figure 3 Zymography gel electrophoresis representing MMP-2 (72 KDa) and MMP-9
protein (92 KDa) in ameloblastoma samples. Lines 1 to 7 represent protein extracts

from ameloblastoma samples
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Figure 3
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Tables

Table 1
Distribution of subjects according to gender, age and anatomic sites
Parameters Ameloblastoma (n=12) Dental follicle (n=12) Healthy gingiva (n=12)
Gender
Male 05 (41.7%) 06 (50.0%) 07 (58.3%)
Female 07 (58.3%) 06 (50.0%) 05 (41.7%)
Age (years)
Variation 8-51 16-28 19-28
Mean £ SD 31.0+14.6 21.58 + 3.8 254+53
Anatomic Sites
Mandible
Anterior region 01 (8.3%) 0 0
Posterior region 11 (91.7%) 12 (100.0%) 4 (33.3%)
Maxila 0 0 8 (66.7%)

Table 2

Methylation status of MMP-2 and MMP-9 genes in ameloblastoma, dental follicle and healthy

gingiva

Parameters Ameloblastoma (n=12) Dental follicle (n=12) Healthy gingiva (n=12) p-value*

MMP-2 methylation
Methylated 05 (41.7%) 07 (58.3%) 12 (100.0%) 0.008*
Unmethylated 07 (58.3%) 05 (41.7%) 0 (0.0%)

MMP-9 methylation/restriction site digested by Hhal

Methylated 0 (0.0%) 02 (16.7%) 06 (50.0%) 0.011*
Unmethylated 12 (100.0%) 10 (83.3%) 06 (50.0%)

MMP-9 methylation/restriction site digested by Acil

Methylated 01 (8.3%) 0 (0,0%) 0 (0.0%) 0.358

Unmethylated 11 (91.7%) 12 (100.0%) 12 (100.0%)

* Fisher's exact test (p<0.05)
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Table 3

Relative expression of MMP-2 according to methylation status in dental follicles

Relative expression of MMP-2 (QRT-PCR) p-value’
Mean Rank
Dental follicles
Methylated MMP-2 4.86
0.037
Unmethylated MMP-2 8.80

* Mann-Whitney test (p<0.05)
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Abstract

Ameloblastoma is a locally aggressive benign neoplasm derived from odontogenic
epithelium, with high recurrence rates. Alterations in the Hedgehog signalling
pathway, including PTCH gene mutations, have been associated with the
pathogenesis of some odontogenic tumours. The purpose of the present study was
to assess loss of heterozygosity (LOH) at the PTCH locus in ameloblastoma. Twelve
ameloblastomas were included and LOH was assessed by using 3 microsatellite
markers D9S252, D9S127, and D9S287, and 3 single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) rs112794371, rs111446700, rs357564 all located at the PTCH gene locus.
Furthermore, we investigated GLI1 and GLI2 transcription levels by quantitative
reverse-transcription PCR (gRT-PCR) in 8 ameloblastomas and concomitantly,
PTCH protein levels by immunohistochemical analysis. LOH at 9921.33-9¢.31 was
detected in 4/10 (40.0%) informative cases of ameloblastoma. All 8 analyzed
samples expressed GLI1 mRNA and seven cases GLI2 mRNA. Interestingly, LOH at
the PTCH locus was not correlated with GLI1 or GLI2 transcription levels, nor was
there any correlation with PTCH protein expression. In conclusion, our findings
suggest that LOH in the PTCH region may be relevant to the pathogenesis of

ameloblastoma, but may target a different gene than PTCH.

Keywords: Ameloblastoma; Loss of heterozygosity; PTCH; GLI1; GLI2; Sonic

Hedgehog pathway
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Introduction

Ameloblastoma is a benign tumour originating from odontogenic epithelium. It
has an aggressive behaviour associated with significant destruction of the jaws,
especially in the posterior region of the mandible. This odontogenic tumour presents
high recurrence rates [1,2]. Histologically, ameloblastoma consists of epithelial
strands or islands of ameloblastic epithelium [1,3]. Several studies have already
demonstrated genetic and epigenetic alterations in ameloblastoma [4-7], but the
precise pathogenic mechanisms have not been elucidated yet [8].

The Sonic hedgehog (SHH) signalling pathway is a key regulator of embryonic
development and cell growth control. SHH signalling acts through several
components, including SHH ligand and the transmembrane proteins Patched (PTCH)
and Smoothened (SMO), to activate GLI transcription factors. Evidence indicates that
in the absence of the SHH ligand, PTCH acts as a tumour suppressor gene and
normally represses SMO. PTCH negatively modulates the SHH signalling pathway
but when SHH binds to the PTCH receptor, this inhibition is released, allowing SMO
to activate the GLI-family transcription factors, among them, GLI1 and GLI2 [9].
Aberrant activation of genes regulating SHH-GLI has reportedly been associated with
tumorigenesis in humans and animals [10]. Genetic alterations in the PTCH gene
were previously reported in different odontogenic tumours and cysts [11], but the
putative involvement of this gene and genetic locus was not reported in
ameloblastoma.

Loss of heterozygosity (LOH) is the loss of 1 allele by comparison of non
tumorous DNA with tumour DNA, and is a common somatic hallmark of an
inactivation of a tumor suppressor gene [12]. To date only immunohistochemical data

were published regarding the putative involvement of the SHH pathway in
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ameloblastoma [5,13,14], Therefore, the purpose of the present study was to expand
the body of knowledge by LOH analysis at the PTCH gene locus in ameloblastoma.
In order to provide further insight into the SHH signalling pathway in these tumors, we
also measured mRNA levels of GLI1 and GLI2 and the immunohistochemical

expression of PTCH.

Materials and Methods
Patients and tissue samples

Twelve human ameloblastoma samples were included in this study. Of these
12 samples, 8 had fresh tissue collected as well as paraffin-embedded tissue.
Diagnosis of all specimens was confirmed by histopathologic analysis based on the
classification of histological typing of odontogenic tumours of the World Health
Organization [1]. The samples were obtained after informed consent and with the
approval of the local ethics committee. Clinical data as well as classification of the

lesions are displayed in table 1.

DNA isolation

Tumour tissue and stroma fragments were obtained by microdissection.
Tissue was microdissected from a series of 20-um-thick paraffin-embedded tissue
sections under direct visualization using a stereoscopic microscope and a surgical
blade. Microdissected tissue was digested with proteinase K, and genomic DNA was
isolated using Qiagen DNeasy Tissue Kit following the manufacturer’s instructions

(Qiagen Inc., Valencia, CA, USA).
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LOH by Microsatellite analysis

Three polymorphic DNA markers located on the long arm of chromosome 9,
including D9S252 (9921.33), D9S287 (9922.3), and D9S127 (9931), were evaluated.
The primers and PCR conditions were as described elsewhere [15]. All PCR
reactions were performed for tumour and normal tissue under the same conditions.
Amplification products were detected using an ABI PRISM 310 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). LOH was calculated as the ratio between short allele-normal
(Sn)/long allele-normal (Ln) and short allele-tumour (St)/long allele-tumour (Lt), using
the formula: (Sn:Ln)/(St:Lt). LOH was scored if 1 allele was decreased by more than
50% in the tumour sample when compared with the same allele in normal tissue DNA
after stutter correction when necessary (score < 0.5 or > 2) [12].

When DNA for normal tissue was found to be homozygous for the polymorphic
markers (i.e., showing only 1 allele in the normal control tissue), the case was
considered non-informative. Samples of basal cell carcinoma were used as positive
control for LOH assays on chromosome 9q since LOH in this region is reported in

such lesions.

LOH by single-nucleotide polymorphisms markers

Three single-nucleotide polymorphisms (SNPs) located in intragenic position
of PTCH were also used to further evaluate LOH, including rs112794371 (exon 5),
rs111446700 (exon 17), rs357564 (exon 23). These SNPs were selected due to high
frequency of heterozygosity (0.5) reported in the dbSNP
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/).The following primers flanking the SNPs were
used: F 5S'ctgctcgttttgacagatge3’, R S’tgaaatttaatgacgcectd’ (rs112794371); F

5’gccatgtgcagaactgtgtt3’, R  5’acgtgagagcaacgcctaat3d’  (rs111446700); F
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5’aacccaaggagggaagtgtgd’, R 5’aagccgtcacagtgggtgatgld’ (rs357564). Purified PCR
products were sequenced using an ABI PRISM 310. Analysis of LOH by
heterozygous SNP markers implies that normal sample is heterozygote and tumour

sample is homozygote [16].

RNA extraction and quantitative reverse transcription-PCR

Total RNA was extracted from 8 ameloblastoma samples by means of Trizol
reagent according to the manufacturer’s protocol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Total RNA was treated with DNase. Reverse transcription of 1 ug of RNA to cDNA
was performed using SuperScript Il First-Strand (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
following the manufacturer's instructions. Quantitative reverse transcription-PCR
(gRT-PCR) analysis was carried out using 1x SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Reactions were performed in duplicate and run on a
Step One machine (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The cycling
parameters were 10 min denaturation at 95°C followed by 40 cycles at 95°C for 15 s
and 56°C for 1 min. The cycling was followed by melting curve analysis to distinguish
specificity of the PCR products. GLI1 and GLI2 expression was normalized to B-actin
(ACTB) as internal control [17]. Primer efficiency was tested. The amount of targets
was obtained by normalization to endogenous B-actin and relative to a calibrator
sample (pericoronal dental follicle). All reactions were run in duplicate. The data were

guantified with the comparative C; method as previously described [18].

Immunohistochemistry
Deparaffinization/rehydratation and antigen retrieval were performed in

paraffin sections of ameloblastoma using the Trilogy solution® (Cell Marque, Rocklin,
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CA, USA) in a steamer at 98°C for 20 minutes. The endogenous peroxidase was
blocked by incubation with H,O,. Anti-PTCH C terminus polyclonal antibody was
kindly donated by Dr. Allen Bale (Yale University, New Haven, CT) and was used as
the primary antibody at 1:500 dilution for 30 minutes at room temperature. After
washing in Tris—HCI buffer, sections were incubated for 30 min at room temperature
with EnVisionTM+Dual Link System-HRP (Dako; Carpinteria, CA, USA). The
reactions were revealed by applying 3,3'-diaminobenzidine in chromogen solution
(DAB) (Dako; Carpinteria, CA, USA). The tissue sections were counterstained with
Mayer's hematoxylin and mounted in Permount (Fisher Scientific, NJ, USA).
Keratocystic odontogenic tumour was used as positive control and the negative
control consisted of the omission of primary antibody. Each slide was analysed by
two pathologists and the tumour was scored as positive or negative according to the

presence or absence of the protein staining respectively.

Statistical analysis

The Mann-Whitney test was used to compare the relative quantification of
GLI1 and GLI2 in the samples with and without LOH at 9921.33-g31. The statistical
analyses were carried out using the SPSS 17.0 software, and probability values

<0.05 were considered statistically significant.

Results
Clinicopathologic characteristics

A total of 12 cases of ameloblastoma were included in the study. They
included 7 women and 5 men (mean age, 31.58 + 13.67 years; range, 8-51 years).
All tumours affected the mandible. Eleven cases were diagnosed as multicystic

ameloblastoma and 1 was unicystic ameloblastoma (table 1).
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LOH analysis of PTCH gene and quantitative real-time PCR of GLI1 and GLI2

LOH results obtained with the combined use of microsatellite markers and
single-nucleotide polymorphisms are summarized in table 1. LOH was identified in at
least 1 locus in 4 (40.0%) out of 10 informative ameloblastoma samples. Among the
4 ameloblastoma cases with LOH at 9921.33-99.31, 3 were multicystic and 1 was
unicystic. Representative examples of LOH are shown in Figure 1.

Table 2 shows the combination of LOH and relative quantification of GLI
MRNA levels. All eight samples showed transcription of GLI1 mRNA and seven
cases expressed GLI2 mRNA. The transcription of both genes in the samples that
presented LOH in the PTCH region was not statistically different from the ones that

were heterozygous at the PTCH locus (p > 0.05; Mann-Whitney test) (table 2).

PTCH protein expression
All ameloblastoma samples showed positive intra-cytoplasmic immunostaining

of PTCH. A representative immunostaining pattern is shown in Figure 2.

Discussion

The human homologue of Drosophila patched gene (PTCH), located at
9g22.3, have been suggested to have a potential role in the pathogenesis of some
odontogenic cysts and tumours [19,20,21]. In the present study, we analysed 12
ameloblastoma cases for LOH in the PTCH region, at 9921.33-9p31. LOH was
present in at least 1 locus in 4 (40.0%) of 10 samples of informative cases of

ameloblastoma. Since the unique unicystic ameloblastoma case studied also
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presented LOH of the PTCH gene, we suggest that this alteration is not exclusive of
multicystic ameloblastoma form. Koutlas et al. [22], using only 2 microsatellite
markers to study 3 cases of ameloblastoma, did not find LOH of microsatellite
markers in the region of the PTCH gene.

In order to validate the hypothesis that the SHH/PTCH pathway is indeed
contributing to the pathogenesis of ameloblastoma, we further investigated the
transcription of the downstream GLI1 and GLI2 genes. While GLI1 encodes a zinc
finger transcription factor that acts as an activator of target genes, the GLI2 acts as a
transcriptional repressor or activator. The transcription of both proteins occurs when
the signalling pathway is activated [10]. We found that all ameloblastoma samples
showed transcription of the GLI1 and 7 out of 8 of the frozen samples presented
transcription of the GLI2. This data confirm previous evidence of presence of GLI1
MRNA and protein in ameloblastomas [5,14,23] and gives further support to the
assumption that the PTCH pathway is activated in ameloblastoma. Yet, no correlation
was shown between LOH at the PTCH gene locus and the transcription of GLI1 and
GLI2 or even protein expression of the PTCH gene.

Although some studies have previously investigated PTCH protein expression
in ameloblastoma [5,13,14,23], none of them evaluated the possible association
between PTCH LOH and protein expression. We found strong positive staining in all
samples independent of the PTCH locus LOH status, suggesting that the expression
of this protein is not strictly influenced by the genetic alteration of the gene.
Interestingly, the same result was reported by our group some years ago regarding
keratocystic odontogenic tumor, a well-known tumour clearly associated with PTCH
gene alterations [13]. These results may also suggest that LOH may not be targeting

the PTCH gene but a nearby gene that may affect tumorigenesis of these tumors.
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In conclusion, our study shows that some ameloblastoma cases present LOH
of the PTCH gene. Increased transcription of mainly GLI1 is observed in these
tumours, but no correlation with LOH of the PTCH gene. These results may implicate

another gene at the same locus.
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Figure 1. Representative ameloblastoma samples showing LOH, using microsatellite

markers D9S252 (A), D9S127 (B) and D9S287 (C) located on chromosome 9q. Loss

of an allele is observed in the tumour compared to stroma DNA in all cases. * allele

Figure 2. Positive PTCH staining in ameloblastoma.

cytoplasmic immunostaining are shown.
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Figure 2
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Table 1. Analysis of loss of heterozygosity (LOH) in 12 ameloblastoma samples using

microsatellite markers and single nucleotide polymorphisms (SNPs) located in and

around the region of the PTCH gene.

Microsatellite Marker PTCH SNPs
D9S252 D9S127 D9S287 rs112794371rs111446700 rs357564
Sample Gender Age Clinical Type
9g21.33 9931 9g22.3 Exon 5 Exon 17 Exon 23
Casel Female 40  Multicystic O - O - - -
Case 2 Male 25  Multicystic [ ] - [ - - *
Case3 Female 51  Multicystic - [ ] [ - - *
Case4 Female 33  Multicystic - - - - * -
Case5 Female 37  Multicystic - [ O * * *
Case6 Female 12  Multicystic - - O * * *
Case 7 Male 50  Multicystic - - O * * -
Case8 Female 39  Multicystic @) @) O - - *
Case9 Female 19 Unicystic [ ] - O - - -
Casel0 Male 28  Multicystic - - - - - *
Case 11 Male 08 Multicystic O O O - - O
Case 12 Male 37 Multicystic - - O - - O

- : Homozygote (non informative); O: Heterozygote; @: LOH; >*: Uninterpretable data .
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Table 2. Loss of heterozygosity (LOH) in the PTCH region and relative quantification

of the GLI1 and GLI2 genes in ameloblastoma

Ameloblastoma samples  LOH in the PTCH* Relative quantification  Relative quantification

of GLI1** of GLI2**
Case 2 Yes 0.017 Undetected
Case 3 Yes 9.721 3.278
Case 4 No 10.957 15.965
Case 7 No 2.095 6.026
Case 8 No 0.027 0.058
Case 9 Yes 0.042 0.156
Case 11 No 0.788 0.078
Case 12 No 0.524 0.116

*. LOH in at least 1 microsatellite marker

= 2"8CT pental follicles were used as calibrator to quantitative PCR of the GLI1 and GLI2 genes.
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7 CONCLUSOES

O ameloblastoma apresenta aumento na expressdo de MMP-9 em
comparacao com foliculos pericoronarios e mucosa normal.

A predominéancia do padrdo ndo-metilado do gene MMP-9 sugere possivel
regulacao epigenética.

Perda de heterozigosidade na regido do gene PTCH € encontrada no
ameloblastoma. A expressdo aumentada de GLI-1 e GLI-2 sugere ativacdo desta

via neste tumor.
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ANEXOS

ANEXO | - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG

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

Projeto: CAAE - 0266.0.203.000-11

Interessado(a): Prof. Ricardo Santiago Gomez

Depto. de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontologicas
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 19 de agosto de 2011, apds atendidas as solicitacées de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Estudo da perda de heterozigosidade
do gene PTCH, metilagio e transcricio génica de
metaloproteinases da matriz em ameloblastoma" 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.

Profa. Maria Teresa Mé?ques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufimg.br
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ANEXO Il - llustracdo representativa da localizacéo

microssatélites no bragco longo do cromossomo 9

9912

9913
Fq21.11
Aq21.12
9q921.13

9q21.2
9q21.31
Aq21.32
A921.33

9q22.1 —

A922.2 —

Aq22.31
Q2.3

Bq22. 35

29311 _-

qq51.2 —
4931.F

4932 —

4q933.1

Aq33.2 —
Aq35.3 o

Aq3t.11

95412 -
93415
9934.2

9343

* Disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview

—— D9S252 (9921.33)

—— D9S287 (9q22.3)

’— D9S127 (9931)

149

dos marcadores



150

ANEXO 1l - Normas de publicagao do periédico “Tumor Biology - ISSN: 1010-
4283”

Tumor Biology

Tumor Markers, Tumor Targeting and Translational Cancer
Research

[SSM: 1010-4233 (print version)
[ 2010 Impact Factor 2.026

Instructions for authors

Types of papers

Research Articles, Review Articles, Research commentaries, Workshop Reports and Clinical Guidelines.

Manuscript submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as
well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include
evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without
such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial
processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online’
on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen.

Title Page

The title page should include:

e The name(s) of the author(s)

e A concise and informative title

e The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

e The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author
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Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or
unspecified references.

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.
e Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

e Use italics for emphasis.

e Use the automatic page numbering function to number the pages.

e Do not use field functions.

e Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

e Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

e Use the equation editor or MathType for equations.

e Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word versions).
e Word template (zip, 154 kB)

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
e LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.
Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.
Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the
bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the
article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list.
The names of funding organizations should be written in full.


http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/sv-journ.zip?SGWID=0-0-45-431298-0
http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/LaTeX.zip?SGWID=0-0-45-468198-0
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References

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:
1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or
accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text.
Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

e Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high
intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol
105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will
also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325-329
e Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol Med.
doi:10.1007/s001090000086

e Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
e Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd
edn. Wiley, New York, pp 230-257

e Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations,
see
e Www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-text citations and
reference list.
e EndNote style (zip, 2 kB)

Authors preparing their manuscript in LaTeX can use the bibtex file spbasic.bst which is included in Springer’s
LaTeX macro package.

Tables

e All tables are to be numbered using Arabic numerals.

e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.


http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php
http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/SpringerBasicNumber.zip?SGWID=0-0-45-943237-0
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e For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

e |dentify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at
the end of the table caption.

e Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for
significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

Conflict of interest

Authors must indicate whether or not they have a financial relationship with the organization that sponsored the
research. This note should be added in a separate section before the reference list.

If no conflict exists, authors should state: The authors declare that they have no conflict of interest.
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ANEXO IV - Normas de publicagao do periédico “Human Pathology Journal -
ISSN 0046-8177”

ﬁ
FLSEVIER

Human
PATHOLOGY

Facts & Figures

Impact Factor: 2.558
5-Year Impact Factor: 3.143
Issues per year: 12

Submission of Manuscripts

Original articles are considered for publication in Human Pathology providing that they have never
been published and are not under simultaneous review by another journal. Original articles should be
submitted as follows.

All original contributions (including case studies) should be submitted electronically, if possible, to
http://ees.elsevier.com/yhupa. Authors are requested to submit the text, tables, and artwork in
electronic form to this address. In an accompanying letter, authors should state that the manuscript, or
parts of it, have not been and will not be submitted elsewhere for publication. Authors are highly
encouraged to include a list of three or more potential reviewers for their manuscript, with
complete contact information including e-mail address. Submission items include a cover letter,
the manuscript (including title page, abstract, manuscript text, references, and table/figure legends),
tables, and figures. In addition, a letter of submission signed by all of the authors acknowledging
responsibility for the work and identifying any potential conflicts of interest must be included. Where
digital or scanned signatures cannot be provided, authors may send a duplicate signed copy to the
Editorial Office by fax or courier. Revised manuscripts should also be accompanied by a unique file
(separate from the covering letter) with responses to reviewers' comments. The preferred order of files
is as follows: cover letter, response to reviews (revised manuscripts only), manuscript file(s), table(s),
figure(s). Files should be labeled with appropriate and descriptive file names (e.g., SmithText.doc,
Figl.eps, Table3.doc). Upload text, tables and graphics as separate files. Do not import figures or
tables into the text document. Complete instructions for electronic artwork submission can be found on
the Author Gateway, accessible through the journal home page.

Authors with circumstances that prevent online submission (except for those from the UK and Western
Europe) should send their manuscripts to Chris Reyes, Human Pathology Editorial Office, Department
of Pathology and Laboratory Medicine, University of Wisconsin, 600 Highland Ave., Madison, WI
53792; Tel: 608-262-1868; Fax: 608-265-4393; E-mail: cmreyes@wisc.edu

Manuscript submissions from the UK and Western Europe can be sent to Vincenzo Eusebi, MD,
Universita Bologna, Servizio Anatomia Patologica, Ospedale Bellaria, Via Altura 3, Bologna, Italy
40139; Tel: +39 051 6225750; E-mail: Vincenzo.Eusebi@ausl.bo.it.

Unless otherwise dictated, the requirements of this journal are in accordance with the International
Committee of Medical Journal Editors' Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals (Ann Intern Med 108:258-265, 1988).
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Editorials, Current Topics, Pathology Education, Progress in Pathology, and Perspectives in
Pathology are published by invitation only.

Original Contributions

Original Contributions should not exceed 30 double-spaced typewritten pages, including tables,
figures and references. Space limitations preclude the publication of excessive figures. A maximum of
eight plates will ordinarily be sufficient to illustrate key points. References should be limited to 35.
Manuscripts submitted as Original Contributions that exceed these limits at the discretion of the
editorial board will be returned without review.

Case Studies

Case Studies must provide new information. Clinically significant observations based on new or
developing technology will receive special consideration. Imaginative applications of established
methods are also encouraged. Brevity is required: Case Studies must not be more than 10 double-
spaced typewritten pages, including tables, figures and references. The number of references should
be 15 or less, and the number of figures should be 3 or less. Manuscripts submitted as Case Studies
that do not conform to these requirements will be returned without review.

Letters to the Editor

HUMAN PATHOLOGY encourages letters to the editor, which will be published at the discretion of the
editor as space permits and are subject to editing and abridgment for length, and on the
understanding that submitting the letter to us constitutes your permission for its publication in any
current or subsequent issue or edition of the Journal, in any form or media, now known or hereafter
developed, and your affirmation that the letter has not been submitted or published elsewhere. They
should be submitted electronically, typewritten, and double spaced. They must be limited to
approximately 500 words and to no more than five references.

Standard Manuscript Form

For all submissions, standard manuscript form is requested. The manuscript, including references and
legends, should be typed doublespaced, using at least 12 point font for all text except superscripts or
subscripts, and with 1 inch (2.5 cm) margins throughout. Authors' names, institutional and/or corporate
affiliations, 3 to 5 keywords, and the mailing address, telephone, fax and (if available) electronic mail
address of the corresponding author should be provided on the title page. Please refrain from using
EndNotes as references or automatic list numbering because these features are lost in conversion:
simply type the reference number in parentheses in the text and type the reference list. Formatting,
such as Greek letters, italics, super- and subscripts, may be used: the coding scheme for such
elements must be consistent throughout. Figures may be submitted in electronic format. Images
should be provided in EPS or TIF format. Graphics software such as Photoshop and lllustrator, not
presentation software such as PowerPoint, CorelDraw, or Harvard Graphics, should be used to create
the art. Color images must be CMYK, at least 300 DPI. Gray scale images should be at least 300 DPI.
Combinations of gray scale and line art should be at least 1200 DPI. Line art (black and white or color)
should be at least 1200 DPI. Figures, graphics, and photos should not be embedded in the manuscript
text file. The total size of all figure files should not exceed 20MB. For each figure/table, please include
the appropriate figure/table number in the description field, so that the figure/ table in the PDF can be
readily identified. Authors are expected to disclose any commercial associations that might pose a
conflict of interest in connection with the submitted manuscript. All funding sources supporting the
work should be routinely acknowledged in a footnote on the title page. Separate pages should be used
for the title, abstract, text, acknowledgments, references, tables and figure legends.

All contributions except Letters to the Editor should contain a brief abstract. For full length
manuscripts, the abstract should not exceed 250 words. For Case Studies, abstracts should not
exceed 150 words.

Authors may use standard abbreviations without explanation. Please refer to Proc Natl Acad Sci U S
A,92:wviii-x (1995) for guidance as to which abbreviations are considered standard. Nonstandard
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abbreviations should be spelled out the first time they are used in the text, and then abbreviated
thereafter. A list of such nonstandard abbreviations should be provided on a separate page following
the abstract. Overuse of abbreviations is discouraged. All manuscripts should be in grammatically
correct, colloquial English. Manuscripts that do not meet this requirement may be returned to the
authors for editing. Foreign authors are encouraged to consult native English speakers prior to
submitting manuscripts, to ensure that submissions conform to this requirement. In some cases,
manuscripts accepted for publication may have to be edited at the authors' expense to comply with
proper English usage.

Borrowed material-illustrations, tables, and lengthy verbatim quotations-must be fully identified as to
original author and source, and written permission must be obtained from both the author and the
publisher. Authors are responsible for applying for permission for both print and electronic rights for all
borrowed materials and are responsible for paying any fees related to the applications of these
permissions. Letters granting such permission should be forwarded with the manuscript.

References should be arranged in order of citation and numbered consecutively. References to
journals should include the following information in this order: the authors' names with initials, article
title and subtitle, journal name as abbreviated in Index Medicus, year, volume number, and inclusive
page numbers. Kolonel LN, Nomura AMY, Hirohata T, Hankin JH, Hinds MW. Association of diet and
place of birth with stomach cancer incidence in Hawaii Japanese and Caucasians. Am J Clin Nutr
1981; 34:2478-85. "Personal communications" and "unpublished observations" should be indicated
within the text but excluded from the reference list. Information from manuscripts submitted but not yet
accepted should be cited in the text as "unpublished observations." In book citations, include, when
appropriate, the chapter authors’ names and the chapter title along with the book editors' hames, the
title and edition, the place of publication, publisher, year, and inclusive page numbers. Kolonel LN,
Hinds MW, Hankin JH. Cancer patterns among migrant and native born Japanese in Hawaii in relation
to smoking, drinking, and dietary habits. In: Gelboin HV, et al, editors. Genetic and environmental
factors in experimental and human cancer. Tokyo, Japan: Science Society Press; 1980. p. 327-40.

Announcements of meetings, conferences, and the like that are of interest to the readership of the

Journal should be sent to the Editor at least 3 months before the first day of the month of issue in
which their appearance is desired.

Updated April 2011
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APENDICES

APENDICE I.A - Termo de consentimento destinado a individuos maiores de

18 anos portadores de ameloblastoma

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Estudo da perda de heterozigosidade
do gene PTCH, metilacdo e transcricdo génica de metaloproteinases da matriz em
ameloblastoma”.

O ameloblastoma é um tumor que se origina dos tecidos que formam os dentes e acomete individuos de
diferentes idades. As causas que levam ao desenvolvimento desta alteragdo ndo séo conhecidas.

Para esse estudo, sera necessaria a coleta de um pequeno pedaco do tumor para que este seja utilizado no
estudo das alteracBes que ocorrem dentro das células relacionadas ao seu desenvolvimento. Este pedaco que
serd incluido ndo comprometera o diagndéstico do tumor e sera realizado durante a cirurgia. Todos os resultados
serdo utilizados para pesquisa e ensino.

Estamos a sua disposicao para esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia
empregada. Em qualquer fase desta pesquisa, vocé terd a liberdade de recusar a participar ou retirar seu
consentimento, sem penalizacéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

Garantimos que todas as informacdes sdo confidenciais. Este estudo ndo oferecerd riscos, além daqueles
proprios da cirurgia a que vocé serd submetido. N&o tera custos ou ressarcimentos para vocé. Esta pesquisa nos
ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento do ameloblastoma e isso sera
muito importante para que possamos melhor conduzir o tratamento da doenga.

Ricardo Santiago Gomez (coordenador) Lucyana Conceicao Farias (pesquisador)

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag8es precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas. Autorizo a coleta de um fragmento do tecido que j& sera removido por motivo de cirurgia. Autorizo,
ainda, a utilizacdo dos dados para divulgagdo com finalidade de ensino e pesquisa, respeitando sempre 0 meu
direito de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da pesquisa posso retirar
este consentimento, sem quaisquer represalias ou prejuizo ao meu cuidado.

LOCAL: DATA: / /

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DO PACIENTE

DOCUMENTO APRESENTADO: NeO:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Lucyana Conceicdo Farias. Telefone: (31) 34092477
Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG. Av Antbénio Carlos, 6627. Unidade Administrativa 11-2° Andar, sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901. Tel.: (31) 3409-4592.
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APENDICE I.B - Termo de consentimento destinado a individuos maiores de 18

anos que possuem dente incluso para coleta de foliculo pericoronéario

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Estudo da perda de heterozigosidade
do gene PTCH, metilacdo e transcricdo génica de metaloproteinases da matriz em
ameloblastoma”.

O ameloblastoma é um tumor que se origina dos tecidos que formam os dentes e acomete individuos de
diferentes idades. As causas que levam ao desenvolvimento desta alteragcdo nédo sdo conhecidas.

Para esse estudo, sera necessaria a coleta de um pedaco do tecido que recobre o dente incluso que sera
removido durante a cirurgia. Estes pedacos de tecido serdo utilizados para comparar com os resultados obtidos
nos pacientes com o tumor odontogénico chamada de ameloblastatoma. Todos os resultados serdo utilizados
para fins de pesquisa e ensino.

Estamos a sua disposicao para esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia
empregada. Em qualquer fase desta pesquisa, vocé tera a liberdade de recusar a participar ou retirar seu
consentimento, sem penalizacéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

Garantimos que todas as informacdes sdo confidenciais. Este estudo ndo oferecerd riscos, além daqueles
proprios da cirurgia a que vocé sera submetido. Nao tera custos ou ressarcimentos para vocé. Esta pesquisa nos
ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento do ameloblastoma e isso sera
muito importante para que possamos melhor conduzir o tratamento da doenca.

Ricardo Santiago Gomez (coordenador) Lucyana Conceicao Farias (pesquisador)

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag®es precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas. Autorizo a coleta de um fragmento do tecido que ja sera removido por motivo de cirurgia. Autorizo,
ainda, a utilizacio dos dados para divulgagdo com finalidade de ensino e pesquisa, respeitando sempre o meu
direito de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da pesquisa posso retirar
este consentimento, sem quaisquer represalias ou prejuizo ao meu cuidado.

LOCAL: DATA: / /

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DO PACIENTE

DOCUMENTO APRESENTADO: NeO:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Lucyana Conceicdo Farias. Telefone: (31) 34092477
Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG. Av Antbénio Carlos, 6627. Unidade Administrativa 11-2° Andar, sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901. Tel.: (31) 3409-4592.
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APENDICE I.C - Termo de consentimento destinado a adolescentes (13 a 18
anos)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGCAO EM PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Estudo da perda de heterozigosidade
do gene PTCH, metilacdo e transcricdo génica de metaloproteinases da matriz em
ameloblastoma”.

O ameloblastoma é um tumor que se origina dos tecidos que formam os dentes e acomete individuos de
diferentes idades. As causas que levam ao desenvolvimento desta alteragcdo nédo sdo conhecidas.

Para esse estudo, sera necessaria a coleta de um pequeno pedagdo do tumor para que este seja utilizado no
estudo das alteracBes que ocorrem dentro das células relacionadas ao seu desenvolvimento. Este pedaco que
sera incluido ndo comprometerd o diagnéstico do tumor e sera realizado durante a cirurgia. Todos os resultados
serdo utilizados para pesquisa e ensino.

Estamos a sua disposi¢cdo para esclarecimentos, antes e durante a realizacdo da pesquisa. Em qualquer fase
desta pesquisa, vocé tera a liberdade de recusar a participar ou retirar seu consentimento, sem penaliza¢do
alguma e sem prejuizo ao seu tratamento.

Garantimos que todas as informacdes sdo confidenciais. Este estudo ndo oferecerd riscos, além daqueles
proprios da cirurgia a que vocé serd submetido. N&o tera custos ou ressarcimentos para vocé. Esta pesquisa nos
ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento do ameloblastoma e isso sera
muito importante para que possamos melhor conduzir o tratamento da doenga.

Ricardo Santiago Gomez (coordenador) Lucyana Conceicao Farias (pesquisador)

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag8es precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas. Autorizo a coleta de um fragmento do tecido que ja sera removido por motivo de cirurgia. Autorizo,
ainda, a utilizacdo dos dados para divulgagdo com finalidade de ensino e pesquisa, respeitando sempre o meu
direito de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da pesquisa posso retirar
este consentimento, sem quaisquer represalias ou prejuizo ao meu cuidado.

LOCAL: DATA: / /

NOME DO PACIENTE ASSINATURA DO PACIENTE

DOCUMENTO APRESENTADO: NeO:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Lucyana Conceicéo Farias. Telefone: (31) 34092477
Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG. Av Antbénio Carlos, 6627. Unidade Administrativa 11-2° Andar, sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901. Tel.: (31) 3409-4592.
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APENDICE I.D - Termo de consentimento destinado a responséavel por
adolescentes (13 a 18 anos)

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

O seu filho(a) estd sendo convidado(a) a participar do
projeto de pesquisa “Estudo da perda de heterozigosidade do gene PTCH, metilacdo e
transcricdo génica de metaloproteinases da matriz em ameloblastoma”.

O ameloblastoma é um tumor que se origina dos tecidos que formam os dentes e acomete individuos de
diferentes idades. As causas que levam ao desenvolvimento desta alteracéo ndo sdo conhecidas.

Para esse estudo, sera necessaria a coleta de um pequeno pedagdo do tumor para que este seja utilizado no
estudo das alteragBes que ocorrem dentro das células relacionadas ao seu desenvolvimento. Este pedaco que
serd incluido ndo comprometera o diagndstico do tumor e sera realizado durante a cirurgia. Todos os resultados
serdo utilizados para pesquisa e ensino.

Estamos a sua disposi¢do para esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia
empregada. Em qualquer fase desta pesquisa, vocé terd a liberdade de recusar a participar ou retirar seu
consentimento, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao tratamento do seu filho(a).

Garantimos que todas as informacdes s@o confidenciais. Este estudo ndo oferecera riscos, além daqueles
proprios da cirurgia a que vocé serd submetido. N&o tera custos ou ressarcimentos para vocé. Esta pesquisa nos
ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento do ameloblastoma e isso sera
muito importante para que possamos melhor conduzir o tratamento da doenca.

Ricardo Santiago Gomez (coordenador) Lucyana Conceicao Farias (pesquisador)

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag®es precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas. Autorizo a coleta de um fragmento do tecido que j& sera removido por motivo de cirurgia. Autorizo,
ainda, a utilizacdo dos dados para divulgacdo com finalidade de ensino e pesquisa, respeitando sempre 0 meu
direito de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da pesquisa posso retirar
este consentimento, sem quaisquer represalias ou prejuizo ao meu cuidado.

LOCAL: DATA: / /

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DO RESPONSAVEL

DOCUMENTO APRESENTADO: NeO:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Lucyana Conceic¢éo Farias. Telefone: (31) 34092477
Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG. Av Antbénio Carlos, 6627. Unidade Administrativa 11-2° Andar, sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901. Tel.: (31) 3409-4592.
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APENDICE L.E - Termo de consentimento destinado a responséavel por criangas

com idade inferior a 6 anos

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

O seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar do
projeto de pesquisa “Estudo da perda de heterozigosidade do gene PTCH, metilacdo e

transcricdo génica de metaloproteinases da matriz em ameloblastoma”.

O ameloblastoma é um tumor que se origina dos tecidos que formam os dentes e acomete individuos de
diferentes idades. As causas que levam ao desenvolvimento desta alteragdo ndo séo conhecidas.

Para esse estudo, sera necessaria a coleta de um pequeno pedagdo do tumor para que este seja utilizado no
estudo das alteracBes que ocorrem dentro das células relacionadas ao seu desenvolvimento. Este pedago que
serd incluido ndo comprometera o diagndstico do tumor e sera realizado durante a cirurgia. Todos os resultados
serdo utilizados para pesquisa e ensino.

Estamos a sua disposicdo para esclarecimentos, antes e durante o curso da pesquisa, sobre a metodologia
empregada. Em qualquer fase desta pesquisa, vocé terd a liberdade de recusar a participar ou retirar seu
consentimento, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao tratamento do seu filho(a).

Garantimos que todas as informacdes sdo confidenciais. Este estudo ndo oferecerd riscos, além daqueles
proprios da cirurgia a que vocé serd submetido. N&o tera custos ou ressarcimentos para vocé. Esta pesquisa nos
ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento do ameloblastoma e isso sera
muito importante para que possamos melhor conduzir o tratamento da doenca.

Ricardo Santiago Gomez (coordenador) Lucyana Conceigdo Farias (pesquisador)

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag®es precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas. Autorizo a coleta de um fragmento do tecido que j& sera removido por motivo de cirurgia. Autorizo,
ainda, a utilizacdo dos dados para divulgagdo com finalidade de ensino e pesquisa, respeitando sempre 0 meu
direito de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da pesquisa posso retirar
este consentimento, sem quaisquer represalias ou prejuizo ao meu cuidado.

LOCAL: DATA: / /

NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DO RESPONSAVEL

DOCUMENTO APRESENTADO: Neo:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Lucyana Conceigdo Farias. Telefone: (31) 34092477
Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG. Av Antbénio Carlos, 6627. Unidade Administrativa 11-2° Andar, sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901. Tel.: (31) 3409-4592.
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APENDICE I.F - Termo de consentimento destinado a menores de idade (7 a 12

anos)

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

O seu filho(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma
pesquisa chamada “Estudo da perda de heterozigosidade do gene PTCH, metilacdo e

transcricdo génica de metaloproteinases da matriz em ameloblastoma”.

O ameloblastoma é um tumor que pode acontecer em pessoas de diferentes idades e afeta principalmente os
0ssos do rosto, podendo levar a grande perda de osso. No entanto, as causas que levam a formar o tumor néao
sdo muito conhecidas.

Para essa pesquisa, serd necessaria a coleta de um pequeno pedaco do tumor que ja sera retirado durante a
cirurgia. Todos os resultados seréo utilizados para pesquisa.

Estamos a sua disposi¢do para responder suas dividas sobre a pesquisa. A qualguer momento, vocé terd a
liberdade de recusar a participar ou retirar seu consentimento, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu
tratamento.

Garantimos que todas as informacdes sé@o confidenciais. Este estudo ndo oferecera riscos, além daqueles
proprios da cirurgia a que vocé serd submetido. N&o tera custos ou ressarcimentos para vocé. Esta pesquisa nos
ajudara a entender melhor os mecanismos que podem levar ao desenvolvimento do ameloblastoma e isso sera
muito importante para que possamos melhor conduzir o tratamento da doenga.

Ricardo Santiago Gomez (coordenador) Lucyana Conceicao Farias (pesquisador)

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informacdes precedentes. Tive oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas. Autorizo a coleta de um fragmento do tecido que ja sera removido por motivo de cirurgia. Autorizo,
ainda, a utilizacdo dos dados para divulgagdo com finalidade de ensino e pesquisa, respeitando sempre o meu
direito de néo ser identificado.

Este formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer momento da pesquisa posso retirar
este consentimento, sem quaisquer represalias ou prejuizo ao meu cuidado

LOCAL: DATA: / /
NOME DO PACIENTE ASSINATURA DO PACIENTE
NOME DO RESPONSAVEL ASSINATURA DO RESPONSAVEL
DOCUMENTO APRESENTADO: NeO:

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Lucyana Conceicdo Farias. Telefone: (31) 34092477
Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG. Av Antbénio Carlos, 6627. Unidade Administrativa 11-2° Andar, sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901. Tel.: (31) 3409-4592.
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APENDICE |l - Gel de agarose para verificacdo da integridade do RNA em

amostras de ameloblastoma

285
185

As colunas nomeadas de Al a A6 representam amostras de RNA de ameloblastoma.
As bandas 18S e 28S correpondem as subnidades do RNA ribossomal.



APENDICE Il
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Condicdes térmicas de amplificacdo e sequéncias de primers utilizados no estudo

Sequéncia de primers

PCR - condigdes térmicas

Marcadores microssatélites/Locus®

D9S127 / 9931 (157 pb)

D9S287 / 9q22.3 (105 pb)

D9S252 / 9921.23 (212 ph)

F: 5 CCCTCAAATTGCTGTCTAT 3’
R: 5 AGATTGATTGATACAAGGATTTG 3’

F: 5 GCTATGACTTGTTCTGTGACAA 3’

5" CACTACATTGTTCAAGGGTCA 3’

F: 5 ACCATGATTTGTCAACTCCTA 3

R: 5 ACAATGAACATCCATATACCC &

1x95°C-10’
45 x 96°C-10"  57°C-30” 70°C-2’
1 x 70°C-30

1x95°C-10’
45 x 96°C-10" 57°C-30” 70°C-2’
1x70°C-30°

1x95°C-10’
45 x 96°C-10"  58°C-30” 70°C-2’
1x70°C-30°

Marcadores polimdrficos - SNPs

rs112794371/exon 5 (603 pb)

rs111446700/exon 17 (678 pb)

rs357564/exon 23 (400 pb)

F: 5 CTGCTCGTTTTGACAGATGC 3’
R: 5 TGAAATTTAATGACGCCT 3’

F: 5 GCCATGTGCAGAACTGTGTT 3

R: 5 ACGTGAGAGCAACGCCTAAT 3

F:5 AACCCAAGGAGGGAAGTGTG 3

R:5 AAGCCGTCACAGTGGGTGATG 3’

1x95°C-10’
45 x 96°C-10"  60°C-30” 70°C-2’
1x70°C-30°

1x95°C-10’
45 x 96°C-10"  60°C-30” 70°C-2’
1x70°C-30°

1x95°C-10’
45 x 96°C-10"  60°C-30” 70°C-2’
1x70°C-30°

Metilacdo - MSP/MMP-2

MMP-2 metilado (205 pb)

MMP-2 nédo-metilado (206 pb)

F:5 GCGGTTATACGTATCGAGTTAGC 3’
R:5 ACTCTTTATCCGTTTTAAAAACGAC 3

F:5 GGTGGTTATATGTATTGAGTTAGTGA 3’

R: 5 ACTCTTTATCCATTTTAAAAACAAC 3

1x95°C-10’
40 x 95°C-1"  53°C-20" 72°C-20"
1x70°C-10’

1x95°C-10’
40 x 95°C-10"  53°C-20" 72°C-20”
1x72°C-10’

Andlise de metilagdo por enzima de
restricdo - MMP-9

MMP-9 (369 pb)

F: 5 GCTTCATCCCCCTCCCTCC 3
R: 5 AGCACCAGGACCAGGGGC 3

1x95°C-10’
35 x 95°C-30" 67°C-30" 72°C-30”
1x72°C-10’

gRT-PCR/ SYBR-green

GLI-1 (200 pb)

GLI-2 (81 pb)

MMP-2 (101 phb)

MMP-9 (200 pb)

B-actina (76 pb)

F: 5 GCCGTGCTAAAGCTCCAGTGAACACAZ
R: 5 TCCCACTTTGAGAGGCCCATAGCAAG3’

F: 5 AACGAGAAACCCTACATCTGCAAZ

R: 5 TTTCACATGCTTCCGGAGAGA 3’

F: 5' AGCTCCCGGAAAAGATTGATG 3'

R: 5' CAGGGTGCTGGCTGAGTAGAT 3'

F: 5 GAGGTTCGACGTGAAGGCGCAGATG 3'

R: 5' CATAGGTCACGTAGCCCACTTGGTC 3'

F: 5 TGCCGACAGGATGCAGAAG 3'

R: 5' CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGA 3'

1x95°C-10’
40 x 95°C-15" 56°C-1

1x95°C-10’
40 x 95°C-15" 56°C-1

1x95°C-10’
40 x 95°C-15"  60°C-1’

1x95°C-10
40 x 95°C-15"  60°C-1’

1x95°C-10’
40 x 95°C-15"  56--60°C-1’

* Diniz et al., 2011



APENDICE IV - Padronizacdo do primer MMP-2 para anélise de expresséo

génica

Meit Curve
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APENDICE V - Padronizac&o do primer MMP-9 para analise de expresséo

génica

Melt Curve
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MMP-9:
R 0.998
Sloope: -3.588
Eficiéncia: 89.986
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Sloope: -3.729
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APENDICE VI - Padronizacdo do primer Gll-1 para analise de express&o génica

Melt Curve
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APENDICE VIl - Padronizac&o do primer GlI-2 para anélise de expresséo génica

Melt Curve
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APENDICE VIII - Eletroforese capilar de marcadores microssatélites na regi&o
cromossdmica 9921.33-99.31 em uma amostra de ameloblastoma (DNA normal

e tumoral)

D9S252

DNA - normal

DNA tumoral
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D9S127 D9S287
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DNA - normal |, A DNA - normal [
A \ “‘\:_,!*"\‘¥ //////// 1 ey
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| |
{"\. J ] ‘\ |
-DNA tumoral (1 “. f ‘\ DNA tumoral /| “‘
AVR U |
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APENDICE IX - Sequenciamento de uma regifo no exon 17 contendo o sitio do

polimorfismo C/T em uma amostra ameloblastoma (DNA normal e tumoral)

DNA - normal

DNA - tumoral
G G i (& G [ G T A T G
*
\
YRR

* . representacdo do sitio de polimorfismo C/T, onde pode ser observada manutencao de um
perfil homozigoto, pela comparacdo do sequenciamento da amostra de DNA normal com o
DNA do epitélio tumoral.

A leitura da fita de DNA foi realizada em sentido reverso
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APENDICE X - Sequenciamento de uma regido no exon 23 contendo o sitio do
polimorfismo A/G em uma amostra ameloblastoma (DNA normal e tumoral)

DNA - normal

DNA - tumoral

L
O

* . representacado do sitio de polimorfismo A/G, onde pode ser observada manutencdo de um

perfil heterozigoto, pela comparacdo do sequenciamento da amostra de DNA normal com o
DNA do epitélio tumoral.

A leitura da fita de DNA foi realizada em sentido reverso.



