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RESUMO

O ameloblastoma é um tumor odontogénico epitelial benigno e seus dois subtipos
mais comuns sdo: multicistico/sélido e unicistico. Varias via moleculares podem estar
alteradas no ameloblastoma incluindo a apoptose que é um processo fundamental na
cinética das células tumorais. As mudancas epigenéticas, como a metilacdo do DNA,
podem atuar na regulacdo de genes relacionados a esse tipo de morte celular.
Entretanto, ndo ha dados na literatura sobre o perfil de metilacdo de genes envolvidos
nas vias apoptoticas em ameloblastoma. O presente estudo objetivou identificar o
perfil de metilagdo de genes relacionados a apoptose no ameloblastoma. Para isso
foram utilizadas as técnicas de digestao enzimatica de restricdo e real-time PCR array
em 22 genes associados a apoptose utilizando amostras teciduais frescas (14
ameloblastomas e 08 foliculos pericoronarios). Os genes que apresentaram uma
alteracéo no perfil de metilagdo (TNFRSF25 e BCL2L11) foram validados através da
analise da expresséo dos seus mRNAs. A analise da expressao foi realizada utilizando
GraphPad Prism 6.0 e o valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significante.
O TNFRSF25 mostrou menores niveis de metilacdo nos ameloblastomas em
comparacao com o foliculo pericoronario. A expressdo desse gene foi maior nos
ameloblastomas que nos tecidos normais. O BCL2L11 apresentou maior nivel de
metilacdo nos grupos de ameloblastoma unicistico e foliculo pericoronério quando
comparados ao ameloblastoma multicistico. Os niveis de expressao desse gene
também foram maiores nos tumores que nos controles. BCL2L11, comumente
denominado Bim, é um membro pré-apoptético da familia de proteinas Bcl-2. Por outro
lado, 0 TNFRSF25 ou receptor de morte 3 (DR3) primariamente leva a ativagéo de
NF-kB e de vias das MAPKs e apenas em alguns casos resulta na apoptose. No
presente estudo, a expressdo elevada de BCL2L11/Bim e de TNFRSF25/DR3 nos
ameloblastomas quando comparados aos tecidos normais pode estar relacionada

tanto a apoptose quanto a proliferacao das células tumorais do ameloblastoma.

Palavras-chave: ameloblastoma, apoptose, metilagdo do DNA, familia de proteinas

BCL-2, superfamilia de receptores TNF.



DNA METHYLATION PROFILE OF APOPTOSIS-RELATED GENES IN
AMELOBLASTOMA

ABSTRACT

Ameloblastoma is a benign epithelial odontogenic tumour. Unicystic and
multicystic/solid types are more common. Apoptosis is a fundamental process in the
tumour kinetics. The DNA methylation is an epigenetic modification that can regulates
apoptosis-related genes. However, there is not data about methylation profile of
apoptosis-related genes in ameloblastoma. The aim of the present study was to
identify the methylation profile of apoptosis-related genes in the ameloblastoma and to
investigate its possible role in the ameloblastoma pathogenesis. We used the
restriction enzymatic digestion and real-time PCR array in 22 genes related to
apoptosis. The genes showed differential methylation profile (TNFRSF25 and
BCL2L11) were validated by genic expression. TNFRSF25 showed the lower levels of
DNA methylation in ameloblastoma than dental follicle and its genic expression was
higher in the ameloblastoma than normal tissues. BCL2L11 showed higher DNA
methylation levels in unicystic ameloblastoma and dental follicle than multicystic
ameloblastoma. The expression levels this gene also was higher in the tumours than
controls. BCL2L11 or Bim is a proapoptotic Bcl-2 family member, but it was related to
survival cellular in tumours. In other hand, TNFRSF25 or death receptor 3 (DR3)
primarily to actives NF-kB and MAPKs pathways. In few cases, it can to result in
apoptosis. In this study, the BCL2L11/Bim and TNFRSF25/DR3 high expressions can

be related both apoptosis and cellular proliferation in ameloblastoma.

Key-words: Ameloblastoma, apoptosis, DNA methylation, BCL-2 protein family, TNF
receptor superfamily.
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1 INTRODUCAO
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O ameloblastoma € um tumor odontogénico epitelial benigno que € classificado
multicistico/solido, unicistico, periférico e desmoplédsico, de acordo com as
caracteristicas clinicas e histologicas com implicacdes no tratamento (OMS, 2005). O
ameloblastoma multicistico ou sélido € o subtipo mais comum e é caracterizado por
um comportamento infiltrativo agressivo nos tecidos adjacentes com maior propensao
para recidivas. Os ameloblastomas do tipo unicistico sao tipicamente bem delimitados
por uma capsula fibrosa, ou seja, sdo considerados tumores encapsulados
apresentando comportamento menos agressivo (REICHART et al., 1995; OMS, 2005).
O tratamento de escolha é cirlrgico variando de enucleacdo a resseccdo que
frequentemente resulta em significante morbidade (MENDENHALL et al., 2007).

A patogénese do ameloblastoma ainda néo foi completamente elucidada, mas
diversos estudos tém identificado alteragcdes moleculares associadas com diferentes
vias como a via da proteina quinase ativada por mitdbgeno (MAPK) e a via Sonic
Hedgehog (SHH) (DINIZ et al., 2015; KURPPA et al., 2014; SWEENEY et al., 2014).
Adicionalmente, varios estudos tém mostrado a expressao de fatores relacionados a
apoptose e seus receptores em ameloblastoma sugerindo que a apoptose tem um
papel importante na oncogénese, citodiferenciacdo e transformacédo maligna do
epitélio odontogénico (RIZZARDI et al., 2009; KUMAMOTO e OOYA, 2005a;
KUMAMOTO e OQOYA, 2005b; KUMAMOTO et al., 2001).

A apoptose € um processo fundamental na biologia das células tumorais, pois
o crescimento tumoral resulta do desequilibrio no balanco entre a taxa de proliferacédo
celular e a taxa de morte celular (KERR et al., 1972). A inibicdo da apoptose, que
contribui para o desenvolvimento e progressao das células tumorais, pode ocorrer por
meio de diferentes mecanismos moleculares como a metilagdo do DNA que é uma
modificacdo epigenética associada com a reativagdo ou repressdo génica e
instabilidade cromossémica (GOPISETTY et al., 2006).

Dados sobre o perfil de metilacdo em tumores odontogénicos sdo escassos ha
literatura. Portanto, o objetivo do presente estudo é investigar o perfil de metilacdo de

genes relacionados a apoptose em ameloblastomas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 AMELOBLASTOMA

Os tumores odontogénicos séo lesdes derivadas de elementos que constituem
parte dos tecidos que formam os dentes. Eles sdo encontrados quase que
exclusivamente nos 0ssos maxilares e nos tecidos moles sobrejacentes (gengiva e
mucosa alveolar) e compreendem um grupo heterogéneo de lesdes que variam de
malformacgdes de desenvolvimento a neoplasias benignas e malignas (WRIGHT et al.,
2014; OMS, 2005). Com base na origem histologica, essas neoplasias séao divididas
em trés grupos: tumores epiteliais, tumores epiteliais com ectomesénquima e tumores

ectomesenquimais com ou sem epitélio (OMS, 2005).

A etiologia desses tumores ainda é desconhecida, entretanto acredita-se que
possam ocorrer como crescimentos que se originam de remanescentes do epitélio
odontogénico e, também, que possam se originar como resultado de alteracbes

neoplasicas no revestimento de cistos odontogénicos (MENDENHALL et al., 2007).

O ameloblastoma compreende 1% de todos os tumores orais e sua ocorréncia
varia de 11 a 45,2% dos tumores odontogénicos (AMARAL et al., 2012). Ele faz parte
do grupo de tumores benignos que se originam do epitélio odontogénico sem a
participacdo do ectomesénquima sendo 0 representante mais comum desse grupo
(OMS, 2005). E caracterizado pelo crescimento lento, mas localmente agressivo
devido a capacidade de infiltracdo 6ssea medular (DHANUTHAI et al., 2012).

A ocorréncia do ameloblastoma € mais comum entre a terceira e a quinta
década de vida, com uma média de idade de 35 anos no diagnéstico (REICHART et
al., 1995). A neoplasia apresenta marcante predilecado pelas regides posteriores da
mandibula e a prevaléncia entre homens e mulheres é semelhante (REICHART et al.,
1995). Frequentemente, o ameloblastoma é assintoméatico e descoberto como um
achado ocasional de um exame radiografico de rotina ou pode se manifestar como um
aumento de volume de crescimento lento e indolor (MENDENHALL et al., 2007). O
tumor também pode levar ao deslocamento e a perda de dentes, parestesia, dor e
expansao das corticais (MENDENHALL et al., 2007).

Radiograficamente, o tumor se apresenta como uma lesdo radiollcida
multilocular ou unilocular circundada por uma borda esclerética podendo apresentar
areas festonadas (DHANUTHAI et al., 2012). Um dente ndo erupcionado pode estar

associado ao defeito radiolucido. Com menor frequéncia, também pode ser observada
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uma lesdo com padrdo misto, ou seja, radiolicido com focos radiopacos (DHANUTHAI
et al., 2012).

De acordo com a Uultima Classificagdo dos Tumores Odontogénicos da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os ameloblastomas podem ser divididos em

quatro subtipos: multicistico/sélido, unicistico, periférico e desmoplasico (OMS, 2005).

O ameloblastoma multicistico ou sélido € o subtipo mais comum representando
92% de todos os casos (REICHART et al., 1995). Ele apresenta degeneracdes cisticas
tanto macroscopicamente quanto microscopicamente e pode ser dividido em
diferentes padrbes histolégicos tais como folicular, plexiforme, acantomatoso, de
células granulares e de células basais. Geralmente, 0 tumor mostra um ou outro
padrdo, no entanto mais de um padrdao pode estar presente em um mesmo tumor
(HERTOG et al., 2012).

O padréo folicular é o subtipo mais comum e se caracteriza pela presenca de
ilhas ou ninhos de epitélio odontogénico exibindo uma unica camada de células
colunares com disposicao em palicada e nacleo com polaridade inversa na periferia.
Na regido central sdo encontradas células poliédricas ou angulares frouxamente
arranjadas, lembrando o reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte, e degeneracdes
cisticas comumente estdo presentes. O estroma € composto de tecido conjuntivo
fibroso maduro (HERTOG et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1: Fotomicrografia de ameloblastoma multicistico, variante folicular, mostrando células colunares
altas em palicada na periferia e area central semelhante ao reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte com
presenca de degeneracgdes cisticas (H.E.; x200). FONTE: HERTOG et al., 2012.
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O padréo plexiforme, o segundo subtipo mais comum, consiste de corddes
anastomosados e continuos de epitélio delimitado por uma camada de células
periféricas colunares e uma discreta regido central de células frouxamente ligadas.
Nesse padrao, o estroma usualmente apresenta degeneracéo cistica (HERTOG et al.,
2012).

O padréo acantomatoso mostra metaplasia escamosa das células epiteliais
centrais podendo estar associada com a formacao focal de queratina. O padrao de
células granulares exibe células que contém granulos eosinofilicos na regiao central
das ilhas ou dos ninhos epiteliais (JHAMB e KRAMER, 2014). A variante de células
basais, por sua vez, é extremamente rara e mostra notavel semelhanca com o
carcinoma de células basais ou basocelular. O padrdo exibe ninhos de células
basaloides que tendem a ser colunares baixas e frequentemente ndo mostram
polaridade nuclear reversa, mas o hipercromatismo nuclear e a disposicdo em
palicada sdo mantidos, apesar dessa Ultima ser pouco evidente. As células na porgao
central podem ser poliédricas a escamosas, mas areas semelhantes ao reticulo

estrelado do 6rgédo do esmalte sao ausentes (SRIDHAR et al., 2015).

O ameloblastoma do tipo unicistico acomete cerca de 6% dos casos e afeta
individuos mais jovens, geralmente na terceira década de vida (REICHART et al.,
1995). O termo unicistico é derivado da aparéncia macro e microscépica, pois a leséo
€ uma cavidade monocistica bem delimitada com revestimento composto de epitélio
odontogénico, geralmente focal. Ele pode ser classificado em dois subtipos: luminal e
mural (Figura 2) (OMS, 2005; ROBINSON e MARTINEZ, 1977).

O subtipo luminal mostra uma cavidade cistica e o tumor encontra-se confinado
a superficie luminal do cisto. Essa lesdo consiste de uma parede cistica fibrosa com
revestimento composto total ou parcialmente por epitélio ameloblastico que exibe uma
camada de células colunares ou cuboides com nuacleo hipercromatico e com
polaridade invertida. As células epiteliais sobrejacentes a camada basal mostram-se
frouxamente unidas (OMS, 2005; LI et al., 2000). Em adicéo, a superficie da cavidade
cistica pode mostrar um ou mais massas exofiticas, pedunculadas, papilomatosa ou
polipoide que em raros casos pode preencher quase completamente o lUmen. Este
subtipo é denominado ameloblastoma intraluminal. Essas extensées usualmente
exibem um padréo epitelial plexiforme (REICHART e PHILIPSEN, 2004).
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Figura 2: Fotomicrografia de ameloblastoma unicistico mostrando a) variante luminal do ameloblastoma
unicistico com células basais colunares hipercrométicas e em palicada; b) lesdo bem encapsulada com
projecao epitelial preenchendo parcialmente o limen. FONTE: REICHART e PHILIPSEN, 2004.

A céapsula cistica pode conter um ou varias ilhas invasoras ou infiltrativas
tumorais com esse subtipo sendo conhecido como ameloblastoma unicistico mural.
Portanto, o ameloblastoma mural pode ser entendido como uma infiltragdo do
revestimento cistico ou como ilhas tumorais livres na parede fibrosa do cisto. A
extensdo e a profundidade da infiltracdo podem variar consideravelmente (OMS,
2005; LI et al., 2000).

Os ameloblastomas unicisticos sdo delimitados por uma capsula de tecido
conjuntivo fibroso, enquanto os ameloblastomas do tipo solido ou multicistico ndo
possuem capsula sendo caracterizados por uma capacidade de infiltracdo nos tecidos
adjacentes. Os ameloblastomas multicisticos sao, assim, mais propensos a recidiva e
tem pior prognéstico quando comparados aos unicisticos (NAKAMURA et al., 2002).
A presenca da cidpsula é uma caracteristica relevante no que diz respeito aos tumores,
pois lesGes encapsuladas favorecem um comportamento clinico mais indolente, ndo
invasivo e de melhor prognoéstico. Com isso, a variante unicistica do ameloblastoma
apresenta-se com Ccurso menos agressivo que a variante multicistica devido a
encapsulacdo da lesdo (HENRIQUES et al., 2009).

O ameloblastoma periférico € uma lesé@o de tecido mole que ocorre geralmente
na gengiva, sem envolvimento do 0sso subjacente, e corresponde a apenas 2% de
todos os tipos de ameloblastoma (REICHART et al., 1995). A sua origem parece estar
associada ao epitélio de superficie da mucosa oral ou remanescentes extraésseos da

lamina dentéaria (PHILIPSEN et al., 2001). A lesdo se apresenta como um crescimento
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exofitico, firme, séssil ou pediculado, com superficie lisa e indolor (PHILIPSEN et al.,
2001). A coloragao da leséo varia entre normal (semelhante a mucosa), rosada e
avermelhada. O diagnostico clinico inicial é geralmente de outras lesées que nao o
ameloblastoma periférico, dependendo da morfologia, textura e coloracdo, como por
exemplo: epulide, granuloma piogénico, lesdo de células gigantes e fiboroma. Portanto,
o correto diagnostico requer a analise histopatolégica. Histologicamente apresenta as
diversas caracteristicas do ameloblastoma intradésseo com padrdes e tipos celulares
semelhantes (PHILIPSEN et al., 2001).

O ameloblastoma desmoplésico é o menos comum sendo caracterizado por
uma histomorfologia ndo usual, incluindo extensa colagenizacdo do estroma ou
desmoplasia (SAVITHRI et al., 2013). A aparéncia radiografica dessa variante é
diferenciada, pois apresenta um padrdo radiografico misto, ou seja, radiolucéncia e
radiopacidade, com margens difusas, o que sugere uma lesdo fibro-6ssea. Além
disso, ele tem predilecédo pelas regifes anteriores dos ossos maxilares (SAVITHRI et
al., 2013; HERTOG et al., 2012). Esse subtipo consiste de pequenas ilhas ou corddes
epiteliais delgados irregulares de variados tamanhos em um estroma fibroso
densamente colagenizado. As células na periferia sdo cuboidais e ocasionalmente
mostram hipercromatismo nuclear. Células colunares demonstrando polaridade
reversa raramente sdo evidentes. A extensa desmoplasia € um achado marcante com
uma tendéncia a comprimir o epitélio odontogénico (SAVITHRI et al., 2013; NEVILLE
et al., 2005). O mecanismo de desmoplasia ainda ndo estd completamente

esclarecido.

Raramente o ameloblastoma pode exibir comportamento maligno com duas
variantes reconhecidas: o ameloblastoma metastatizante e o carcinoma ameloblastico
(OMS, 2005). O primeiro possui aparéncia histolégica benigna sem caracteristicas
especificas que o diferencie do ameloblastoma, mas tem a capacidade de
metastatizar. Como as caracteristicas histologicas do ameloblastoma metastatizante
sdo semelhantes ao do tumor primario, o diagndstico é feito com base no
comportamento clinico, apds a ocorréncia de metastase (OMS, 2005). Apesar da
recorréncia local ser frequente, as metastases de ameloblastoma sdo extremamente

raras sendo o pulméo o sitio mais comum (LAl e WANG, 2011).



22

O carcinoma ameloblastico é uma neoplasia maligna rara que combina
caracteristicas histologicas do ameloblastoma com citologia atipica como
pleomorfismo, atividade mitotica, necrose focal, invaséo perineural e hipercromatismo
nuclear. Ele apresenta agressividade local, além de propensdo para rapido
crescimento e metastase, portanto um pior progndéstico quando comparado ao
ameloblastoma metastatizante (OMS, 2005). O carcinoma ameloblastico pode se
originar de novo ou de um ameloblastoma de longo tempo (OMS, 2005). Atualmente
ha trés tipos de carcinoma ameloblastico reconhecidos: tipo primario, tipo secundario

intradsseo e tipo secundario periférico (OMS, 2005).

As evidéncias sugerem que apesar do ameloblastoma usualmente apresentar
um crescimento lento, na maioria dos casos, o seu comportamento é considerado
localmente invasivo e se ndo tratado corretamente pode causar morbidade
significativa e, ocasionalmente, morte (MENDENHALL et al., 2007). As opc¢Oes de
tratamento do ameloblastoma incluem abordagens consideradas conservadoras,
como enucleacdo e curetagem, e aquelas denominadas radicais, como resseccao
marginal e resseccdo segmentar. A enucleacédo e/ou curetagem sao sugeridas por
alguns autores para a variante unicistica e a ressec¢édo, com margem de 1,0 a 2,0 cm
além dos limites radiograficos observados, é o tratamento sugerido para 0s tumores
multicisticos. O tratamento conservador pode ser combinado com marsupializagéo,
crioterapia e utilizacdo de solucdo de Carnoy (CARLSON e MARX, 2006). Enquanto
as abordagens conservadoras estdo associadas a altas taxas de recorréncia, a
resseccao esta associada a deformidade facial significativa, dificuldade de reabilitacdo
e alta morbidade (CARLSON e MARX, 2006).

Para os ameloblastomas multicisticos observou-se uma alta taxa de recorréncia
de 60 a 80% quando do tratamento por enucleagdo ou curetagem (GHANDI et al.,
2006). A recorréncia pode ocorrer até 20 anos apoés o tratamento cirargico inicial, mas
normalmente ocorre apds 02 a 05 anos (PORGEL e MONTES, 2009; GARDNER e
PECAK, 1980). Portanto, € critico que ocorra um acompanhamento de longo periodo.
Os ameloblastomas maxilares tendem a ter uma maior taxa de recorréncia local apos
a cirurgia devido a fina espessura da cortical 6ssea como uma barreira menos efetiva
para a invasdo tumoral quando comparado ao osso da mandibula (MENDENHALL et

al., 2007). O tipo periférico parece responder bem a excisédo local e sugere-se que 0
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ameloblastoma desmoplasico seja tratado como o tipo multicistico (POGREL e
MONTES, 2009).

Na literatura ha numerosos estudos que tentam explicar a tumorigénese do
ameloblastoma e que identificam potenciais marcadores de progndstico e alvos para
o tratamento do tumor. Os estudos detalham a expressédo de moléculas envolvidas na
sinalizacao celular de diferentes vias que medeiam processos cruciais do crescimento

tumoral, especialmente proliferacdo e diferenciacdo celulares.

O receptor ativador do fator de transcricdo nuclear NF-kB (RANK) e seu ligante
(RANKL) assim como a osteoprotegerina (OPG), moléculas que medeiam a
remodelacdo Ossea, tém sido associados ao crescimento e a progressdo do
ameloblastoma, pois os autores acreditam que o balanco na via de sinalizagdo RANK-
RANKL e os niveis de OPG podem estar relacionadas a destruicdo Ossea
caracteristica da neoplasia (MATOS et al., 2013; SILVA et al., 2008).

Até o momento, existem poucos estudos que tentam esclarecer sobre
mutacBes em ameloblastoma. Evidéncias recentes mostram que a ativacdo da via de
sinalizacdo de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) tem um papel
importante na patogénese desse tumor. A via MAPK ¢é ativada extracelularmente e
coordena uma variedade de processos celulares como crescimento, proliferacao,
diferenciacéo, migracdo e apoptose através de cascatas de reacdes de fosforilacéo.
Estudos recentes reportaram a mutacdo oncogénica BRAF V600E com uma alta
prevaléncia em ameloblastomas (BROWN et al. 2014; KURPPA et al., 2014;
SWEENEY et al., 2014). A frequéncia dessa mutacao variou de 46 a 82% (DINIZ et
al., 2015; BROWN et al. 2014; KURPPA et al., 2014; SWEENEY et al., 2014). A
mutacao resulta em ativagdo constitutiva da proteina BRAF e da sinalizacdo MEK e
ERK, com consequente aumento de proliferacdo celular, sobrevivéncia e
transformacdo neoplasica. Outro estudo recente indicou que ameloblastomas
multicistico, unicistico e desmoplasico compartilham essa alteragdo molecular que
ocorre tanto em tumores de mandibula quanto de maxila (DINIZ et al., 2015). Assim,
os achados indicam que ameloblastomas infiltrativos (multicisticos), encapsulados

(unicisticos) e desmoplasicos compartilham essa mesma alteragcdo molecular.

Outras mutacdes consideradas frequentes também foram identificadas em

ameloblastoma, como as que ocorrem na proteina Smoothened (SMO). Essas
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mutacbes ocorreram em 16%-39% dos casos de ameloblastomas nos estudos
analisados. SMO é um receptor ligado a uma proteina G que medeia a via de
sinalizacdo Sonic Hedgehog (SHH). O gene Sonic Hedgehog (SHH) codifica uma
proteina que ativa um complexo de receptor de membrana formado por Pachet 1
(PTCH1) e Smoothened (SMO). Na auséncia da proteina SHH, PTCH1 inibe SMO.
Quando SHH se liga a PTCHL1, a inibicdo de SMO fica suspensa e entdo ocorre a
ativacdo da proteina GLI que medeia os sinais de SHH do citoplasma para o nucleo
(BROWN e BETZ, 2015).

Sweeney et al. (2014) sugerem que as mutacbes em MAPK e SHH
representam dois distintos subtipos moleculares de ameloblastoma. De acordo com
esses autores, a mutacdo de SMO seria um sinal de ameloblastoma de maxila,
enquanto mutacdo de BRAF seria um evento proeminente nos tumores de mandibula.
Por outro lado, Brown et al. (2014) acreditam que as mutages em SMO funcionam
como um evento secundario com as mutacdes da via MAPK sendo o principal evento
na patogénese do ameloblastoma tendo em vista que apenas um caso apresentou
mutacdo de SMO isoladamente, enquanto todos os outros mostraram mutacdo de
SMO e BRAF simultaneamente. E os estudos de Diniz et al. (2015) mostraram que as
mutacBes de SMO ndo foram observadas em qualquer dos ameloblastomas, incluindo
os localizados em maxila, o0 que concorda com a visdo de que mutacdo de BRAF é a
principal mutagdo para ambos os tumores maxilares e mandibulares com a mutagéo
SMO sendo provavelmente um evento genético secundario na patogénese do

ameloblastoma.

Os processos envolvidos na apoptose também foram analisados em diferentes
estudos que examinaram a expressdo de diferentes moléculas relacionadas a
apoptose, como bcl-2, bcl-x, bax, bak, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand),
APAF1 (apoptotic protease activating factor 1), IAP (inhibitors of apoptosis proteins) e
seus receptores, como DR4, DR5, DcR1 e DcR2, sugerindo que a apoptose tem um
papel importante na tumorigénese, citodiferenciacao e transformacgéo maligna nesses
tumores (FLORESCU et al., 2012; RIZZARDI et al., 2009; KUMAMOTO e OOQYA,
2005a; KUMAMOTO e OOYA, 2005b; KUMAMOTO et al., 2001; SANDRA et al.,
2001).
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2.2 APOPTOSE

O termo apoptose foi primeiramente utilizado em um classico artigo de Kerr,
Wyllie e Currie em 1972 para descrever um tipo de morte celular com caracteristicas
morfologicamente distintas da necrose. Os autores consideraram esse tipo de morte
celular como um fenémeno biolégico ativo que atua como um mecanismo de dele¢céo
celular controlada com acdo complementar, porém oposta, a mitose na regulacédo da
populacao celular. Por se tratar de um processo ativo, a morte celular programada
requer reservas de ATP (trifosfato de adenosina) ao contrario da necrose que se
instala quando ha deplecéao total do ATP (KERR et al., 1972).

A morte celular por apoptose normalmente € caracterizada por uma série de
alteragcbes morfologicas e bioquimicas. Inicialmente ocorre a condensacdo da
cromatina, a reducdo do tamanho do nucleo e a fragmentacdo nuclear. A
compactacdo de organelas citoplasmaticas e a dilatacdo do reticulo citoplasmatico
também séo observadas (WYLLIE et al, 1984; ARENDS et al., 1990; COHEN, et al.,
1997). ApOs tais alteracdes ocorre a separacdo do nucleo e do citoplasma em
fragmentos celulares conhecidos como corpos apoptéticos. A formacdo de corpos
apoptoticos envolve a separacao de protuberancias que se formam na superficie da
célula para formar multiplos fragmentos celulares apresentando citoplasma com
organelas celulares compactadas, contendo ou ndo fragmento nuclear, e circundados
por membrana plasmatica integra (KERR et al., 1972; ELMORE, 2007).

Os corpos apoptoticos sao rapidamente fagocitados por outras células, como
macréfagos, devido a expressédo de marcadores na superficie das células apoptéticas,
como a fosfatidilserina. Ocorre a externalizacdo de fosfatidilserina através do
movimento dessa molécula da camada interna para a camada externa na bicamada
lipidica da membrana plasmatica (BRATTON et al., 1997). Ap0s a ingestao, 0s corpos
apoptoticos sdo degradados dentro de fagolisossomos (Figura 3). Ndo ha reacao
inflamatoria associada ao processo de apoptose, pois as ceélulas apoptoticas nao
liberam seus constituintes nos tecidos circundantes, além disso elas sdo rapidamente

fagocitadas pelas células vizinhas (ELMORE, 2007).
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Figura 3: Caracteristicas morfologicas da apoptose. Diagrama que ilustra a apoptose: separagdo da
célula em apoptose das suas vizinhas, condensacao celular, fragmentacdo com formacgé&o dos corpos

apoptoticos e a rapida fagocitose (KERR et al., 1972).

Histologicamente, células Unicas ou pequenos agrupamentos de células se
apresentam com formato arredondado ou oval com citoplasma eosinofilico denso
devido a compactacdo celular e fragmentos de cromatina nuclear densamente
basofilicos. As células condensadas se separam das células vizinhas (ELMORE,
2007).

A apoptose caracteriza-se como um processo coordenado que envolve a
ativacdo de caspases, proteinas com atividade de cisteina proteases, e uma complexa
cascata de eventos (ELMORE, 2007). As caspases sao proteinas com atividade
proteolitica capazes de clivar proteinas a residuos de &cido aspartico. Elas séo
expressas como proenzimas, denominadas procaspases, uma forma inativa. Uma vez

ativadas, as procaspases podem ativar outras procaspases iniciando uma cascata
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proteolitica que amplifica a via de sinalizagéo da apoptose e leva a rapida morte celular
(COHEN, 1997).

Até o presente momento sdo conhecidos na literatura doze tipos de caspases,
sendo que nem todas estédo envolvidas no processo de apoptose. As caspases que
frequentemente estdo envolvidas no processo de morte celular programada sé&o
classificadas em ativadoras ou iniciadoras (caspases 8, 9 e 10) e efetoras (caspases
3, 6 e 7). As caspases iniciadoras fazem a proteodlise das caspases efetoras que, por
sua vez, atuam ativando outras proteases que degradam diferentes substratos da
célula (CHANG e YANG, 2000). Existem algumas proteinas do citosol que trabalham
inibindo as caspases ou as vezes regulando a permeabilidade das mitocondrias. Tal
regulacdo ocorre devido a familia de proteinas Bcl-2 (descoberta em linfoma de
células de B) que inclui vinte e trés proteinas inibidoras (antiapoptéticas) ou ativadoras
(pré-apoptdticas) da morte celular. Existem algumas proteinas antiapoptoticas que
localizam-se na membrana mitocondrial e normalmente fazem parte da constituicéo
ou regulacdo das proteinas formadoras de poros de permeabilidade transicional que
sdo importantes na permeabilidade mitocondrial. As proteinas pré-apoptoticas da
familia Bcl-2 sd@o caracterizadas por apresentar um dominio de dimerizacdo que

permite liga-las as proteinas anti-apoptéticas, inibindo-as (CHANG e YANG, 2000).

Além das proteinas citadas acima, a morte celular programada é também
regulada pela proteina p53 que, ap0s se ligar as areas de dano do DNA, ativa as
proteinas que mantem a célula na fase G1 do ciclo celular para que ocorra o reparo
do DNA (MATHEVET et al., 2000). Se a lesdo do DNA néo for reparada, a p53 ativa
0S mecanismos de morte diminuindo a expresséo de proteinas antiapoptoticas Bcl-2
e aumentando a transcricdo dos genes pro-apoptoticos Bax e Bak, ativando algumas
helicases de DNA ou enzimas que provocam a translocacéo de muitas proteinas pro-
apoptéticas da membrana celular para o citosol (ALBERTS et al., 2002; NAKAMURA
et al., 2002).

As duas principais vias apoptéticas sao: a via extrinseca e a via intrinseca. A
via extrinseca, ou via do receptor de morte, envolve a ligacao dos receptores de morte
presentes na superficie da célula aos seus ligantes. Os receptores de morte sao
membros da superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF) e séo

caracterizados pela presenca de um dominio extracelular rico em cisteina e uma
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sequéncia citoplasmética intracelular denominada dominio de morte. Eles sao
ativados por seus receptores naturais, também componentes da familia TNF. As vias
moleculares dos receptores TNFR1 e Fas sdo as mais bem caracterizadas (KUMAR
et al., 2005). Quando os ligantes se ligam aos seus respectivos receptores de morte
(como Fas, TRAIL-R1 ou TRAIL-R2), o dominio de morte atrai proteinas adaptadoras
intracelulares (como FADD, proteina de dominio de morte associada a Fas) que, por
sua vez, recruta formas inativas de certos membros da familia das caspases, como a
procaspase-8. A agregacao de proteina adaptadora (FADD) com a procaspase é
conhecida como complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC). Na DISC, as
procaspases sao clivadas para formar caspases iniciadoras ativas (KUMAR et al.,
2005; IGNEY e KRAMMER, 2002) (Figura 4A).

A via intrinseca também é conhecida como via mitocondrial. Por estimulagéo
da membrana mitocondrial ocorre a liberagdo do citrocromo c e outros fatores
apoptogénicos para o espaco intermembranoso da mitocondria. No citosol, o
citocromo ¢ forma um complexo com Apaf-1, ATP e procaspase-9. Por meio da
interacdo desse complexo € formado o apoptossomo. Dentro do apoptossomo a
procaspase-9 é ativada a caspase-9 (KUMAR et al., 2005) (Figura 4B). Ha evidéncias
de que as duas principais vias séo interligadas e que uma tem influéncia na outra
(IGNEY e KRAMMER, 2002).
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mitocdndria, que culminam na ativacéo de caspases. FONTE: IGNEY e KRAMMER, 2002.
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As células T e as células natural killers (NK) utilizam uma via alternativa para
destruicdo de células tumorais e eliminagéo de células infectadas com virus conhecida
como via perforina/granzina. Essas células de defesa exercem seus efeitos citotoxicos
através da secrecdo de moléculas formadoras de poros transmembrana, as
perforinas, com a consequente liberacdo de granulos citoplasméticos através do poro
para dentro da célula alvo. As serinas proteases denominadas granzimas sdo 0S

componentes mais importantes dos granulos (ELMORE, 2007).

Todas as vias citadas convergem para a fase de execuc¢do que é iniciada pela
clivagem de caspase 3 e resulta em fragmentacdo de DNA, degradacédo do
citoesqueleto e de proteinas nucleares, formacédo de corpos apoptoéticos, expressao

de ligantes para receptores de células fagociticas e fagocitose (ELMORE, 2007).

A apoptose pode ocorrer tanto em condicdes fisioldégicas quanto patoldgicas.
Em condicdes fisioldgicas ela ocorre durante o processo embrionario, pois é essencial
para o sucesso da organogénese. Ocorre também durante a involugcédo de glandulas
mamarias apés a lactagdo, como um mecanismo de homeostase para manutencao
de populacdes celulares e como mecanismo de defesa quando células séo
danificadas por agentes nocivos (ELMORE, 2007). A insuficiéncia de apoptose pode
se manifestar como uma neoplasia ou doenca autoimune, enquanto que essa morte

celular acelerada é evidente em doencas degenerativas cronicas e agudas,
imunodeficiéncia e infertilidades (DANIAL e KORSMEYER, 2004).

A apoptose também tem um papel importante na regulacdo da populacéo
celular normal, pois o tamanho de uma populacéo celular depende do balango entre

a proliferacao e a perda celulares.

A morte celular por apoptose € conhecida por ter um papel importante no
desenvolvimento dentario e alguns fatores relacionados a apoptose tem sido
identificados em tecidos de germes dentarios (KUMAMOTO e OOYA, 2005). Estudos
tem detectado células apotoéticas e varias proteinas relacionadas a apoptose também
em ameloblastoma (MITSUYASU et al., 1997; RIZZARDI et al., 2009).

As expressbes de citocromo c, Apaf-1, caspase-9 e AIF (fator indutor de
apoptose), moléculas de sinalizagdo na apoptose mitocondrial, foram detectadas em
germes dentarios no estagio inicial de mineralizacdo da coroa, sugerindo que a via

apoptoética mediada pela mitocondria possui um papel na morte celular apoptética
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durante o desenvolvimento dentario. Além disso, a expressao de citocromo c, Apaf-1
e caspase-9 foi detectada em ameloblastomas benignos e malignos. Isso sugere que
a via apoptotica mitocondrial pode estar associada com a morte celular apoptética
nesses tumores odontogénicos. Adicionalmente, a imunoreatividade de citocromo ¢
em ameloblastomas benignos e malignos foi mais forte que em germes dentarios, o
que pode ser explicado devido as células apoptoéticas serem mais abundantes nos
ameloblastomas que nos germes dentarios. Assim, a expressao dessas moléculas
pode estar envolvida na oncogénese, citodiferenciacdo e transformacéo maligna do
epitélio odontogénico (KUMAMOTO e OOYA, 2005).

Rizzard et al. (2009) realizaram um estudo para determinar o comportamento
de ameloblastomas pela andlise de ligantes induzidos por apoptose (TRAIL) e seus
receptores (TRAIL-R), e a localizacdo das células apoptoéticas. Os autores verificaram
imunoreatividade de TRAIL no citoplasma das células epiteliais neoplasicas, enquanto
a expressdo de TRAIL-R foi detectada tanto ha membrana quanto no citoplasma e
ambos foram expressos na maioria das amostras com diferentes padrdes de
reatividade. As células queratinizadas em ameloblastomas acantomatosos mostraram
reatividade forte e difusa para TRAIL e TRAIL-R, enquanto as células granulares dos
ameloblastomas de células granulares foram fortemente positivas para TRAIL, porém
negativas ou fracamente positivas para TRAIL-R. Um pequeno namero de células
apoptoticas reveladas estava localizada quase exclusivamente no componente central
semelhante ao reticulo estrelado e os indicios de apoptose foram maiores em
ameloblastomas de células granulares. Os resultados indicam que TRAIL e seus
receptores podem estar envolvidos na transformacdo neoplasica do epitélio

odontogénico.

Outros estudos também sugerem dois padrdes distintos de expressao de
proteinas relacionadas a apoptose entre os componentes tumorais do ameloblastoma:
as células colunares periféricas apresentam um perfil proliferativo ou antiapoptotico,
engquanto as células da regiao central mostram um perfil pré-apoptotico (FLORESCU
et al., 2012; SANDRA et al., 2001). No estudo de Sandra et al. (2001) que investigou
o papel das proteinas da familia Bcl-2 para avaliar o envolvimento da apoptose em
ameloblastoma, os resultados indicam que o ameloblastoma apresenta maior

imunoexpressao de proteinas que inibem a apoptose do que proteinas que favorecem
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a apoptose sugerindo que o ameloblastoma pode ter uma elevada atividade de

sobrevivéncia que pode estar relacionada as altas taxas de recorréncia.

As células tumorais tém desenvolvido numerosas estratégias de resisténcia a
morte celular, como mutac6es em genes codificantes de proteinas pré-apoptoticas,
aumento da expresséao de proteinas anti-apoptéticas e/ou dos sinais de sobrevivéncia
e, mais recentemente descoberto, o silenciamento de genes pré-apoptoticos mediado
pela hipermetilacdo do DNA (HERVOUET et al., 2013). A hipometilacdo pode levar a
uma ativacao anormal de genes, como oncogenes, enquanto a hipermetilagdo pode
silenciar genes, como 0s supressores de tumor. Assim, a mudanca no padrao de

metilacdo do DNA pode levar a formacao de tumores (HERVOUET et al., 2013).

2.3 METILACAO DO DNA

A epigenética refere-se a mudancas que ocorrem na expressao génica e no
fendtipo das células sem modificacbes na sequéncia de nucleotideos do DNA
(GOLDBERG et al, 2007). A regulacdo epigenética da expressao génica ocorre
através de modificacées nas proteinas histonas ou por meio de alteracdes quimicas
no proprio DNA. Tais modificagdes influenciam a estrutura da cromatina, o complexo
de DNA e proteinas intimamente associadas, e sdo hereditarias (GOLDBERG et al.,
2007). Dentre os fenbmenos epigenéticos, a metilacio do DNA €é a mais
extensamente estudada e talvez seja a modificacdo melhor caracterizada
(GOLDBERG et al., 2007).

Em eucariontes, a metilagdo do DNA ocorre pela adigéo covalente de um grupo
metil no quinto carbono, ou posi¢cédo C5’, de um anel de citosina (C). Em vertebrados,
todos os elementos do genoma podem ser alvos da metilacdo de citosina. Em
mamiferos, essa modificagdo ocorre principalmente em dinucleotideos CG ou CpG
que s&o regides de citosina e guanina ligadas por um grupo de fosfato (SCHUBELER,
2015). A frequéncia de CG no genoma de mamiferos é baixa, em relacdo aos outros
dinucleotideos, devido a alta taxa de desaminacdo que ocorre nas citosinas com a
consequente formagé&o de uracil e a sua remocao pela glicosilase de uracil do DNA
(UDG). Cerca 70 a 85% dos CGs distribuidos no genoma encontram-se metilados
(FICZ, 2015). A desaminacao de citosina metilada (mC) leva a formacéao de timina que

€ uma base propria do DNA, portanto ndo é removida (FICZ, 2015).
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Regides com alta densidade de CpG séo referidas como ilhas CG (CGI) que
geralmente se sobrepdem a regides proximas a terminagao 5’ de genes com cerca de
60% dos promotores de genes contendo CGls. A metilacdo do DNA em regibes
promotoras € geralmente associada ao silenciamento génico. Isso pode ser
compreendido como um eficaz sistema de repressdo de genes através de
hipermetilagéo de CGl (FICZ, 2015).

A metilacdo do DNA foi originalmente relacionada a repressao de genes no
artigo de Vardimon et al. (1982) em odcitos de Xenopus. Taylor e Jones (1979)
também foram pioneiros em revelar a relacdo entre metilagdo do DNA e expressao
génica. Os autores utilizaram um inibidor de metilacdo, 5-azacitidina (5-aza), para
tratar linhagens celulares embrionarias indiferenciadas de camundongos e obtiveram
como resultado a formacdo de varios fenoétipos celulares diferenciados.
Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisadores observou que as mudancas no

fendtipo eram estaveis e hereditarias (JONES, 1985).

Existem diferentes mecanismos propostos para explicar a repressao da
expresséo de genes pela metilacdo do DNA. No modelo tradicional, a metilagédo de
CGls em promotores atua como um sinal de recrutamento para proteinas de ligacéo
aos CpGs metilados (MBPs). Essas proteinas podem competir com os fatores de
transcricdo por seus sitios de ligacdo o que evita a ligacdo de fatores de transcricao
resultando na represséao da transcricdo. Nesse modelo, CGls ndo metiladas permitem
a ligacdo de fatores de transcricdo (SCHUBELER, 2015; SPRUIJT e VERMEULEN,
2014).

Novos modelos descrevem a regulacao da transcricdo pela metilagdo do DNA.
A metilacdo de um enhancer pode bloquear a ligacdo de um fator de transcricdo. Em
adicdo, fatores de transcricdo ligam-se a enhancers ndo metilados (SPRUIJT e
VERMEULEN, 2014). Acredita-se que o silenciamento de genes mediado por
metilagdo do DNA envolve multiplos mecanismos que ainda ndo foram completamente
elucidados. Ainda ndo esta claro o limite de metilagdo além do qual ocorreria a

repressao génica, ou no qual o gene ficaria inativo (FICZ, 2015).

A reacdo de metilagcdo do DNA é catalisada por enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs). Em mamiferos foram identificadas trés DNMTs: DNMT1,
DNMT3A e DNMT3B. DNMT3A e DNMT3B séo consideradas metiltransferases de
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novo, pois estabelecem o padrdao de metilacdo durante o desenvolvimento
embrionério. A DNMT1 é responsavel pela manutencéo desse padrao assegurando a
transferéncia fiel do mesmo apos a sintese do DNA durante as divisbes celulares
sendo, assim, considerada uma metiltransferase de manutencdo. Apos a replicacao
do DNA, as duas hélices filhas do DNA hemimetilado contém uma fita metilada
(template) e uma fita ndo metilada (recente). A DNMT1 metila as fitas recém
sintetizadas reestabelecendo o padrdo de metilacdo do DNA. DNMT3A e DNMT3B
catalisam a metilacdo do DNA independentemente da replicacdo do DNA (SPRUJIT
e VERMEULEN, 2014).

Apesar da metilacdo do DNA ser considerada uma marca epigenética
altamente estavel, ja foi revelado que ndo € um processo estatico, pois existe uma
dindmica de desmetilagdo do DNA. O grupo metil pode ser perdido devido a
manutengdes imperfeitas como resultado da inibicdo de DNMT1 ou sua auséncia
durante sucessivas replicacdes do DNA. Esse evento dependente da replicacdo do
DNA é conhecido como desmetilacdo passiva do DNA (CHEN et al., 2003).

Recentemente foi descoberto que a familia de proteinas TET (ten-eleven
translocation), enzimas membros de uma familia de oxigenases, catalisam uma
reacdo de oxidacdo que converte citosina metilada (mC) a citosina hidroximetilada
(hmC) (NABEL e KOHLI, 2011). Além disso, a oxidagdo mediada por TETs resulta na
formacdao de formilcitosina (fC) e carboxilcitosina (caC) que podem ser removidas pela
glicosilase de timina do DNA (TDG) e reparadas pela via de reparo por excisdo de
base. Em combinacado, esses eventos sdo entendidos como desmetilagdo ativa do
DNA (WU e ZHANG, 2010; TAHILIANI et al., 2009).

Os dindmicos padrbes de metilagdo do DNA sdo importantes durante o
desenvolvimento embrionario, pois acredita-se que, nas células em diferenciagdo da
linhagem embrionaria, os promotores de genes especificos de outras linhagens néo
transcritos encontram-se metilados. Em contraste, 0s genes que s&o essenciais para
as células da linhagem embrionario sdo mantidos ndo metilados (SPRUIJT e
VERMEULEN, 2014). Adicionalmente, a metilacdo do DNA atua em muitos processos
celulares incluindo o silenciamento de sequéncias repetitivas e inativacdo do
cromossomo X (ROBERTSON e JONES, 2000).
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O padréo de metilacdo nas células tumorais é alterado em relagéo as células
normais com a hipermetilagdo de CGIl em promotores sendo observada com alta
frequéncia em diferentes tumores (HERVOUET et al., 2013; ROBERTSON e JONES,
2000). Além disso, muitos canceres sao caracterizados por uma hipometilacao global

que esta associada com instabilidade cromossomal (HERVOUET et al., 2013).

Na literatura existem poucos estudos sobre o perfil de metilacdo de genes em
tumores odontogénicos. O perfil de metilacdo de genes supressores de tumor tem sido
detectado em tumores odontogénicos epiteliais benignos (MOREIRA et al., 2009). E
o0 padrdo de metilagdo de genes supressores de tumor também foi analisado em
mixomas odontogénicos (MOREIRA et al., 2011).

A expressdo de DNMT3A e de DNMT1 em cisto radicular, ceratocisto
odontogénico, ameloblastoma e tumor odontogénico adenomatoide também foi
investigada por meio de imunohistoquimica. O padrao de imunoexpressdo de DNMT1
mostrou-se semelhante tanto nos cistos quanto nos tumores odontogénicos. Ja a
DNMT3A mostrou um elevada expressdo nos cistos e tumores odontogénicos
(GOMES et al., 2010).

Abiko et al. (2007) reportaram a hipermetilacdo do gene p16 em um caso de
carcinoma ex-ameloblastoma. Os autores observaram hipermetilagdo do gene em
areas malignas, mas ndo em areas benignas sugerindo que pode estar associada a

desregulacéo da proliferacédo celular de ameloblastomas.

Em um estudo mais recente, a presenca de metilacdo de p16 em carcinoma
ameloblastico foi investigada e comparada com ameloblastomas e foliculos dentarios.
A presenca de metilacdo em p16 foi detectada em todas as amostras de carcinomas
ameloblasticos. Nenhuma amostra de foliculo dentario e apenas uma amostra de
ameloblastoma demonstrou metilacdo do gene. Os autores, entdo, sugerem que a
alteracdo epigenética do pl6 pode ter um papel na progressdo maligna para
carcinoma ameloblastico (KHOJASTEH et al., 2013).

Embora alguns estudos tenham demostrado alteragbes epigenéticas nos
ameloblastomas, a contribuicdo do perfil de metilacdo de genes relacionados com
apoptose sobre o comportamento biolégico dos ameloblastomas ainda nao foi

analisada. Este dado é importante para conhecermos os mecanismos biolégicos

envolvidos no comportamento de alguns desses tumores.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil de metilacdo de genes relacionados a apoptose em

ameloblastomas.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar e comparar o perfil de metilacdo de 22 genes antiapoptoticos e pro-
apoptoticos entre ameloblastomas unicisticos e multicisticos;

e Verificar a expressdo do mRNA dos genes com niveis de metilacdo mais

alterados.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais sob protocolo 664.383 (Anexo A). Aos participantes
voluntarios maiores de 18 anos foi apresentado um termo de consentimento livre e
esclarecido e aos participantes menores de 18 anos, assim como ao seu responsavel,
apresentou-se um termo de assentimento livre e esclarecido, conforme a resolucéo n°
466 de 2012 do Conselho Nacional de Saude.

4.2 COLETA E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Para o presente estudo foram selecionadas 13 amostras de ameloblastoma que
foram divididas em: 10 ameloblastomas multicisticos e 03 ameloblastomas unicisticos.
As amostras tumorais foram obtidas de coletas apds bidpsia incisional ou biépsia
excisional de casos da Clinica de Patologia, Estomatologia e Radiologia da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais. Os casos foram revisados
e classificados em multicisticos e unicisticos por um patologista oral experiente
(R.S.G.) de acordo com os critérios presentes na Ultima classificagdo de tumores
odontogénicos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2005).

Um total de 08 amostras de foliculo pericoronario foram utilizadas como
controle, as quais foram obtidas de pacientes saudaveis durante extracdes de

terceiros molares ndo erupcionados sem processo inflamatério associado.

Cada amostra foi dividida em dois fragmentos dos quais um foi imediatamente
incluido em Tissue-Tek® (Sakura, Torrance, CA, USA) e RNAholder® (BioAgency,
SP, Brasil) para extracdo de DNA e RNA, respectivamente. O outro fragmento foi
fixado em formalina tamponada a 10% e embebido em parafina para preparacéo de

laminas histolégicas e confirmacao do diagnostico.

4.3 EXTRACAO E ANALISE DO DNA

O DNA das amostras foi extraido utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit

(Qiagen, CA, USA) de acordo com protocolo do fabricante.
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A concentracdo de DNA extraido foi determinada por espectrofotometria
utilizando o espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, DE, USA). A
pureza do DNA foi analisada pelo mesmo método tendo como referéncia os valores
de 1,7-1,9 para a razédo de absorbancia A260/A280 e de aproximadamente 2,0 para a
razao A260/230.

A integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de acrilamida que
foi confeccionado respeitando as seguintes proporcées: 1,73 ml de acrilamida 30%,
1,3 ml de TBE (Tris-Borato-EDTA) 10X, 5,15 ml de agua destilada, 64 pl de APS e 6,4
ul de TEMED (tetramethylenediamine). A coloracéo da preparacéo foi pelo método de
NaOH.

Conforme a concentracdo e a qualidade do DNA foram feitos trés pools: 1)
ameloblastoma multicistico, 2) ameloblastoma unicistico e 3) foliculo pericoronario.

Cada pool continha 1 pug de DNA.

4.4 ANALISE DO PERFIL DE METILACAO DO DNA

A andlise do perfil de metilacdo do DNA foi realizada utilizando o EpiTect Methyl
Il PCR System (Qiagen, CA, USA) conforme descricao do fabricante. Esse método é
baseado na deteccéo quantitativa de remanescentes de DNA apds reacdo de digestédo
enzimatica com enzimas de restricdo sensivel e/ou dependente de metilacdo que

digerem o DNA nao metilado e metilado, respectivamente.

4.4.1 Digestdo enzimatica de restricao

Cada amostra de DNA foi dividida em quatro fracdes iguais que correspondem
a quatro diferentes digestdes enzimaticas de restricdo independentes: 1) digestdo sem
enzima (Mo), 2) digestdo sensivel a metilacdo (Ms), 3) digestdo dependente de
metilagdo (Md) e 4) digestdo sensivel a metilagdo mais dependente de metilacdo ou
dupla digestdo (Msd). Cada reacdo enzimatica requer 1pug de DNA gendmico.
Portanto, foi utilizado 1ug de cada um dos trés pools para as diferentes reacoes.

Em principio, o tratamento enzimatico com enzima sensivel a metilagdo (Ms)

seletivamente digere copias de DNA ndo metilado e parcialmente metilado.
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Consequentemente, a quantidade de DNA remanescente dessa reacao representa a
fracdo de DNA metilado. Em contraste, a digestdo enzimatica realizada pela enzima
dependente de metilacdo (Md) digere copias de DNA metilado e, dessa forma,

determina a fracdo de DNA n&o metilado.

A quantidade de remanescente de DNA em cada reagdo enzimatica é
normalizada pela quantidade total de DNA inicial indicada pela fracdo de DNA tratado
sem enzima (Mo). A dupla digestdo (Msd) determina a fracdo de DNA inicial que nao

€ susceptivel a digestao pelas enzimas de restricdo.

4.4.2 Real-time PCR

Apos completada a fase de digestdo enzimatica, adicionou-se RT?SYBR Green
gPCR Master Mix e o conteudo foi adicionado a uma placa de PCR Array de 96 pocos
contendo primers pré-aliquotados. A reacdo de real-time PCR foi realizado no
StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, DE, USA)
programado de acordo com instrucfes do fabricante seguindo as condicdes ciclicas

estabelecidas.

As quantidades relativas de DNA metilado e ndo metilado foram determinadas
usando o método do threshold comparativo (ACt). Para a andlise do perfil de metilacdo
do DNA no estudo foi utilizado um painel de 22 genes relacionados a apoptose (Tabela
1).

Tabela 1. Composicdo do painel de genes humanos analisados relacionados a apotose.

Grupos Genes

Indutores da apoptose BAD, BAX, BCL2L11, BCLAF1, BID, BIK, BNIP3L, CASP3, CIDEB,
CRADD, DAPK1, DFFA, FADD, GADD45A, HRK, LTBR,
TNFRSF21, TNFRSF25 (DR3), TP53
Anti-apoptoticos BAX, BNIP3L, DAPK1, HRK
Reguladores da apoptose
Reguladores negativos BIRC2, BNIP3L, CASP3, DAPK1, DFFA, TP53
Reguladores positivos BAD, BAX, BCL2L11, BCLAF1, BID, BIK, BNIP3L, CIDEB,
CRADD, FADD, HRK, TNFRSF25 (DR3), TP53
Caspase e reguladores APAF1, BAX, CASP3, CASP9, CRADD, TP53
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4.4.3 Andlise de dados

Os resultados séo apresentados em porcentagens de DNA metilado e DNA nao
metilado a partir dos valores obtidos de Cr que sdo copiados e transferidos para uma
template de andlise de dados (Microsoft® Excel®) disponivel gratuitamente para

download no site do fabricante do método.

4.5 EXTRACAO E ANALISE DO RNA

Os genes que apresentaram maior diferenca no padréo de expressao no perfil
de metilacdo no ameloblastoma comparado com o foliculo pericoronario foram
validados através do padréo de expressdo génica do mRNA transcrito. O RNA total
foi extraido de 04 amostras de ameloblastoma multicistico, 04 amostras de
ameloblastoma unicistico, 04 amostras de foliculo pericoronério e 03 amostras de
mucosa normal utilizando o reagente TRIzol® (Ambion, CA, USA), de acordo com as

especificacdes do fabricante.

A concentracdo do RNA total extraido foi determinada por espectrofotometria
utilizando o espectofotometro Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, DE, EUA).
A pureza do RNA foi analisada pelo mesmo método tendo como referéncia os valores
de 1,7-1,9 para a razdo de absorbancia A260/A280 e de aproximadamente 2,0 para a
razdo A260/230. A integridade do RNA foi analisada no Agilent 2100 Bioanalyzer
utilizando o kit Agilent RNA 6000 Nano Kit (Waldbronn, Alemanha).

4.6 TRATAMENTO COM DNase e SINTESE DE cDNA

O RNA extraido foi submetido a um tratamento com DNase | (Invitrogen, USA)
objetivando eliminar uma possivel contaminagdo com o DNA gendmico.
Posteriormente, o cDNA foi sintetizado via transcrigao reversa utilizando SuperScript®
VILO™ cDNA System Kit (Invitrogen, USA). Para a sintese do cDNA foi utilizado 1ug
do RNA total tratado com DNase, seguindo as recomendac¢des do fabricante. Apos a
conversao, o cDNA foi testado quanto a sua funcionalidade utilizando como gene alvo
0 28S.
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4.7 DESENHO E ANALISE DOS PRIMERS

As sequéncias alvos de cDNA para amplificacdo por gPCR, assim como o
tamanho e o sitio dos amplicons foram identificados a partir de informacdes
disponibilizadas na ferramenta Gene da base de dados PubMed. Os iniciadores para
os alvos foram desenhados utilizando o Primer Express® software (Thermo Fisher
Scientific, DE, USA) seguindo as instru¢des descritas no Primer Express® Version 3.0

User Guide. As sequéncias dos iniciadores escolhidos séo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Iniciadores (primers) utilizados na qRT-PCR.

Gene Primer Sequéncia 5- 3 Tamanho do
amplicon (pb)

BCL2L11 BCL2L11F CAC AAACCC CAAGTCCTCCTT 60
BCL2L11R TGG AAG CCATTG CAC TGA GA
TNFRSF25 TNFRSF25F GCC ACCCTG ACCTACACATACC 68

TNFRSF25R CCAGCTTCATCT GCAGTAACCA

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Para a andlise de expressdo génica foi realizada qRT-PCR utilizou-se os
reagentes do Power Up SYBR® Green Master Mix (Applied Biosytem, DE, USA) de
acordo com os volumes e condicdes térmicas ciclicas recomendadas pelo fabricante
com StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, DE, USA). O
método quantitativo utilizado para a analise dos niveis de expressao génica foi o Cr
comparativo, também conhecido como método 242CT, Os valores de Cr dos genes
alvos foram determinados com relacdo ao gene endogeno (28S) e a amostra

calibradora foi de mucosa oral normal.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versao
6.0. Para determinacao da significancia dos niveis de expressao génica foi utilizado o
teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e o teste t de Student. O valor de p menor
ou igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significante para os resultados

observados.
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5 RESULTADOS
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5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

No grupo de ameloblastoma multicistico, a média de idade foi 33,5 anos
(variando de 21 a 50 anos) no momento do diagnostico e a razdo entre homens e
mulheres foiigual a 1:2,3. O grupo de ameloblastoma unicistico apresentou individuos
mais jovens com média de idade de 10,6 anos (variando de 10 a 12 anos) e a razao
entre homens e mulheres foi igual a 1:2. Todos os casos de ameloblastoma foram

localizados em mandibula (Tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas clinicopatologicas das amostras de ameloblastoma incluidas no

estudo.
Tipo histolégico  Idade Género Localizagéo
Variagdo Média  Feminino  Masculino Mandibula Maxila
Multicistico (10) 21-50 33,5 7(70,0%) 3(30,0%) 10 0
Unicistico (3) 10-12 10,6 2 (66,6%) 1(33,4%) 3 0

5.2 ANALISE DA METILACAO DO DNA

Analisando o perfil quantitativo dos 22 genes relacionados as vias apoptéticas,
2 genes (TNFRSF25 e BCL2L11) apresentaram as maiores diferencas na frequéncia
de metilacdo. O TNFRSF25 foi 0 que apresentou 0s maiores niveis de metilacdo nos
trés grupos estudados. Para esse gene, os pools de foliculo pericoronario e de
ameloblastoma unicistico mostraram frequéncias maiores (79,39% e 70,64%,

respectivamente) se comparados ao pool de ameloblastoma multicistico (47,27%).

O BCL2L11 também apresentou frequéncias de metilacdo maiores nos pools
de foliculo pericoronario e de ameloblastoma unicistico (58,37% e 59,50%,
respectivamente) quando comparados ao pool de ameloblastoma multicistico
(33,29%). Os demais promotores de genes estudados tiveram um perfil similar entre

0s trés grupos, apresentando uma baixa frequéncia de metilagéo (Grafico 1).

No heatmap dos resultados é possivel ter uma visdo geral e hierarquica
representativa dos niveis de metilagcdo do painel de genes relacionados a apoptose

nos grupos analisados. A maioria dos genes apresentaram niveis de metilacdo
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semelhantes. TNFRSF25 e BCL2L11 mostraram alto nivel de similaridade entre si
(Figura 5).
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Gréfico 1: Perfil de metilagcao (%) dos genes relacionados a apoptose analisados nos grupos estudados.

Pool de ameloblastoma multicistico, pool de ameloblastoma unicistico e pool de foliculo pericoronario.
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Figura 5: Heatmap mostrando o perfil de metilagdo dos genes relacionados a apoptose nos grupos
estudados. Na escala de cor, quanto mais préximo do vermelho, maior o nivel de metilagdo e quanto
mais préximo do verde, menor o nivel de metilagdo. No diagrama, as pequenas ramificagdes indicam
maior nivel de similaridade e as grandes ramificagbes representam menor nivel de similaridade entre

os genes. FO=foliculo pericoronario; AU=ameloblastoma unicistico; AM=ameloblastoma multicistico.

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Em relacdo ao gene TNFRSF25 também observamos maior expressao nos
ameloblastomas que nos tecidos normais. Houve diferenga estatisticamente
significante dos ameloblastomas unicisticos em relagéo aos foliculos pericoronarios
(p<0,05) e as mucosas normais (p=0,05). O ameloblastoma unicistico mostrou

expressao maior que o ameloblastoma multicistico (Gréfico 2).

A expresséo de BCL2L11 foi maior nos ameloblastomas em comparagéo com
os tecidos normais com diferenca significante em relagédo a mucosa normal (p=0,05).
Adicionalmente, o grupo de ameloblastoma multicistico mostrou expresséo
significantemente maior que o grupo de foliculo pericoronario (p=0,05). Dentre os
ameloblastomas, a variante unicistica mostrou maior expressdao do gene que a

variante multicistica (Grafico 3).
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Grafico 2: Expressdo génica de TNFRSF25. FO=foliculo pericoronario; MN=mucosa normal;
AU=ameloblastoma unicistico; AM=ameloblastoma multicistico.
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Grafico 3: Expressdo génica de BCL2L11. FO=foliculo pericoronario; MN=mucosa normal;
AU=ameloblastoma unicistico; AM=ameloblastoma multicistico.
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6 DISCUSSAO
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As alteracBes epigenéticas correspondem a um conjunto de mecanismos que
sdo essenciais no desenvolvimento normal dos tecidos. Modificagdes no padrao
epigenético podem levar a expressao aberrante ou ao silenciamento génico (SHARMA
et al., 2010). A metilacdo do DNA € a alteracao epigenética mais comumente estudada
em varios tipos de neoplasias, incluindo os tumores odontogénicos (GOMES et al.,
2010; MOREIRA et al., 2011). Em ameloblastoma, um estudo avaliou o perfil de
metilacdo de genes relacionados ao ciclo celular (MOREIRA et al., 2009). Apesar das
neoplasias resultarem de um desequilibrio no balanco entre a proliferacdo e a morte
celular, ndo ha dados na literatura sobre metilagdo do DNA de genes relacionados a
apoptose em ameloblastoma.

Para o TNFRSF25, os resultados do nosso estudo mostraram menores niveis
de metilacdo nos ameloblastomas em comparacdo com o foliculo pericoronario. A
expressédo do gene foi maior nos ameloblastomas que nos tecidos normais. Desta
maneira, os dados de expressdo génica confirmam a hipdtese levantada pelos
ensaios de metilacdo, onde observamos maiores niveis de metilacdo no foliculo
pericoronario. Os resultados nos ameloblastomas mostram que a maior expressao do
gene pode estar relacionada com o menor nivel de metilacédo da regido promotora do
gene TNFRSF25.

O TNFRSF25 é um membro da superfamilia de receptores TNF comumente
conhecido como DR3 (death receptor 3) por ser um integrante da subfamilia de
receptores de morte caracterizados pela presenca de um dominio intracelular,
contendo dominio de morte (DD), que se liga a proteinas adaptadoras (WANG et al.,
2014). Esse receptor € expresso em algumas células, principalmente linfocitos (XU et
al., 2014).

O ligante de DR3 é o TNFSF15, outro membro da superfamilia TNF, que
também é conhecido como VEG1 (vascular endotelial growth inhibitor-1) ou TL1A
(TNF-like molecule 1A). TL1A é expresso em diferentes tipos celulares, como células
endoteliais, mondcitos, macréfagos, células dendriticas e células T, e sua expressao
€ induzida por estimulos pro-inflamatorios (CAVALLINI et al., 2015; POBEZINSKAYA
et al., 2011).

Apés a ligagdo de TL1A a DRS3, o receptor recruta seu adaptador primario
TRADD (TNFR-associated death domain protein) que leva a formacdo de um
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complexo de sinalizagcéo primario contendo TRAF2 (TNFR-associated factor 2) e RIP
(receptor interacting protein). Estas moléculas sao responsaveis por ativar o NF-kB e
ativar as vias das MAPKs (WANG et al., 2014; MEYLAN et al., 2011).

A despeito do nome de receptor de morte, DR3 apenas se associa a FADD, e
consequentemente ativa a caspase-8, por meio de um complexo secundario que
resulta na apoptose. Esse € o contraste desse membro em relacdo a outros receptores
de morte que séo capazes de se ligar diretamente a FADD em um complexo receptor
primério. A apoptose € somente ativada por DR3 quando NF-kB esta inibido. O NF-
KB quando ativado induz proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) que atuam como
antiapoptoticas. Isso sugere que a ativacdo de NF-kB pela interacao TL1A-DR3 é

responsavel pela resisténcia a apoptose (WEN et al., 2003).

Diferentes estudos mostram expressao elevada de TL1A e DR3 em doencas
autoimunes e inflamatérias como artrite reumatoide, psoriase e doenca de Crohn
(RICHARD et al., 2015; AIBA e NAKAMURA, 2013). Adicionalmente, outros estudos
também avaliaram o papel da metilagdo em varios genes da apoptose, dentre eles o
TNFRSF25, em cancer de mama, adenocarcinoma do colén, carcinoma gastrico,
carcinoma de bexiga e adenocarcinoma de prostata (FRIEDRICH et al.,, 2004,
CARVALHO et al., 2010, POBEZINSKAYA et al., 2011).

Estudos de Friedrich et al. (2004) analisaram o perfil de metilagdo em genes
relacionados a apoptose, incluindo o TNFRSF25, em pacientes com carcinoma de
bexiga e em cultura de células. O estudo mostrou um significante aumento dos niveis
de metilacdo em TNFRSF25 na cultura celular de carcinoma de bexiga quando
comparado ao grupo controle. Ja os resultados das amostras de carcinoma de bexiga
mostraram que o gene TNFRSF25 foi altamente metilado na maioria dos casos,
embora uma alta propor¢éo de tecido normal também tenha apresentado altos niveis

de metilagéo.

Estudos de Carvalho et al. (2010) avaliaram o perfil de metilacdo de alguns
genes da apoptose em adenocarcinoma de prostata, mas com relacdo ao gene
TNFRS25 ndo houve diferenca no nivel de metilacdo entre o grupo de tumores e o

grupo controle.

Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos sobre a regulagéo e

expressdo de DR3 e TL1A em doencas da regido de cabeca e pesco¢co. Como a
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sinalizacado TL1A-DR3 pode induzir tanto a ativacdo de NF-kB quanto a apoptose, a
expressdo elevada de DR3 encontrada nos ameloblastomas também pode estar

relacionada tanto a proliferacdo quanto a morte celular por apoptose.

O promotor do gene BCL2L11 apresentou maior nivel de metilacdo nos grupos
de ameloblastoma unicistico e foliculo pericoronario quando comparados ao
ameloblastoma multicistico. Os niveis de expressao desse gene foram maiores nos
tumores que nos controles. A menor expressdo de BCL2L11 nos foliculos
pericorondrios pode ser associada aos elevados niveis de metilagdo, assim como os
resultados nos ameloblastomas mostram uma tendéncia da associagcdo entre a

expressado do gene e a frequéncia de metilagdo na sua regido promotora.

O BCL2L11, mais conhecido como Bim, € um membro pro-apoptotico da familia
de proteinas Bcl-2. Os membros da familia Bcl-2 estdo entre os mais importantes
reguladores da apoptose, compartilham de um a quatro dominios BH (Bcl-2 homology)
e podem ser divididos em trés subfamilias: membros antiapoptéticos que possuem
todos os quatro dominios BH, membros pré-apoptoticos que possuem trés dominios
BH e membros pré-apoptéticos somente BH3. Bim pertence ao grupo das proteinas
somente BH3 que podem induzir a apoptose pela ligacéo e neutralizacéo da atividade
de membros antiapoptéticos, como Bcl-2, ou pela ativacdo direta de Bak e Bax
(CZABOTAR et al., 2014). A proteina Bim € expressa em diferentes tipos de células
incluindo hematopoiéticas, epiteliais e neuronais possivelmente tendo um papel
essencial na homeostase de leucoécitos e na prevencdo de doencas autoimunes

através da eliminacao de linfécitos autoreativos (O’REILY et al., 2000).

Diferentes membros antiapoptéticos e pro-apoptoticos da familia Bcl-2 e outras
moléculas relacionadas a apoptose mediada por mitocondria foram identificadas em
germes dentarios e ameloblastomas (KUMAMOTO e OOYA; 2005). Um estudo
especifico sobre as proteinas somente BH3 mostrou imunoreatividade semelhante de
Bid, Bim, Bad, Noxa e Puma em ameloblastomas, carcinomas ameloblasticos,
ameloblastomas metastatizantes e germes dentarios, indicando que essas proteinas
podem ter papel importante tanto no desenvolvimento normal quanto no
desenvolvimento neoplasico do epitélio odontogénico. O estudo ainda observou um

padrao de expressao distinto entre subtipos histologicos do ameloblastoma, sugerindo
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que as proteinas somente BH3 também podem estar envolvidas na diferenciacdo das
células tumorais (KUMAMOTO e OOYA, 2008).

Coutinho-Camillo et al. (2010) identificaram uma elevada expressao de Bim em
carcinoma de células escamosas oral comparando com mucosa oral normal. Os
autores associaram essa maior expressao a infiltracédo perineural sugerindo que essa
proteina, apesar de ser pro-apoptotica, pode ter um papel importante na progressao
tumoral. De acordo com 0s autores, o resultado pode ser explicado por mecanismos
regulatérios que tornam Bim incapaz de interagir com outras proteinas da familia Bcl-
2. Adicionalmente, o estudo mostrou aumento da expressao de BimL, uma isoforma
de Bim, associado com tumores bem diferenciados e moderadamente diferenciados
e gue a taxa de sobrevivéncia foi maior nos individuos com baixa expressdo dessa
isoforma sugerindo que a expressdo de BimL pode ser utilizado como um fator de

progndstico para o carcinoma de células escamosas oral.

Diferentes autores concordam que membros antiapoptéticos da familia Bcl-2
estdo predominantemente expressos nas células periféricas das ilhas tumorais
(KUMAMOTO et al., 2001; SANDRA et al., 2001; LUO et al., 2006). Kumamoto e Ooya
(2008) observaram expressao predominante das proteinas somente BH3 na mesma
localizacéo sugerindo que a apoptose iniciada por proteinas somente BH3 pode ser
inibida pela interacdo com proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2. Além disso,
Sandra et al. (2001) mostraram que o ameloblastoma possui mais proteinas da familia
Bcl-2 inibidoras (bcl-2 e bcl-x) da apoptose que proteinas indutoras da apoptose (bax

e bak) propondo que o tumor tem uma alta atividade de sobrevivéncia.

Diferente do papel bem estabelecido na indugdo da apoptose, um recente
estudo propds que Bim pode atuar na promocao da sobrevivéncia celular, a partir da
observacéo do aumento da expressao da proteina e da superregulacédo do seu gene
em diferentes linhagens celulares de cancer de préstata e de mama em comparacao
com células normais. Aléem disso, a subregulacdo induzida de Bim resultou em
apoptose. O estudo também observou que o fator de transcricdo E2F-1 foi o
responsavel pela superregulacédo de Bim sugerindo a existéncia de multiplos sitios de
ligacdo para E2F-1 em seu promotor (GOGADA et al., 2012).

O fator de transcricdo E2F-1 é normalmente regulado negativamente pela

proteina supressora de tumor retinoblastoma (RB) e a expresséo tanto de E2F-1
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quanto de RB foram encontradas em ameloblastomas também predominantemente
nas ceélulas periféricas das ilhas tumorais (KUMAMOTO e OOYA, 2006). A expressao
de Bim e de seu regulador na mesma localizacao sugere que a funcéo dessa proteina

pode ser afetada por RB.

Nossos resultados mostraram expressao elevada de Bim nos ameloblastomas
guando comparados aos tecidos normais. Dessa forma, 0 aumento da expressédo de
Bim pode estar relacionado tanto a apoptose quanto a sobrevivéncia das células

tumorais do ameloblastoma.

Em uma anélise comparativa em nove organismos vertebrados, Yang et al.
(2014) sugerem que mudangas na expressdo génica estdo relacionadas com a
alteracdo do conteudo de CpG normalizado (nCpG) dos promotores. nCpG é definido
como a relacdo entre o numero observado e o numero esperado de CpG dentro de
uma regido de 3kb no sitio inicial de transcricdo do promotor. Os resultados mostram
gue, em humanos, 0s genes com expressdo aumentada tendem a ter maior
guantidade de nCpG. Como CGls associadas a promotores podem ser silenciados
através de metilacdo do DNA, o impacto da metilagdo do DNA na expresséo génica
também dependeria do conteddo de CpG na regido promotora. Os autores
observaram ainda uma fraca correlacdo entre a expressao génica e a metilacao de
promotores que foi bem menor que a correlacdo encontrada entre o contetdo de
NnCpG e a expressao génica em humanos, pois a maioria dos genes altamente

metilados foram transcritos com elevados niveis de expressao.

Em concordéncia com os resultados do estudo citado acima, a literatura mostra
que a metilagdo de CpGs em promotores nem sempre resulta em silenciamento
génico, especialmente quando esses promotores sdo caracterizados por um baixa
densidade de CpG (SPRUIJT e VERMEULEN, 2014). Adicionalmente, existem fatores
de transcricdo que interagem com sequéncias de DNA contendo mCpG. Isso implica
gque, em certos casos, a metilacdo do DNA pode induzir a ativagdo da iniciacdo da
transcricdo ao invés de reprimir (SPRUIJT e VERMEULEN, 2014). Dessa forma, a
relacdo entre metilacdo do DNA e expressdo génica pode ser positiva ou negativa.
Como nao determinamos a quantidade de CpG dos promotores dos genes analisados,

os resultados encontrados de expressédo génica também podem ter relacdo com o
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contetdo de CpG nos promotores e com o contexto de interacdo de fatores de

transcrigao.

Vale ressaltar que os niveis de expressdo de Bim e de DR3 na variante
multicistica foram menores que na variante unicistica. Durante a evolucdo do tumor,
o tipo unicistico pode se diferenciar para o tipo multicistico podendo ocorrer diferencas
no perfil de metilacdo. Novos estudos sédo necessarios para confirmar se esses genes

estéo relacionados com a progressao e evolucédo do tumor.

Os tumores unicisticos tem maior quantidade de estroma em relacdo ao
parénquima tumoral e nao foi possivel realizar microdissecc¢des para isolar os tecidos
tumorais de interesse nas amostras devido a quantidade limitada de tecido para todos
os experimentos. Dessa forma, os resultados podem ter influéncia da presenca do
estroma nesses tumores, apesar de Kumamoto e Ooya (2008) mostrarem auséncia
da expressao de Bim nas células estromais de ameloblastomas e variantes malignas.
Outras limitagBes do presente estudo foram quanto ao pequeno numero de amostras
devido a raridade dos tumores, a necessidade de coleta e armazenamento de tecido

fresco em condi¢cdes adequadas para a realiza¢do dos experimentos e o uso de pools.



55

7 CONCLUSAO
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Com os resultados do estudo pode-se concluir que a expressao dos genes
TNFRF25/DR3 e BCL2L11/Bim esta relacionada com o perfil de metilacdo da sua
regido promotora nos ameloblastomas e foliculo pericoronario. Adicionalmente, os
ameloblastomas unicisticos e multicisticos apresentam maior expressao desses
genes comparados com foliculos pericoronarios e mucosas normais.
Dessa forma, a expressao de TNFRSF25/DR3 e BCL2L11/Bim pode ser relevante
para o desenvolvimento do tumor, embora novos estudos, incluindo funcionais, sejam

necessarios para a confirmacao dessa hipotese.
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