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RESUMO

A displasia fibrosa (DF), o fiboroma ossificante (FO) e o osteossarcoma (OS)
sdo considerados lesBes ésseo-relacionadas, que possuem uma patogénese
incerta. O gene HRPT2 codifica uma proteina de 531 aminoacidos denominada
parafibromina. Recentemente, foram descritas mutagdes no gene supressor de
tumor HRPT2 em FO. Neste estudo, pela primeira vez, foi levantada a hipotese
se estas alteracdes também ndo poderiam participar da patogénese da DF e do
OS, além dos FO. Em amostras de lesdes 0Osseo-relacionadas, foram
investigadas alteracbes no gene HRPT2/parafibromina em nivel de DNA (por
meio da analise da perda de heterozigosidade — LOH), do transcrito mRNA (por
meio do RT-PCR, do sequenciamento direto e PCR quantitativo em tempo real)
e da proteina (por meio de imunoistoquimica). A LOH no locus 1g25.3 foi
investigada utilizando os marcadores microssatélites D1S384 e D1S461. Aléem
disso, ja foi apontada, em estudos in vitro, uma propriedade antiproliferativa da
parafibromina por meio da inibicdo da ciclina D1. Investigamos, nas lesdes
0sseo-relacionadas, a expresséo da ciclina D1 por PCR quantitativo em tempo
real e imunoistoquimica. A LOH do gene HRPT2 foi encontrada em difentes
lesbes 6sseas, como DF, FO e o OS, mas esta ndo esta associada a
alteracdes na transcricdo do gene ou na expressao da proteina do gene. No
entanto, a mutacdo no gene HRPT2 foi encontrada somente em um caso de
FO (lesé@o primaria e recidiva). Essa mutacdo encontrada gerou uma proteina
truncada; ndo obstante; esse evento nao teve impacto no nivel de transcricéo
dos genes estudados (HRPT2 e Ciclina D1). Apesar de se ter observado
correlacdo positiva entre a transcricio de mRNA de HRPT2 e ciclina D1, essa

correlacdo nado foi observada entre a expressao imunoistoquimica de



parafibromina e ciclina D. Concluindo, os resultados deste trabalho apontam,
pois, que alteracbes no gene HRPT2 podem ser detectadas tanto no FO
quanto nas DF e OS, porém a mutacdo ou LOH deste gene néao
necessariamente tem um impacto sobre a transcricio de mRNA ou na

expressdo da proteina parafibromina no grupo de les6es estudadas.

Palavras-chave: HRPT2, ciclina D1, lesdes fibro-6sseas, osteossarcoma,

displasia fibrosa, fibroma ossificante e parafibromina.



ABSTRACT

Fibrous dysplasia (FD), ossifying fioroma (OF), and osteosarcoma (OS) are
examples of bone-related lesions. Recent studies have already shown genetic
alterations of the HRPT2 tumor suppressor gene in sporadic and syndromic OF.
The present study first sought to raise the hypothesis of whether or not similar
alterations would in fact represent one of the underlying genetic alterations of
both FD and OS. This study investigated alterations of the HRPT2/ parafibromin
at the DNA level (using the loss of heterozygosity analysis - LOH), at the mRNA
level (through RT-PCR, direct sequencing, and gRT-PCR), and in proteins
through immunohistochemistry(IHC) in a set of OF, FD, and OS cases. In vitro
studies pointed toward the inhibition of cyclin D1 as a mechanism of HRPT2 to
produce antiproliferative effects. Thus, cyclin D1 expression through qRT-PCR
and IHC was also investigated. LOH at 1g25.3 was assessed by using 2
microsatellite markers: D1S384 and D1S461. The LOH of HRPT2 was found in
3 FD, 6 OF, and 2 OS cases. However, this did not prove to be associated with
alterations in the mRNA transcription or protein expression of the gene. The
HRPT2 mutation was found only in the OF (primary and recurrent lesion). This
mutation commonly leads to the formation of a truncated protein; however, in
this case, it caused no alteration in the transcription of the HRPT2 and cyclin D1
genes. In addition, this study found a positive correlation between the mRNA
transcription of HRPT2 and cyclin D1, which was not observed between
parafibromin and cyclin D1 protein immunostaining. In conclusion, this study’s

results emphasize that DNA alterations of the HRPT2 gene can be detected in



OF as well as in FD and OS, but the mutation or LOH of this gene does not

necessarily impact mRNA or protein expression.

Keywords: HRPT2, Cyclin D1, fibro-osseous lesions, osteosarcoma, fibrous

dysplasia, ossifying fibroma, and parafibromin.
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1. INTRODUCAO

O osteossarcoma (OS) € um tumor 6sseo maligno que afeta mais
frequentemente ossos longos (Huvos, 1991). A sua incidéncia em cabeca e
pescoco é incomum, entretanto pode acometer mandibula e maxila. A etiologia
do OS é desconhecida, embora existam alguns fatores predisponentes, como a
radioterapia, doenca de Paget e retinoblastoma (Delgado et al., 1994; Kaushik
et al., 2002; Junior et al., 2003). Apesar de alguns casos de displasia fibrosa
terem sido mencionados na literatura com sendo capazes de sofrer uma
transformacdo maligna em osteossarcoma, ndo existe ainda uma evidéncia
cientifica conclusiva que prove este fato. Isso porque, particularmente, nesses
casos reportados, ndo foi mencionada a mutacdo do gene GNAS-1 e, portanto,
nao foram mostrados todos os critérios de diagndstico para a lesdo de displasia
fibrosa (Schwartz & Alpert, 1964; Doganavsargil et al., 2009; Araujo et al.,

2011).

O termo lesdes fibro-6sseas benignas € uma designacdo genérica para um
grupo de lesdes que sao caracterizadas pela substituicdo do tecido 0sseo
normal por um tecido conjuntivo fibroso benigno, contendo quantidades
variadas de material mineralizado. Apesar de ndo haver uma classificacéo
satisfatoria, aceita-se que lesdes fibro-6sseas benignas na cavidade oral e
maxilofacial podem ser divididas em trés categorias, que incluem lesbes de
displasia fibrosa, fibroma ossificante e displasia 60ssea; em 2005, a
Organizacdo Mundial de Saude classificou essas lesbes como 0sseo-

relacionadas. Devido a similaridade histopatoldgica, o diagndstico definitivo
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requer a correlagdo entre as caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e
radiograficas, e, muitas vezes, a andlise de outros estudos de imagens e, até

mesmo, achados transcirurgicos.

O gene HRPT2 é um supressor de tumor localizado no cromossomo 1g31.2,
que codifica uma proteina de 531 aminoacidos, denominada parafibromina
(Carpten et al., 2002). A funcdo especifica dessa proteina é desconhecida;
sabe-se que a porgédo C-terminal da parafibromina apresenta homologia parcial
com uma proteina do fungo Saccharomyces cerevisiae intitulada Cdc73p (cell
division cycle protein 73 homolog, MIM# 607393), (Carpten et al., 2002; Shi et
al., 1996), componente do complexo proteico PAF1 (peroxisome assembly
factor 1) associado a RNA polimerase Il (Porter et al., 2002; Rozenblatt-Rosen
et al., 2005; Yart et al., 2005; Pokholok et al., 2002; Agarwal et al., 2008). No
fungo (yPAF1) a parafiboromina participa da metilagdo da histona H3 K9
induzindo a parada do ciclo celular na fase G1 (Farber et al., 2010), durante a
transcricdo, diminuindo assim a quantidade de ciclina D1 (Rozenblatt-Rosen et

al., 2005; Woodard et al., 2005; Zhang et al., 2006; Yang et al., 2010).

Alguns estudos demonstram que alteracbes no gene HRPT2 estdo
relacionadas a sindrome do hiperparatiroidismo-tumores dos maxilares (HPT-
TM), uma desordem autossGmica dominante caracterizada por adenoma ou
carcinoma de paratireoide, lesdes fibro-0sseas da mandibula e maxila (fiboroma
ossificante), tumores e cistos renais (Jackson et al., 1990; Szabé et al., 1995;

Teh et al., 1996; Haven et al., 2000; Cavaco et al., 2001; Carpten et al., 2002;
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Howell et al., 2003; Shattuck et al., 2003; Bradley et al., 2005; Bradley et al.,
2006; Yamashita et al., 2007; Rekik et al., 2010).

Um trabalho recente descreveu mutacfes do gene HRPT2 em fibromas
ossificantes esporadicos e sugeriu que fibromas ossificantes podem surgir
devido a haploinsuficiéncia do gene HRPT2 (Pimenta et al., 2006). O modelo
da haploinsuficiéncia, para explicar a carcinogénese, baseia-se em estudos
gue demonstraram a ocorréncia de cancer por alteragédo de genes supressores
tumorais, mesmo nisso estando presente somente um dos alelos mutado. O
alelo selvagem (Wt) ndo sobrepbe o efeito do alelo mutado, quer seja por
producdo de proteina em niveis insuficientes, quer seja por um efeito
dominante negativo, no qual o alelo mutado bloqueia a atividade da proteina
normal (Berger et al., 2011). O defeito na expressédo de um alelo contribui para
a formacéo de tumor por conferir vantagem proliferativa a célula (por mutacdo
nos genes gatekeepers) ou por causar instabilidade genética (por mutacdo nos
genes caretakers). Ademais, a haploinsuficiéncia ndo resulta diretamente um
determinado fendtipo neoplésico, necessitando, para isso, de outros eventos
promotores de tumor, como mutacdo oncogénica, alteracdo de outro gene

supressor tumoral ou alteracfes epigenéticas.

Diante da hipotese de que alteragdes neste gene também estdo envolvidas na
patogénese de outras lesdes O0sseas dos o0ssos maxilares, a transcricdo do
gene HRPT2 e a expressédo de sua proteina foram avaliadas e comparadas no
osteossarcoma , no fibroma ossificante convencional e juvenil e na displasia

fibrosa. Como previamente foi descrita uma inibicdo da ciclina D1 pela acdo da
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parafibromina, investigou-se, ainda, a associacdo entre os niveis de mRNA e

proteinas ciclina D1 e parafibromina.

Ademais, este estudo depara com a necessidade de desenvolvimento e
definicAo de novos marcadores genéticos Uteis no diagnostico diferencial das
lesdes O0sseo-relacionadas. Além disso, este estudo busca avaliar a associa¢éo
entre a alteracdo no DNA com a transcricdo do mRNA a fim de explorar melhor

0 genotipo-fendtipo associado ao gene HRPT2.

Todas as etapas deste trabalho estdo descritas detalhadamente nesta tese, e 0

artigo elaborado, a partir deste estudo, esta no apéndice deste.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSTEOSSARCOMA

Os sarcomas séo neoplasias malignas raras e que compreendem menos de
1% de todos os canceres. Destes somente cerca de 5-15% est&o localizados
em cabeca e pescoco (Patel et al., 2001). Os sarcomas de cabeca e pescoco
possuem um amplo espectro de subtipos histoldgicos e sitios de origem, porém
esses sdo agrupados conjuntamente devido as suas similaridades em relacao
a sua apresentacdo clinica, fatores de prognéstico e tecido mesenquimal (Patel

et al., 2001; Mucke et al., 2010).

A etiologia do osteossarcoma (OS) é desconhecida, contudo existem alguns
fatores predisponentes, como radioterapia, doenca de Paget, retinoblastoma
(Delgado et al., 1994; Kaushik et al., 2002; Junior et al., 2003). Apesar de
alguns casos de displasia fibrosa terem sido previamente mencionados na
literatura como sendo capazes de desenvolver uma transformacéo maligna em
osteossarcoma, ndo existe uma evidéncia cientifica conclusiva para provar

esse fato.

Segundo Unni & Dahlin (1989), o tecido 0sseo esta frequentemente presente
no campo de irradiacdo no tratamento das neoplasias e isso favorece ao
desenvolvimento de sarcomas. O periodo entre o tratamento radioterapico e o
desenvolvimento de um tumor varia em média aproximadamente 13 anos,

sendo esses tumores, geralmente, de alto grau de malignidade.
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O OS é um tumor 6sseo maligno e que afeta mais frequentemente 0ssos
longos (distal do fémur e proximal da tibia) de pessoas jovens com uma idade
média que atinge a segunda década de vida (Huvos, 1991). A incidéncia desse
tumor em cabeca e pescoco é incomum, correspondendo a aproximadamente
10% de todos OS. Quando em o0ssos maxilares, a idade média desses
pacientes esta entre a 3% e 4® décadas de vida (Delgado et al., 1994; Mardinger
et al., 2001; Fernandes et al., 2007). Em alguns casos, apo0s historia de
radiacdo ou doenca de Paget, a idade média dos pacientes € mais elevada que

em outros casos (Mark et al.,1994).

Na regido de cabeca e pescoco, os OS parecem afetar igualmente os dois
géneros (Ha et al., 1999), embora alguns autores referem-se uma leve

predilecao pelo género masculino (Oda et al., 1997).

O primeiro sinal clinico mais frequentemente encontrado em OS localizado em
cabeca e pescoc¢o é o aumento de volume local com ou sem a presenca de dor
(Garrington et al., 1967). O aumento de volume em regido facial pode ser
percebido primeiramente pelos pacientes uma vez que 0 iSso causa alteracdes
estéticas e funcionais (Mardinger et al.,, 2001); abaulamento dos dentes,
parestesia, obstrucdo nasal e ulceracdo também podem ser observados (Junior
et al., 2003); os sinais e sintomas menos frequentes sao febre, perda de peso e
exoftalmia (Tanzawa et al., 1991). Apesar de ser considerado um tumor
agressivo de rapido desenvolvimento, alguns OS apresentam crescimento

lento, no qual os pacientes descrevem um tempo de evolugcdo mais longo
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(Mardinger et al., 2001). Os principais 0ssos acometidos pelo OS na regido de
cabeca e pescoco sdo a maxila e a mandibula (Vege et al., 1991), com uma
divergéncia de opinido entre os autores sobre o sitio de predilecdo desse tumor

(Tanzawa et al., 1991; Wanebo et al., 1992; Mardinger et al., 2001).

Radiograficamente, o OS pode variar de uma radiopacidade densa a uma leséo
mescladamente radiopaca e radiotransparente, ou ainda ter um aspecto
completamente radiotransparente. Os limites da lesdo normalmente sdao mal
definidos e indistintos, tornando dificil determinar radiograficamente a extensao
do tumor. Frequentemente ha reabsorcdo das raizes dos dentes envolvidos
pelo tumor, caracteristica essa, muitas vezes, descrita como “reabsor¢gao em
pico”, resultado do estreitamento afunilado da raiz. A aparéncia radiogréfica
descrita de “raios de sol”, causada pela producao de osso osteofitico na
superficie da lesdo, sugere fortemente o diagnostico de OS e pode ser
percebida em cerca de 25% dos casos localizados em maxila e mandibula
(Delgado et al., 1994; Mardinger et al.,, 2001; Fernandes et al., 2007). Esse
aspecto radiogréafico devido a reacdo periosteal também pode ser observado
em casos de carcinoma metastatico, mieloma multiplo, sarcoma de Ewing
avancado, tuberculose e osteomielite (High et al., 1978; Petrikowski et al.,
1995). Dessa forma, esses diagnosticos diferenciais devem ser levados em

consideracao.

Histologicamente o OS pode ser caracterizado por um parénquima maligno e
indiferenciado de células que séo capazes de formar osteoide. A presenca da

formacdo de osteoide é essencial para o diagnéstico de OS (Delgado et al.,
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1994; Mardinger et al., 2001; Chindia, 2001). De acordo com a diferenciacao
histologica predominante, o OS pode ser classificado em tipo osteoblastico,
condroblastico e fibroblastico. O tipo osteoblastico representa cerca de 50%
dos OS e se caracteriza por apresentar células malignas atipicas, que
produzem grande quantidade de osteoide. As células neoplésicas podem ser
do tipo fusiformes, pequenas ou até mesmo com aparéncia epitelioide e
raramente a matriz € madura e trabecular. O tipo condroblastico representa
25% dos OS e se caracteriza por apresentar predominantemente diferenciagéo
condroide. As células com aspecto condroide tém uma atipia pronunciada e
sdo arranjadas em lébulos. Na periferia desses l6bulos, as células malignas se
apresentam em camadas e usualmente ha producdo de osteoide.
Ocasionalmente a formacédo de osteoide ocorre no centro do l6bulo. O tipo
fibroblastico representa cerca de 25% dos OS e se caracteriza pela
predominancia e proliferacdo de células do tipo fusiforme malignas,
assemelhando-se ao fibrossarcoma. A producao de osteoide € minima e focal
(Unni & Dahlin, 1989); existem outras classificacdes, as quais incluem os tipos
telangiectasico, de pequenas células, de células gigantes e justacortical
(Lanzkowski, 2000). Na regido de cabeca e pescoco, o tipo condroblastico tem
sido referido como predominante (Delgado et al., 1994; Mardinger et al., 2001).
De acordo com o grau de malignidade, os OS podem ser classificados em
baixo, intermediario ou alto (Garrington et al., 1967; Junior et al., 2003), sendo
que em cabeca e pescoco o tumor de alto grau de malignidade é o mais

encontrado (Mardinger et al., 2001).
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Os OS intra-6sseos de baixo grau de malignidade podem ser diagnosticados
erroneamente como neoplasias benignas, sendo a displasia fibrosa a leséo
mais comumente confundida com essa malignidade (Raubenhaimer & Noffke,
1998). Os pacientes que apresentam OS de baixo grau de malignidade, sé&o
geralmente adultos jovens. Os tumores radiograficamente se apresentam com
caracteristica de uma lesdo benigna, sendo geralmente radiollcidos com
presenca de osteoide. Microscopicamente pode ser observada uma pequena
proliferacdo de células fusiformes com minima atipia e escassas figuras de
mitose. Este tumor € distinguido de uma leséo fibro-6ssea pela presenca de
invasdo da medula 6ssea e de tecidos moles extra-6sseos (Unni & Dabhlin,

1989).

Em relacdo ao tratamento de OS de cabeca e pescoco, o principal é a
ressecc¢ao cirdrgica radical com amplas margens de tecido 6sseo e tecidos
moles adjacentes (Delgado et al., 1994; Laskar et al., 2008). A associacdo de
drogas neoadjuvantes e adjuvantes, em conjunto com o tratamento cirdrgico,
demonstram uma melhor resposta na sobrevida dos pacientes com OS de
extremidades (Pratt et al., 1990). Contudo, as vantagens da quimioterapia e
radioterapia para OS de cabeca e pescoc¢o continuam obscuras devido ao
pequeno numero de casos estudados e publicados na literatura (Mark et al.,

1991; Junior et al., 2003; Laskar et al., 2008).

A causa mais frequente de faléncia no tratamento € a recidiva do tumor
(Delgado et al., 1994); metédstases pulmonares a distancia usualmente ocorrem

em estagios bem avancados da doenca (Wanebo et al., 1992).
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Alguns trabalhos sugerem que os marcadores imunohistoquimicos MDM2 e
CDK4 podem ser utilizados nos cortes histolégicos, para auxiliar no diagnéstico
de um OS, e diferencia-lo de outros sarcomas ou les@es fibro-6sseas benignas

(Matsushime et al.,1994; Dujardin et al., 2011).

O desenvolvimento e a progressdo de neoplasias malignas em humanos séo
caracterizados pelo acumulo de alteracbes genéticas. Alteracdes em genes
envolvidos no controle do ciclo celular tém sido associadas a patogénese de
muitos tipos de tumor, incluindo os sarcomas (Hall & Peters, 1996; Bennett et
al., 2000). Um dos genes mais estudados e frequentemente relacionado a
progressdo de neoplasias malignas é o gene supressor de tumor TP53
(Mousses et al., 1996; Nigro et al., 1989; Lopes et al., 2001). Além do TP53, o
gene MDM2 (murine double minute 2) e o CDK4 (kinase 4 dependente de
ciclina) encontram-se alterados em diversos tumores, incluindo os OS
(Matsushime et al.,1994). A amplificacdo do gene MDM2 tem sido associada a
recorréncia, metastase e progressao do OS do tipo paraosteal (Ladanyi et al.,

1993).

As investigacdes de alteracdes genéticas em tumores s&o importantes para
entender o mecanismo de oncogénese, avaliar o comportamento biologico e,
consequentemente, aperfeicoar terapéuticas, favorecendo ao prognaostico

(Lopes et al., 2001).
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2.2 LESOES FIBRO-OSSEAS BENIGNAS

O termo lesdes fibro-6sseas benignas é uma designacdo genérica para um
grupo de lesBes que sdo caracterizadas pela substituicdo do tecido désseo
normal por um tecido conjuntivo fibroso benigno, contendo quantidades
variadas de material mineralizado na forma de osso imaturo ou de estruturas
arredondadas acelulares semelhantes a cemento e que séo indistinguiveis de
cementiculos (Slootweg, 1996). Apesar de ndo haver uma classificacdo
satisfatoria, aceita-se que lesbes fibro-6sseas benignas na cavidade oral e
maxilofacial podem ser divididas em trés categorias, as quais incluem displasia
fibrosa, fiboroma ossificante e displasia éssea (Slootweg, 1996). Apdés um
consenso da Organizacdo Mundial de Saude, em 2005, displasia fibrosa,
fiboroma ossificante e displasia 6ssea foram classificados no grupo de lesdes
0sseo-relacionadas (Slootweg & Mofty, 2005). Devido a similaridade
histopatoldgica dessas lesbes, o diagnéstico definitivo requer a correlacdo
entre as caracteristicas clinicas, histopatolégicas, radiograficas e, muitas
vezes, a analise de outros estudos de imagens e até mesmo achados
transcirdrgicos (Meister et al., 1973; Slootweg, 1996; Eversole et al, 2008;

Brannon & Fowler, 2001).

2.2.1 DISPLASIA FIBROSA

A displasia fibrosa (DF) € considerada uma lesdo 6ssea de desenvolvimento e

esta relacionada a mutacdes missense pdés-zigoticas no gene GNAS 1, que
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esta localizado no cromossomo 20q13 (Cohen & Howell, 1999). Essa lesao

pode acometer um (monostética) ou mais 0ssos (poliostotica).

A forma de DF poliostética é relativamente rara, podendo envolver mais de
60% dos ossos do esqueleto, sendo 0s 0ssos craniofacias os mais comumente
afetados. A forma monostética ndo € precursora da forma poliostética
(MacDonald-Jankowski, 2004). Individuos com DF que também apresentam
pigmentacdo em pele (manchas cor de café com leite), puberdade precoce e
uma variedade de outras anormalidades enddcrinas, fazem parte da sindrome
McCune-Albright (Costanzi & Velasco e Cruz, 2007). Essa sindrome afeta
principalmente o género feminino (Speight & Carlos, 2006). Além da sindrome
de McCune-Albright, outra esta associada a DF: a sindrome de Mazabraud,

que é caracterizada pela presenca de DF e de mixomas intramusculares

(Mazabraud et al., 1967).

O envolvimento extenso de ossos do esqueleto pode levar a fratura 6ssea
patologica, severa deformidade Ossea, assimetria, além de cegueira

(MacDonald-Jankowski, 2009).

A DF monostética € a forma mais comumente encontrada e corresponde a
cerca de 80% de todos os casos relatados (Brannon & Fowler, 2001; Speight &
Carlos, 2006; MacDonald-Jankowski & Li, 2009). A DF dos maxilares,
comumente incluida nesse grupo, ndo € estritamente monostotica, porque
geralmente envolve um grupo de 0ssos contiguos, separado somente por

suturas (maxila, esfenoide, zigomatico frontonasal e base do esqueleto) e seria
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mais bem descrita como DF craniofacial (Slootweg, 1996; Brannon & Fowler,

2001; MacDonald-Jankowski, 2004; Slootweg & Mofty, 2005).

A DF surge na primeira e segunda década de vida e clinicamente se
caracteriza por apresentar aumento de volume sem limites precisos com
crescimento lento e indolor, provocando uma consideravel deformidade
(Slootweg, 1996; Eversole et al., 2008; Brannon & Fowler, 2001). A forma
monostotica apresenta uma distribuicdo semelhante, porém a forma
poliostética da DF acomete mais usualmente pacientes do género feminino
(Eversole et al., 2008); as regibes de maxila e paranasal sdo mais
frequentemente afetadas (Speight & Carlos, 2006). Alguns casos de DF
monostética sdo descobertos como achados incidentais durante exames

radiograficos (DiCaprio & Enneking, 2005).

Radiograficamente a DF é caracterizada pela aparéncia de “vidro fosco”, que
pode ser melhor observada em radiografias periapicais e oclusais. Um dos
detalhes mais importantes na DF é a falta de nitidez dos limites radiogréaficos
da leséo (MacDonald-Jankowski, 2004). As lesdes iniciais sdo radiolticidas e se

tornam radiopacas ao longo dos anos devido a mineralizac&o.

N&o existe diferenca histologica entre os trés tipos de DF (monostotica,
poliostodtica e craniofacial). Histopatologicamente a DF consiste na substituicao
do tecido 6sseo normal por um tecido conjuntivo fibroso celularizado composto
por fibroblastos fusiformes dispostos em meio a quantidades moderadas de

colageno (Speight & Carlos, 2006). Nesse tecido se observam finas
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ramificacBes curvilineas de tecido 6sseo jovem, que apresenta pouca evidéncia
osteoblastica, producdo minima de osteoide e, por vezes, atividade
osteoclastica. Uma caracteristica que pode ajudar a distinguir a displasia
fibrosa do fibroma ossificante, é que o tecido 0sseo lesional na DF conflui
imperceptivelmente com o tecido 6sseo esponjoso adjacente ou com 0O 0SSO
cortical (MacDonald-Jankowski, 2004; Speight & Carlos, 2006). Além disso, na
displasia fibrosa, o tecido conjuntivo fibroso apresenta uma celularidade
monétona e o fino padrdo de osso trabeculado se repete por todo o tecido
lesional (Slootweg & Muller, 1990). Em DF mais antigas, o tecido 6sseo pode
ser do tipo lamelar com a presenca de trabéculas dsseas arranjadas
paralelamente entre si (Speight & Carlos, 2006). As trabéculas O&sseas
remanescentes e de formato irregular, muitas vezes, estdo descritas na
literatura como trabéculas ésseas semelhantes a caracteres chineses (Brannon
& Fowler, 2001; MacDonald-Jankowski, 2004). Sendo assim, na andlise de
uma bidpsiam, recomenda-se que as margens da lesdo e todo o padréo
histologico descrito anteriormente sejam claramente observados, permitindo,
assim, um diagnéstico histopatolégico mais confiavel desse tipo de lesao.
Muitas vezes, fragmentos advindos de curetagem com finalidade de
diagnoéstico, ndo permitem que os patologistas distinguam a DF de qualquer

outra lesao fibro-0ssea benigna (Speight & Carlos, 2006).

O tratamento cirargico da DF deve ser adiado o maximo possivel, uma vez que
estas lesbes aparecem com uma pouca idade e tendem a se estabilizar apos a
maturacdo do esqueleto, ou seja, que ocorre por volta dos 15 anos de idade

(Hart et al., 2007). As lesbes grandes que provocam grande assimetria facial e
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deformidade, comprometendo, assim, a estética do paciente e compressao
neural, requerem cirurgia para remodelamento 6sseo (Chapulart RD, 2006;
Saglik et al., 2007). As drogas antiinflamatorias néo-esteroidais e o0
paracetamol podem ser utilizados para controlar a dor (Chapulart & Orcel,
2008). O uso de bifosfonatos, como o pamidronato, para controle do
crescimento da displasia fibrosa, tem sido discutido na literatura (Chapulart et
al., 2004; DiCaprio & Enneking, 2005; DiMeglio, 2007; Chapulart & Orcel,
2008; Mékitie et al., 2008). A dosagem e o tempo de utilizacdo do medicamento
foram decididos em analogia com tratamentos da doenca de Paget (Liens et
al., 1994). Os suplementos de calcio, vitamina D e fosfatase podem ser
utilizados em casos nos quais 0 paciente apresenta evidéncia de osteomalacia

(Chapulart & Orcel, 2008).

A radioterapia foi contra indicada, uma vez que esta foi considerada um fator
de risco para transformacédo maligna dessa lesdo em OS (Ruggieri et al., 1994;
Amin & Ling, 1995; Saglik et al., 2007). Casos descritos na literatura relatam
que 0s pacientes apresentavam um rapido aumento de volume acompanhado
de sintomatologia dolorosa, em que o exame radiografico evidenciava uma
lesdo expansiva, acometendo tecidos moles por meio do cortex. No entanto,
nao existe ainda uma evidéncia cientifica conclusiva que prove esse fato. Isso
porque, particularmente, nesses casos reportados, ndo foi mencionada a
mutacdo do gene GNAS-1 e, portanto, ndo foram mostrados todos os critérios
de diagndstico para a lesdo de displasia fibrosa (Schwartz & Alpert, 1964;
Doganavsargil et al., 2009; Aradjo et al., 2011). Quando h& mudanca no

comportamento clinico de uma lesdo, recomenda-se 0 uso das técnicas de
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imagem, como as ressonancias magnéticas e tomografias, para auxiliar e
sugerir qual o provavel diagnéstico ou até mesmo confirmar a transformacéo

maligna da DF (Chapulart & Orcel, 2008).

O gene GNAS 1, que estd mutado na DF, codifica a subunidade-a da proteina
G-estimulatoria (Gs) e esta localizado no cromossomo 20g13 (Levine et al.,
1991, Cohen & Howell, 1999, Chapulart & Orcel, 2008). As muta¢gdes ocorrem
no cédon 201, no qual um residuo de arginina € substituido por histidina ou
cisteina (Cohen & Howell, 1999; Bianco et al., 2000). As muta¢cdes sdo pos-
zigoticas, somaticas e resultam um mosaicismo celular (Eversole et al., 2008).
Mutacbes nesse gene levam ao aumento da producdo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), o que afeta a proliferacdo e diferenciacdo de
preosteoblastos, além de um aumento na reabsorcdo 6ssea (Cohen & Howell,

1999).

Como a doenca se apresenta dentro de um grande espectro, DF monostotica,
poliostética e sindrome de Mc-Cune Albright, provavelmente a época em que a
mutac&o ocorre determina o grau de severidade da doenca (Shenker et al.,
1993; Spiegel, 1996; Cohen & Howell, 1999; Stanton et al., 1999; Chapulart &
Orcel, 2008; Eversole et al., 2008). Na sindrome de Mc-Cune Albright, a
mutac&o ocorre antes da fase de gastrulacao, isto €, do processo de formacéao
de dois dos trés folhetos embrionarios, a endoderme, a mesoderme e a
ectoderme. As células Osseas derivam das duas camadas germinativas

embriogénicas: mesoderma e ectoderma (Cohen & Howell, 1999).
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A mutacdo do gene GNAS 1 pode ser detectada nas células mononucleares,
0sseas, melandcitos e enddcrinas circulantes. A probabilidade de deteccédo é
proporcional ao numero de células mutadas e ao grau de severidade da
doenca (Cohen & Howell, 1999). A deteccdo da mutacdo pode ser atil por
permitir que se estabeleca o diagndstico e evitar, assim, a realizagcdo de uma

biopsia 6ssea (Chapulart & Orcel, 2008).

Estudos anteriores ndo demonstraram a falta de mutacdo do gene GNAS 1 no
fioroma ossificante (Hasselblatt et al., 2005; Toyosawa et al.,, 2007).
Recentemente, Patel et al. (2010) confirmaram, em seus estudos, a auséncia
da mutacdo do gene GNAS 1, na displasia cemento-0ssea, e, também, no
fiboroma ossificante dos maxilares e sugeriram que essa diferenca seria de

grande utilidade para a distincdo molecular entre essas lesfes e a DF.

2.2.2 FIBROMA OSSIFICANTE

O fibroma ossificante (FO) € uma neoplasia benigna primariamente encontrada
em mandibula, composta tanto por tecido 6sseo quanto por componente
fibroso (Slootweg & Mofty, 2005). A sua terminologia tem sido confusa e
problematica. Nos ultimos anos, a classificacdo dos FO em cabeca e pescoco
foi dividida em 3 grupos: fibroma ossificante (convencional), fibroma ossificante
juvenil trabecular e fiboroma ossificante juvenil psamomatoide (Slootweg, 1996;
Brannon & Fowler 2001; EI-Mofty 2002; Speight & Carlos, 2006).

O termo original mais utilizado para essa leséo foi fioroma cemento-ossificante,

pelo fato de que a maioria das lesdes encontradas estavam associadas a um
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dente ou continham material calcificado esférico semelhante a cemento.
Contudo, foi observado que lesbes ndo associadas aos maxilares,
particularmente na regido sinonasal, na qual ndo ha presenca de cemento,
frequentemente continham esse tipo de calcificacdes. A partir de entédo, a
designagcao FO foi reconhecida como a mais apropriada (Brannon & Fowler,
2001; Reichert & Philipsen, 2004, Slootweg & Moft, 2005; Speight & Carlos,

2006).

Clinicamente o FO convencional é caracterizado por um aumento de volume
lento, progressivo, expansivo e indolor. E encontrado na regido periapical dos
dentes, o que sugere uma provavel origem odontogénica dessa lesdo, mais
precisamente dos tecidos do ligamento periodontal (Regezzi & Sciubba, 1999;
Speight & Carlos, 2006). Essa lesdo € mais comumente diagnosticada entre a
2% e a 4° décadas de vida, com uma leve predilecdo pela regido posterior da
mandibula e por mulheres (Slootweg, 1996; Brannon & Fowler, 2001; Speight &
Carlos, 2006; MacDonald-Jankowski & Li, 2009). A incidéncia de FO é mais

alta em individuos melanodermas (Slootweg, 1996; Brannon & Fowler, 2001).

A variante fibroma ossificante juvenil (FOJ) surge fora da area periapical dental,
podendo acometer tanto 0os maxilares quanto 0s 0ssos craniofaciais de
pessoas jovens, geralmente antes dos 15 anos de idade, com uma tendéncia a
ter um comportamento clinico mais agressivo (Speight & Carlos, 2006). Diante
dessas diferencas, a origem dessa lesdo foi bastante discutida e ficou
estabelecido que todos os subtipos de FO possuem uma origem osteogénica,

e nao odontogénica, como se pensava (Slootweg & Moft, 2005); quando
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acometem mandibula, usualmente envolvem o ramo mandibular (Speight &
Carlos, 2006). Os FOJ podem crescer rapidamente e acometer areas
relativamente irrestritas, como seios paranasais, regido sinusal, érbita e base
de cranio, resultando grandes tumores de dificil remoc¢é&o cirargica (Sciubba &
Younai, 1989; Gunaseelan et al., 2007; Cruz et al.,, 2008; MacDonald-
Jankowski & Li, 2009). Até o momento, ndo foi descrita a transformacao

maligna desses tumores.

Radiograficamente o FO convencional se apresenta como uma lesdo bem
circunscrita usualmente unilocular com bordas esclerGticas (MacDonald-
Jankowski, 2009). Na fase inicial, a lesdo é radiolucida e, de acordo com a
maturidade desta, focos radiopacos, com graus diferentes de calcificagdo, vao
surgindo, porém a lesdo raramente € radiopaca (MacDonald-Jankowski, 2004;
Speight & Carlos, 2006; MacDonald-Jankowski, 2009). O FOJ tende a ser mais
radiopaco que a lesédo convencional e, algumas vezes, pode apresentar uma
aparéncia de “vidro fosco” ou formar uma densa massa lobulada (Speight &
Carlos, 2006). Esses tumores podem ser mais bem observados em tomografias
computadorizadas. Raramente, essas lesfes erosionam, deslocam dentes ou
invadem o0ssos (Sciubba & Younai, 1989; Waldron, 1995; MacDonald-
Jankowski, 2009; MacDonald-Jankowski & Li, 2009). A medida que o FO
cresce e ultrapassa a area confinada aos maxilares, forma-se uma nova e fina
capsula constituida de osso cortical subperiosteal (Speight & Carlos, 2006).
Essa € uma caracteristica bastante importante e relevante no momento de
diferenciar essa lesdo de um osteossarcoma intradsseo com um padrao de

crescimento destrutivo (Speight & Carlos, 2006).
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Histologicamente o FO convencional é uma lesdo bem delimitada, na qual se
observa uma separacao evidente entre a lesdo e 0 0sso cortical por uma fina
zona de tecido conjuntivo fibroso (Slootweg PJ & Miiller H, 1990). As bidpsias
devem incluir a margem da leséo para que o patologista tenha condi¢cbes de
avaliar detalhes importantes no diagndstico final dessa leséo (Speight & Carlos,
2006; MacDonald-Jankowski, 2009). O FO convencional é composto de um
estroma celularizado, moderadamente colagenoso, contendo numerosos
fibroblastos fusiformes, que podem, as vezes, formar um padrdo estoriforme
(aleatorio); areas mixoides podem, também, ser observadas. O material 6sseo
pode apresentar-se em diferentes padrbes, desde em um fino e irregular
trabeculado de osso ndo lamelar, algumas vezes rodeado por osteoblastos
ativos ou na forma de calcificacbes esféricas, por vezes semelhantes a
cemento ou até mesmo massas globulares irregulares, as quais usualmente
ndo sdo tdo proeminentes. Um ponto chave que difere o FO da DF é que o
padrdao de mineralizacdo varia de local para local na lesdo, enquanto na DF o
padrao de mineralizagdo tende a ser uniforme em toda a leséo (Slootweg &
Mofty, 2005; Speight & Carlos, 2006). Uma caracteristica que raramente é
notada no FO convencional € a degeneracdo mixoide do estroma com
presenca de areas de hemorragia e acumulo de células gigantes. Quando
observada, essa caracteristica sugere ao patologista a aparéncia de cisto
0sseo aneurismatico e deve ser considerado como diagnostico diferencial
(Speight & Carlos, 2006). E importante salientar, ainda, que,
macroscopicamente, os FO sédo usualmente recebidos pelo patologista como
uma leséo intacta e bem definida, enquanto que a DF, na maioria das vezes, €

recebida de forma fragmentada (Speight & Carlos, 2006).
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A variante juvenil trabecular é composta de tecido conjuntivo fibroso denso com
escasso colageno, contendo um fino trabeculado de osteoide e 0sso néo
lamelar. Os osteoblastos sao proeminentes e podem estar incorporados em
meio ao material osteoide, o que, as vezes, dificulta a distingdo entre o material
celular osteoide do estroma fibroso (Speight & Carlos, 2006). A variante
psamomatoide €, também, densamente celularizada, porém as calcificacdes
observadas sdo esféricas ou lamelares semelhantes a corpos do tipo
psamoma. Essa variante possui uma margem “leve ou fina”, na qual o osteoide
se funde ou se projeta dentro do estroma celular, algumas vezes descrito como
um padrdo pontiagudo de penetracdo. Lencdis de células semelhantes a
osteoblastos, lembrando o osteoblastoma, podem ser vistas além de escassas
figuras normais de mitose. Ocasionais calcificagdes psamomatoides podem ser
encontradas na variante trabecular e trabéculas s&o frequentemente

observadas na variante psamomatoide, especialmente em direcdo a periferia

da lesao (El-Mofty, 2002; Speight & Carlos, 2006).

O tratamento recomendado é a remogao cirurgica completa, sendo incomuns
casos de recidiva (Slootweg, 1996; Brannon & Fowler, 2001; MacDonald-
Jankowski, 2009; MacDonald-Jankowski & Li, 2009). Recomenda-se
seguimento do paciente por um longo prazo em funcdo de alguns relatos de
recidiva dessas lesdes (Meister et al., 1973, MacDonald-Jankowski, 2009;

MacDonald-Jankowski & Li, 2009).
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2.3 GENE HRPT2

O Hiperparatiroidismo (HPT) é uma endocrinopatia, que afeta 3 em cada 1000
individuos adultos (Adami et al., 2002). O HPT é a principal causa de
hipercalcemia na populacdo (Marx, 2000; Miedlich et al., 2003). O HPT é
caracterizado pelo aumento dos niveis de PTH (paratohormdnio) e é
classificado em trés tipos: primario, secundario e terciario (Ahmad & Hammond,
2004). O HPT primario é resultado da produgéo incontrolavel de PTH
usualmente associada a presenca adenomas de paratiredides, que estimulam
a secrecdo deste hormoénio (80-90% dos casos), hiperplasia da paratireoide
(10-15% dos casos) e, menos frequente, a presenca de carcinomas de
paratireoide (Miedlich et al.,, 2003; Ahmad & Hammond, 2004). Se esses
tumores ndo forem tratados, os pacientes podem desenvolver lesGes Gsseas,
cistos e tumores renais, além de disfuncdo neuromuscular (Adami et al., 2002).
O HPT secundéario é menos comum que o HPT priméario e ocorre quando o
PTH é continuamente produzido em resposta a niveis baixos de calcio. O HPT
terciario ocorre devido a progressdao do HPT secundario e é observado

naqueles pacientes com faléncia renal cronica (Ahmad & Hammond, 2004).

O hiperparatireoidismo familiar abrange um grupo clinica e geneticamente
heterogéneo de desordens. Essas formas hereditarias sdo responsaveis por
aproximadamente 10% dos hiperparatiroidismos e sdo usualmente vistas em
um contexto de sindromes, tais como: a neoplasia enddcrina multipla tipo 1 e
tipo 2A (MEN 1 e 2A) (OMIM# 131100 e OMIM# 171400) respectivamente, o

hiperparatiroidismo familiar isolado (HPFI) (OMIM# 146200) e a sindrome do
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hiperparatiroidismo-tumores dos maxilares (HPT-TM) (OMIM# 145001 e

607393). (Carpten et al., 2002; Miedlich et al., 2003; Silveira et al., 2008).

Desde 1958 existem relatos de casos de hiperparatiroidismo associados a
tumores de mandibula e/ou maxila e que néo regrediram apos a cura do
hiperparatiroidismo (Jackson, 1958). Contudo, apenas na década de 90, o
hiperparatiroidismo associado a tumores de mandibula ou maxila (HPT-TM) foi
reconhecido como uma sindrome, e o locus da doenca, ainda desconhecido
nessa época, foi denominado hiperparatireoidismo do tipo 2 ou HRPT2
(Jackson, 1958; Jackson et al.,1990; Jackson et al.,1998; Inoue et al., 1995;

Szabo et al., 1995).

HPT-TM é uma sindrome autoss6mica dominante com uma alta, porém
incompleta, penetrancia caracterizada por tumores paratireoideos (adenomas
e/lou carcinomas), lesdes fibro-6sseas da mandibula e/ou maxila (fiboromas
ossificantes), tumores uterinos (adenofibromas, leiomiomas e adenosarcomas)
e lesbes renais (tumor de Wilm’s, hamartomas e doencga renal policistica)
(Jackson et al., 1990; Szabé et al., 1995; Teh et al., 1996; Haven et al., 2000;
Cavaco et al., 2001; Carpten et al., 2002; Howell et al., 2003; Shattuck et al.,
2003; Bradley et al., 2005; Aldred et al., 2006; Bradley et al., 2006; Yamashita
et al., 2007; Rekik et al., 2010). Outros tumores, incluindo adenoma da célula
de Hurthle da tireoide, adenocarcinomas pancreaticos e tumor misto de células
germinais testiculares, também ja foram reportados em alguns pacientes com

HPT-TM (Haven et al., 2000; Bradley et al., 2005).



46

A incidéncia ou prevaléncia da sindrome HPT-TM é desconhecida. Cerca de
80% dos pacientes desenvolvem o hiperparatiroidismo tardiamente na
adolescéncia ou na fase adulta (Carpten et al., 2002; Bradley et al., 2006). Ha
uma penetrancia reduzida em mulheres (Teh et al., 1996), e o carcinoma
paratireoideo ocorre em aproximadamente 10-15% dos individuos afetados
(Carpten et al., 2002; Bradley et al, 2006). 40% dos individuos com HPT-TM
desenvolvem tumores nos maxilares, principalmente fiboromas ossificantes, os
quais sao distintos do tumor marrom do hiperparatiroidismo secundario e ndo
regridem apds o tratamento cirdrgico da paratireoide (Szabo et al., 1995; Chen

et al., 2003; Bradley et al., 2006).

O comportamento biolégico do carcinoma de paratireoide é, muitas vezes,
indolente e a literatura revela, em alguns estudos retrospectivos, uma média de
10 anos de sobrevida (Lee et al., 2007). Apesar de a idade avancada, género
masculino e presenca de metastase a distancia serem indicadores de um pobre
prognostico, o tamanho tumoral e o perfil linfonodal ndo predizem a sobrevida
global do individuo (Lee et al., 2007). As mudancas genéticas que levam ao
desenvolvimento do carcinoma de paratiredide, ndo estdo bem esclarecidas
(Yip et al., 2008). A alta taxa de pacientes com a sindrome HPT-TM que
desenvolveram carcinoma de paratireoide (10-15 %) sugere que O gene
HRPT2 pode ser importante no desenvolvimento desse tipo de carcinoma
(Carpten et al., 2002; Chen et al., 2003). Os achados histopatolégicos do
carcinoma de paratireoide nem sempre se correlaciona com os achados
clinicos desse tumor (DelLellis RA, 2005). Sendo assim, o uso de marcadores

moleculares, para diferenciar as lesdes de paratireoide benignas das malignas,



47

tem sido utilizado cada vez mais. Hunt et al. (2005), em um estudo da perda de
heterozigosidade (LOH), baseado em um amplo painel de genes supressores
de tumor, encontraram instabilidade genética maior em carcinoma de
paratireoide quando comparado ao adenoma de paratireoide (Hunt et al.,

2005).

O locus do HPT-TM foi mapeado primeiramente no cromossomo 1g21-q31 por
Szab6 et al. (1995). Carpten et al. (2002), em estudos adicionais da
genotipagem de 26 familias portadoras de HPT-TM, clonaram o gene HRPT2.
Os autores mapearam esse gene, refinando sua localizagdo para a regiédo
12cM no cromossomo 1g24-932, e identificaram 13 diferentes mutagdes
inativadoras germinativas em heterozigose em 14 familias portadoras de HPT-
TM e em uma familia com HPFI, sugerindo fortemente a associacdo direta
desse gene com a patogénese do HPT-TM. A ocorréncia de perda de
heterozigosidade em alguns tumores sugere que esse gene seja um supressor
de tumor (Teh et al., 1996; Teh et al., 1998; Haven et al., 2000; Cavaco et al.,

2001; Cavaco et al., 2011).

O gene HRPT2 é composto por 17 exons, ocupando um segmento de 1,3 Mb
no DNA genbmico (Carpten et al., 2002). O mRNA possui 2.7Kb, com uma
janela aberta de leitura (ORF = open reading frame) de 1596 nucleotideos, que
codifica uma proteina de 531 aminoacidos, denominada parafibromina, devido
ao seu envolvimento no desenvolvimento de tumores paratireoidianos e

fibromas ossificantes (Carpten et al., 2002).
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A funcédo especifica da proteina parafibromina é desconhecida, uma vez que
seus dominios ainda ndo foram identificados completamente. A porcédo C-
terminal da parafibromina apresenta homologia parcial com uma proteina do
fungo Saccharomyces cerevisiae intitulada Cdc73p (cell division cycle protein
73 homolog, MIM# 607393), (Carpten et al.,, 2002; Shi et al., 1996),
componente do complexo proteico PAF1 (peroxisome assembly factor 1)
associado a RNA polimerase Il (Rozenblatt-Rosen et al., 2005; Yart et al.,
2005; Pokholok et al., 2002; Agarwal et al., 2008). O complexo PAF1 do fungo
(yPAF1) regula a transcricdo, ubiquitinizagdo da histona H2B, metilacdo da
histona H3 e dos residuos da lisina K4 e K79 (Shi et al., 1997; Carpten et al.,
2002, Mueller & Jaehning, 2002; Krogan et al., 2002; Porter et al., 2002, Krogan
et al., 2003; Mueller et al., 2004), além do controle da extensdo da cauda de
poly (A) (Betz et al., 2002). A parafibromina participa da metilacdo da histona
H3 K9 por meio da sua represséo pela ciclina D1 (Rozenblatt-Rosen et al.,

2005; Yang et al., 2010).

A superexpressédo da parafibromina inibe a proliferacdo celular e induz a
parada do ciclo celular na fase G1 (Farber et al., 2010). Na sindrome do HPT-
TM, a parafibromina nédo possui a habilidade de suprimir essa proliferacéo

celular (Farber et al., 2010).

A parafibromina foi descrita como uma proteina nuclear (Tan et al., 2004; Hahn
& Marsh, 2005; Rozenblatt-Rosen et al., 2005), porém estudos revelaram que
ela também pode estar presente no citoplasma das células (Woodard et al.,

2005). O transporte nuclear ja foi comprovado ser um mecanismo fundamental
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e critico na localizacao da proteina e na funcao de muitos tumores supressores
(Fabbro & Henderson, 2003). Em relacdo a isso, é interessante notar que
aproximadamente 50% das 27 diferentes mutacdes germinativas e 75% das 22
diferentes mutacdes somaticas ja descritas no gene HRPT2 (Bradley et al.,
2005, Bradley et al., 2006) resultam da perda do MP (monopartite) NLS
(nuclear localization signal) no residuo 136-139 (Bradley et al., 2007). Entéo, a
perda do NLS MP-1 e a auséncia da parafibromina no ndcleo parecem ser
importantes eventos na etiologia dos tumores da glandula paratireoide. Além
disso, a parafiboromina e trés outras proteinas nucleares, ciclina D1,
retinoblastoma (RB) e menin, a qual é codificada pelo gene da neoplasia
enddcrina multipla do tipo 1 (MEN1), tém um importante papel na etiologia dos
tumores paratireoidianos e na regulacdo do ciclo celular (Baldin et al., 1993;
Zacksenhaus et al., 1993; Hunter & Pines, 1994; Guru et al., 1998). Woodard et
al. (2005) sugeriram propriedades antiproliferativas da parafibromina devido ao

seu forte efeito inibitério na expressao da ciclina D1.

O colapso do ciclo celular é comum em canceres humanos, e a
superexpressao da ciclina D1 é uma das alteracbes mais comumente
observadas. A ciclina D1 foi identificada nos tumores de paratireoides como um
oncogene, cujo nome alternativo recebido foi de PRAD1 (paratiteroide
adenomatose 1), (Arnold et al., 1991). Interessantemente a superexpresséo de
parafibromina leva a repressao da ciclina D1, inibindo, assim, a proliferacédo
celular. Isso destaca uma potencial ligacéo da parafibromina com o controle do
ciclo celular por meio da inibicdo da ciclina D1, agindo, entdo, como supressora

de tumor (Woodard et al.,, 2005; Zhang et al., 2006; Zhao et al., 2007).



50

Contudo, o mecanismo molecular detalhado sobre como a parafibromina regula

a ciclina D1 continua obscuro (Yang et al., 2010).

Algumas formas mutantes de parafiboromina ndo se associam ao complexo
PAF1 e, consequentemente, ao complexo histona-metiltransferase, sugerindo
que a ma-formacao desses complexos pode se correlacionar com 0 processo
oncogénico (Rosenblatt-Rosen et al., 2005). A proteina parafibromina,
codificada pelo gene HRPT2, tem a capacidade de inibir o crescimento e a
proliferacdo celular, além de induzir a parada do ciclo celular na fase G1
(Farber et al., 2010), por meio da metilacdo da histona H3 durante a
transcricdo, diminuindo assim a quantidade de ciclina D1 (Woodard et al., 2005;

Zhang et al., 2006).

O gene HRPT2 é mutado na linhagem germinativa de pacientes com HPT-TM,
causando mutacdes de sentido trocado (missense); mutacdes somaticas
inativadoras do HRPT2 foram descritas na maioria dos carcinomas esporadicos
de paratireoide (Carpten et al. 2002; Howell et al., 2003; Shattuck et al., 2003;
Juhlin et al., 2007). A teoria de que o gene HRPT2 é um supressor de tumor é
reforcada por artigos que descrevem que a maioria das mutagcdes no HRPT2
resultam a perda da proteina parafioromina, e alguns tumores HPT-TM
apresentam ambas as mutacdes germinativas e sométicas (Howell et al., 2003;
Shattuck et al., 2003; Bradley et al., 2006), as quais sado consistentes com a
hipétese do “two-hit” de Knudson (Knudson, 1971). A Hipdtese dos Dois
Eventos, elaborada por Alfred Knudson, em 1971, leva em consideracdo que

duas mutacGes devem ocorrer, uma em cada alelo, ou seja, perda de funcéo
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nos dois alelos, para que se desenvolva a doenca. Nos tumores de carater
hereditario, uma mutacao € herdada na linhagem germinativa e outra mutacao,
desta vez somatica, € adquirida ao longo da vida. Nos tumores esporadicos, as
duas mutacfes sdo somaticas e adquiridas ao longo da vida. Isso explica como
alguns tipos de cancer podem ser tanto esporadicos quanto hereditarios. Essa
hipotese esclarece, também, como algumas doencas hereditarias ndo se
manifestam em todos os individuos da familia, uma vez que a segunda
mutagcdo ocorre ao acaso. Além disso, nesse modelo de carcinogénese, as
mutagOes tém carater recessivo, uma vez que um unico alelo mutado ndo é

capaz de induzir uma neoplasia (Knudson, 1971).

Newey et al (2010), em uma revisdo de literatura, encontrou 111 tipos de
mutacBes descritas no gene HRPT2, sendo 68 do tipo germinativas, 38
somaticas e 5 ndo definidas pelos autores. Das 68 mutacBes germinativas
encontradas, 38 (55%) ocorreram em pacientes com HPT-TM. Contudo,
segundo Newey et al (2010), ndo pode ser observada nenhuma aparente

correlacao gendtipo-fenétipo nestes individuos estudados.

As sindromes associadas ao gene HRPT2 apresentam fenétipo variado e ainda
nao totalmente caracterizado, embora a associacdo de mutagcdes no HRPT2,
com formas mais agressivas de hiperparatiroidismo, pareca estar estabelecida.
Além das complica¢cbOes decorrentes da hipercalcemia grave e o risco de lesdes
renais, é importante notar que pacientes com mutacdes no gene HRPT2
apresentam um risco aumentado de desenvolver carcinoma de paratireoide e,

nesse caso, 0 diagnostico genético precoce seria de grande valia na decisao
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terapéutica, prognéstico e aconselhamento genético desses pacientes. Além do
mais, a precisdo do estudo genético permite um rastreamento mais facil e
seguro das familias dos pacientes afetados, pois propicia a identificacdo e o
tratamento precoce dos membros afetados, evitando, assim, exames

desnecessarios nos familiares sem a alteracéo genética no gene HRPT2.

2.4 GENE CICLINA D1

O ciclo celular € um processo complexo, organizado e que visa assegurar que
a divisdo da célula ocorra apenas ap0s replicacdo completa e precisa do DNA.
Séo identificadas quatro fases no ciclo celular ativo, conhecidas como G1 (gap
1), S (sintese), G2 (gap 2) e M (mitose), (Gillett & Barnes, 1998). Ha ainda a
fase GO, que corresponde a fase em que células estao quiescentes. A divisao
celular é controlada pelo ambiente extracelular e por um sistema de controle

intrinseco da célula (Gillett & Barnes, 1998).

Foram reconhecidos até agora dois momentos especificos do ciclo celular,
denominados “pontos de controle ou checkpoints”: um na transigdo G1-S e
outro na transicdo G2-M. Esses pontos representam paradas, nas quais €
permitido a célula certificar-se ndo s6 da sua integridade, mas, também, se as
condicbes do microambiente encontram-se favoraveis a sua sobrevivéncia
(Hartwell & Kastan, 1994). As principais classes de proteinas reguladoras do
ciclo celular conhecidas sdo as quinases dependente de ciclinas (CDKSs),
ciclinas e inibidores de CDKs (CKIs). Todas essas proteinas regulam o transito

da célula pelo ciclo, controlando ndo sO a velocidade da proliferacdo, como,
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também, checando sua integridade antes da duplicacdo (Gillett & Barnes,
1998). A partir da acdo coordenada dessas classes de proteinas, da-se a
progresséao do ciclo celular. A associagéo das diferentes CDKs as suas ciclinas
especificas, formando os complexos ciclina/CDK, determina a passagem pelas

fases sucessivas (Hartwell & Kastan, 1994).

A ciclina D1 é uma proteina regulatéria chave do checkpoint G1-S, pois inibe o
ciclo de divisdo celular e induz a apoptose das células (Hartwell & Kastan,
1994). Ela forma complexos com cdk4 ou cdk6é e € responsavel pela
fosforilacdo da proteina do retinoblastoma (pRb), resultando a liberacdo dos
fatores de transcricdo E2F que permitem a entrada das células na fase S

(Hunter & Pines, 1994; Sherr, 1996).

O gene da ciclina D1 (CCND1) esta localizado no cromossomo 11913 e é
expresso na transicdo G1-S do ciclo celular. Alteracbes no gene CCND1
podem afetar diretamente a regulacdo da proliferacdo celular e, portanto,
aumentar a susceptibilidade ao cancer. Frequentemente G1-S esta alterado em
tumores humanos. A ativacdo e superexpressdo do gene CCND1 foram
demonstradas em uma variedade de tumores, como cancer de mama, cabeca
e pescoco, laringe, pulméo, além de adenomas e carcinomas da paratireoide

(Arnold et al., 1991; Nakahara et al., 2000; Arnold et al., 2002).

A atividade da ciclina D1 pode ser inibida por varios genes supressores de
tumor, incluindo as proteinas pl6 (gene CDKN2A - inibidor de ciclina

dependente de quinase 2A), p2l1 (gene WAF1/CIP1- inibidor de ciclina
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dependente de quinaser 1A), p27 (gene KIP1- inibidor de ciclina dependente de
quinase 1B), (Namazie et al., 2002), e a parafiboromina (gene HRPT2)

(Woodard et al., 2005).

O efeito inibitério da parafibromina, na expressédo da ciclina D1, pode ter sido
perdido em consequéncia da inativacdo bialélica de HRPT2 e, em certos
tecidos susceptiveis, como a paratireoide, a desinibicdo da ciclina D1 poderia
dar inicio ao processo de transformacdo neoplasica (Arnold et al., 2002).
Woodard et al. (2005) afirmam que ainda ndo esta claro se os efeitos inibitorios

sobre a ciclina D1 resultam de uma agéo direta ou indireta da parafibromina.

A ideia deste trabalho surgiu depois que um estudo demonstrou alteracdes
genéticas do gene HRPT2 em um FO esporadico (Pimenta et al., 2006). Pelo
exposto, anteriormente, na revisdo de literatura, formulou-se a hipétese de que
alteracdes similares no gene HRPT2 poderiam ser vistas tanto na DF como no
OS, uma vez que essas sao lesbes 6sseo-relacionadas. Este estudo avaliou e
comparou a transcricdo do gene HRPT2 e a expressdo de sua proteina
parafiboromina, ademais de avaliar se a expressdao do gene da ciclina D1
poderia ser regulada pelo gene HRPT2 nessas lesbes. Estudos dessa
natureza, além de contribuirem para a compreensdo da patogénese, podem
ajudar na definicdo de marcadores uteis no seu diagnostico diferencial, além de

uma melhor caracterizacdo molecular dessas doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar molecularmente os genes HRPT2 e Ciclina D1 nos osteossarcomas,

nos fibromas ossificantes e nas displasias fibrosas dos maxilares.

3.2 Objetivos Especificos

Investigar a presenca de perda de heterozigosidade (LOH) do gene
HRPT2 e mutacédo nos transcritos deste gene, na DF, no FO e no OS,
verificando o seu possivel impacto na transcricdo do gene ou na
expressao da proteina;

Investigar os niveis de transcricdo de mRNA dos genes HRPT2 e Ciclina
D1 na DF, no FO e no OS;

Investigar a possivel associacdo entre a expressdo da proteina
parafiboromina e a transcricdo do gene HRPT2 com a transcricdo e

expressao da proteina do gene CCND1/ciclina D1.
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4.1 Fluxograma
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O fluxograma abaixo representa as etapas técnicas realizadas neste trabalho:

Figura 1. Esquema das técnicas realizadas neste estudo.
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4.2 Procedimentos éticos

O estudo foi submetido & apreciacédo e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG (Parecer ETIC
0380.0.203.000.09) em anexo. Termos de consentimento livre e esclarecido
foram obtidos dos pacientes que concordaram em participar do estudo

(APENDICE 1).

4.3 Casuistica

A amostra estudada consistiu em um total de 43 lesdes, sendo 15 displasias
fibrosas, 19 fibromas ossificantes e 9 osteossarcoma. As amostras foram
obtidas dos arquivos da UFMG e do Centro Clinico de Cabeza y Cuello,

Guatemala.

Tecido fresco:

O tecido fresco foi coletado na clinica de Semiologia e Patologia Bucal, da
Faculdade de Odontologia da UFMG, no periodo de agosto de 2008 a julho de
2011 (casos 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 e 20).
Esse servico atende a pacientes provenientes do Sistema Unico de Salde

(SUS). O material foi obtido durante os procedimentos cirirgicos necessarios
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para o diagnéstico da doenca. Foi coletado um fragmento de aproximadamente
5mm* o que ndo comprometia o exame histopatolégico da leséo. Este material
foi fragmentado e acondicionado em criotubos, contendo as solugbes de RNA
later® e também de Tissue-Tek (Sakura Finetek, CA, USA), sendo ambos
armazenados a -80°C. Além disso, um fragmento adicional coletado foi fixado
em formol tamponado a 10%, processado e incluido em parafina para ser

usado neste estudo.

Blocos de parafina:

Foram recuperados do arquivo histopatolégico do Laboratério de Patologia
Bucomaxilofacial, da Faculdade de Odontologia da UFMG, blocos de parafina
de 9 fibromas ossificantes (casos 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 e 38) e 9
displasias fibrosa (casos 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e 29) selecionados entre
os anos de 1980 e 2010. E provenientes do laboratério, do Centro Clinico de
Cabeza y Cuello, coordenado pelo Dr. Roman Carlos, foram incluidos 7 casos
de osteossarcoma (casos 19, 20,39,40,41,42 e 43). Foram incluidos neste
estudo somente os blocos com material suficiente para as analises propostas e

gue apresentaram tecido com morfologia preservada.

4.4 Critérios de elegibilidade e exclusdo para o estudo

Os critérios de elegibilidade para inclusdo de casos no estudo foram os

pacientes que tiveram o diagnostico clinico, radiografico e histopatoldgico de
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uma das lesdes estudadas, podendo a manifestacdo da doenca ser de forma

primitiva ou recidiva.

No decorrer da analise dos prontuarios dos pacientes, observou-se que, apesar
de ter sido mencionado que o paciente tinha diagndstico clinico e radiogréafico
da leséo a ser estudada, alguns dados considerados fundamentais para o
estudo ndo estavam descritos detalhadamente e, por isso, esses casos foram

excluidos do estudo.

Em relagéo aos blocos de parafina estudados, foram observadas previamente
as condicbes adequadas de descalcificacdo do tecido ésseo orientadas por
meio da ficha de histologia e, também, pelo corte corado em hematoxilina-
eosina na lamina; foi escolhido o bloco que havia maior quantidade de tecido

preservado dentro das condicfes citadas acima.

Ndo foram incluidos os individuos que, durante a coleta de tecido fresco,

tenham se recusado a participar do estudo.

4.5 Coleta de dados

As informacbes sobre os pacientes estudados foram obtidas por meio da
revisdo das fichas clinicas, das quais se extrairam os seguintes dados:

e |dade;

e Género;

e Localizacdo da lesdo (mandibula ou maxila);
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e Diagndstico histopatologico.

Os laudos histopatolégicos de todos os casos estudados foram revisados por
um patologista experiente, especialista em Patologia Bucal da Faculdade de

Odontologia da UFMG (Tabelal).



Tabela 1. Distribuicdo da amostra estudada.

Diagnéstico/ N L Origem do
Género Idade Localizagdo .

n da amostras material
Displasia Fibrosa (n=15)
Caso 01 Feminino 56 Maxila A fresco
Caso 02 Feminino 24 Mandibula A fresco
Caso 03 Masculino 14 Maxila A fresco
Caso 04 Feminino 14 Mandibula A fresco
Caso 05 Feminino 30 Maxila A fresco
Caso 06 Feminino 28 Maxila A fresco
Caso 21 Feminino 27 Maxila Em parafina
Caso 22 Masculino 7 Mandibula Em parafina
Caso 23 Masculino 37 Maxila Em parafina
Caso 24 Feminino 14 Maxila Em parafina
Caso 25 Feminino 36 Maxila Em parafina
Caso 26 Feminino ND Maxila Em parafina
Caso 27 Feminino 29 Maxila Em parafina
Caso 28 Feminino 36 Mandibula Em parafina
Caso 29 Feminino 21 Mandibula Em parafina
Fibroma Ossificante (n=19)
Caso 07 Feminino 30 Mandibula Afresco
Caso 08* Feminino 33 Mandibula Afresco
Caso 09 Feminino 58 Mandibula Afresco
Caso 10° Masculino 19 Mandibula Afresco
Caso 11° Masculino 15 Mandibula A fresco
Caso 12 Feminino 25 Mandibula Afresco
Caso 13 Feminino 28 Maxila A fresco
Caso 14 Feminino 30 Maxila Afresco
Caso 15 Feminino 49 Maxila A fresco
Caso 16 Feminino 70 Mandibula Afresco
Caso 30 Feminino 38 Mandibula Em parafina
Caso 31 Masculino 16 Mandibula Em parafina
Caso 32 Feminino 26 Mandibula Em parafina
Caso 33 Feminino 36 Maxila Em parafina
Caso 34 Feminino 28 Mandibula Em parafina
Caso 35 Feminino 43 Mandibula Em parafina
Caso 36 Feminino 21 Mandibula Em parafina
Caso 37 Masculino 11 Mandibula Em parafina
Caso 38 Masculino 17 Mandibula Em parafina
Osteossarcoma (n=9)
Caso 17 Feminino 34 Mandibula A fresco
Caso 18 Feminino 35 Mandibula A fresco
Caso 19 Feminino 15 Maxila Em parafina
Caso 20 Masculino 32 Mandibula Em parafina
Caso 39 Feminino 34 Mandibula Em parafina
Caso 40 Masculino 36 Maxila Em parafina
Caso 41 Feminino 42 Mandibula Em parafina
Caso 42 Masculino 21 Maxila Em parafina
Caso 43 Feminino 22 Maxila Em parafina

Caso 08*: recidiva do caso 07. ? Fibroma ossificante juvenil. >: HPT-TM
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4.6 Analise imunoistoquimica

As amostras que apresentavam quantidade suficiente de material foram
selecionadas para realizagdo da técnica imunoistoquimica dos anticorpos
parafibromina e ciclina D1. A expressao da parafibromina foi avaliada utilizando
o anticorpo  monoclonal murino o qual se liga no peptideo
RRPDRKDLLGYLNC, correspondendo a posicdo do aminoacido 87-100 da
proteina parafibromina, codificada pelo exon 3 do gene HRPT2. O estudo
imunoistoquimico foi realizado em 41 amostras. Nos casos 2 e 16 né&o foi

possivel realizar tal estudo.

Foram feitos cortes de 5um de tecido fixado em formol e incluido em parafina.
Os cortes foram desparafinizados em banhos de xilol e re-hidratados em agua,
apos banhos em alcool. A recuperacdo antigénica foi realizada, utilizando-se
solucdo tampao de acido citrico (pH 6.0, 10mmol/L) em microondas de 750W
por 90 segundos para pré-aquecimento e, logo em seguida, deixado na panela
a vapor a 96°C por 30 minutos (Tabela 2). Apés resfriamento em temperatura
ambiente (TA) por aproximadamente 30 minutos, realizou-se o bloqueio da
peroxidase enddégena com peroxido de hidrogénio PA 20 volumes durante 10
minutos. Os cortes foram entdo lavados em agua destilada e colocados em
solucéo tampéo de Tris-HCI. Em seguida, os cortes foram incubados com os
anticorpos primarios previamente diluidos por 30 minutos, sendo que durante
este periodo as laminas foram agitadas em um agitador mecéanico para

completo espalhamento do anticorpo.
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Tabela 2. Anticorpos utilizados para imunoistoquimica, com respectivas

diluicdes, solucdes de recuperacdo antigénica e controles positivos utilizados.

Anticorpo Codigo Fabricante Clone Diluicdo Recuperacdo Controle
antigénica positivo
Parafibromina sc- Santa cruz Monoclonal  1:200 Acido citrico  Hiperplasia
33638 pH 6.0 paratireoide

Ciclina D1 DCS-6 DAKO Policlonal 1:100 Acido citrico Carcinoma

pH 6.0 escamoso

Apos enxague com Tris-HCI, os cortes foram entdo cobertos com reagente
amplificador de sinal (DAKO EnVision Visualization Systems Corporation,
Carpinteria, CA, USA, catalogo K4061) durante 30 minutos em um agitador
mecanico. Novamente os cortes foram enxaguados em Tris-HCI e finalmente
incubados com solucdo diaminobenzidina como cromdogeno-substrato (DAB-
DAKO EnVision Visualization Systems, Sigma, St Louis, MO, USA) por 5

minutos.

Apoés a incubacdo, com diaminobenzidina como cromdgeno, os cortes foram
rigorosamente enxaguados em agua destilada, contra-corados com

hematoxilina de Mayer, durante 90 segundos, e montados em entelan.

Para cada anticorpo foram incluidos na mesma bateria um controle positivo
(Tabela 2) e um controle negativo, em que o anticorpo primario foi omitido. As
amostras de controle positivo (hiperplasia de paratireoide) utilizadas neste

estudo foram as mesmas usadas por Pimenta et al. (2006).
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A imuno-marcacdo foi avaliada utilizando-se microscopia Optica de luz
(aumento 400x). Inicialmente foi realizada uma avaliacdo qualitativa de todos
0s casos. Em seguida, foram realizadas a contagem de todos os nucleos
positivos, de maneira independente dessa mesma intensidade, em 6 campos
no aumento de 400x, utilizando um microscoépio acoplado a uma camera Canon
PC 1200 (China) e a um computador com o software AxionVision 40V 4.7.1.0
(Alemanha). A andlise de todas as imagens capturadas foi feita com a ajuda do
programa software Image Tool for Windows versédo 3.0 (EUA). A reatividade
imunoistoquimica para o anticorpo parafibromina e ciclina D1 foi calculada de
acordo com a porcentagem de células positivas (0 a 100%) em relacdo ao total
de células capturadas. Para isso, levou-se em consideracdo a presenca de

marcacgao nuclear, de maneira independente dessa mesma intensidade.

4.7 Anélise molecular

4.7.1 Extracao do RNA

O RNA total das amostras (casos 1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
17 e 18) foi extraido utilizando o reagente trizol (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. De forma
sucinta, o tecido foi macerado dentro de um gral com a ajuda de um pistilo,
desinfetado e livre de RNA, até formar um po. O tecido macerado foi transferido
para um eppendorf de 1,5ml, contendo 250ul de trizol, homogenizado com o

uso de um Tissue Grinder (motor de baixa rotacéo- Pestle Grinder System 03-
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392-106) e transportado para a capela, na qual foram acrescentados 750ul de
trizol, a fim de completar um volume final de 1000ul. Em seguida, o tecido foi
centrifugado durante 10 minutos, a 4°C com uma rotacéo de 1200g. Observou-
se a formacdo de um pellet composto de membrana extracelular,
polissacarideos e DNA de alto peso molecular. A solugdo homogénea
sobrenadante foi transferida a outro eppendorf de 1,5ml, na qual foi se
acrescentada 200ul de cloroférmio. O material foi, entdo, homogeneizado
vigorosamente por 15 segundos, incubado em TA por 3 minutos e centrifugado
durante 15 minutos em uma temperatura de 4°C com uma rotacdo de 1200g. A
mistura separou-se em trés fases: uma transparente (60%) contendo RNA e
outras duas, interfase e vermelho contendo proteina e DNA. A fase RNA-
transparente foi transferida para outro eppendorf de 1,5ml e acrescentou-se
500ul de alcool isopropilico. A solugdo foi, entdo, homogeneizada
vigorosamente e incubada em TA durante 10 minutos e centrifugada durante
10 minutos a uma temperatura de 4°C com uma rotacdo de 1200g, até formar
um pellet branco (RNA total). O sobrenadante foi descartado usando pipeta.
Acrescentou-se 1 ml de alcool etilico 75% ao pellet e centrifugou-se durante 5
minutos a uma temperatura de 4°C com uma rotacdo de 1200g. O
sobrenadante foi descartado, para que o pellet permanecesse ainda formado.
O pellet foi seco por cerca de 5 a 10 minutos em TA, até ficar transparente. Ao
final, o pellet foi ressuspenso em H,O Depc, utilizando-se de 15 a 20ul
dependendo do tamanho do pellet. A amostra foi, entdo, quantificada em

espectofotbmetro para realizacdo da sintese de cDNA.



68

4.7.2 Tratamento do RNA com DNAse e transcricao reversa do RNA

(sintese do cDNA)

O RNA total das amostras (casos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
17 e 18) foi tratado com DNAse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), e 1,5ug de RNA total extraido de cada amostra foi utilizado para a
reacao de transcricdo reversa de acordo com as recomendacdes do fabricante
(Kit Superscript first-strand synthesis system - Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). De forma breve, o tratamento com DNAse consistiu em
incubar os seguintes reagentes do Kit Superscript first-strand synthesis system
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA): 1ul tampéo, 1,5ug RNA, 1l
DNAse e H,O Depc (10l g.s.p.) seguido de incubacdo em TA durante 15
minutos. Em seguida, foi acrescentado 1l de EDTA e a mistura foi incubada a
65°C durante 10 minutos (volume final 11pl). Apés completar o ciclo, 0 RNA
tratado foi mantido no gelo até a préxima fase.

Para a transcricdo reversa do RNA tratado, foi preparado um MIX em um tubo
de eppendorf de 500ul, contendo 1ul de oligo dT + 1ul de dNTP, para cada
amostra estudada (Kit Superscript first-strand synthesis system - Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Aos 2ul de MIX preparado, para cada
amostra acrescentou-se 8ul de RNA tratado, resultando um volume final de
10pl, que foi incubado a 65°C durante 5 minutos. Em seguida, foi preparado
novo MIX, na seguinte ordem dos reagentes: 2ul de tampéo 10x RT, 4ul de
25mM MgCl,, 2ug de 0,1M DTT e 1pl de RNAse inhibition out, totalizando um
volume de 9ul. O MIX foi distribuido para cada amostra estudada e logo

incubado a uma temperatura de 42°C durante 2 minutos (volume final 19pl).
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Logo ap6s, foi adicionado 1ul SSII-RT e incubado a uma temperatura de 42°C
durante 50 minutos e 70°C durante 15 minutos (volume final 20pl); por fim, foi
adicionado a solucdo 1ul de RNAse H e incubado a uma temperatura de 37°C
durante 20 minutos (volume final 21ul). O cDNA foi diluido em 29ul de H,O

miliq para atingir um volume final de 50pl.

Ao final, a amostra foi quantificada em espectrofotometro (2uL de amostra

diluido em 98pL de H,O milig, propor¢éo 1:50).

4.7.3 PCR do cDNA do gene HRPT2 (reacdo em cadeia da polimerase —

DNA complementar)

Apds a transcricdo reversa, o cDNA foi utilizado como template para
amplificacdo do transcrito humano do gene HRPT2 por meio da técnica de
PCR (casos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17 e 18). Utilizaram-
se os 3 pares de primers flanqueando as regides de exon 1 ao 17, como

descritos previamente (Sarquis et al., 2008) (figura 2 e tabela 3).
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Primer1
613pb Primer2
693pb

Primer 3
797pb

Figura 2. Esquema de primers utilizados no PCR do gene HRPT2 dos exons 1

ao 17.

Tabela 3. Sequéncia de primers utilizados no PCR do gene HRPT2 dos exons

laol7.
Regido HRPT2 Sequéncia de primers

flanqueada
Primer 1 Senso 5'-GCGACAAGAGAAGAAGGAG-3
Exon1lao 7 Anti-senso 5-TCCACTGACATAGCTTCAGACAA-3'
Primer 2 Senso 5'-GTCAAACGAGCTGCAGATGA-3'

Exon 5ao 12 Anti-senso 5-CTTCTGATTTGGGGGAGGTC-3'

Primer 3 Senso 5-TTGACACTATGGGAACCTACCA-3'
Exon 10 ao 17 Anti-senso 5'-CCTTGAAGCACA AAGCATCA-3'

As reag0Oes de PCR foram realizadas, em uma capela de fluxo laminar, com um
volume final de 25uL contendo 10 pmol de cada primer, 0,5mM MgCI, (primer
1) a 0,75mM MgCI; (primer 2 e 3), 5mM dNTP mix, 2,5 x PCR tampéao e 0,25U
Tag Platinum DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen Life Technologies,

Foster City, CA, USA). Foram feitos trinta e cinco ciclos de amplificacao
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utilizando um termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, AG, Hamburg,
Germany), com 0 seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95°C por 10
minutos, 94°C por 40 segundos, 58°C por 40 segundos, 72°C por 90 segundos
e extensao final a 72°C durante 15 minutos. O cDNA da B-actina foi amplificado

conjuntamente e utilizado como controle para qualidade do cDNA.

Os produtos amplificados foram verificados pela eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% corado pela prata (figuras 3, 4 e 5). Como controle
negativo, realizou-se a reagao com auséncia de DNA. Amostras de mucosas
normais foram selecionadas para o controle positivo. Estes controles foram

utilizados em todos os experimentos.

100 pb

600 pb —> - \ ' ;

500 pb —>» :N L;bL__.__.__,__.,__..——-eGpr
-

PPM Caso1 Caso7 Caso8 Caso9 Caso 10® Caso 11° Caso2 Caso12 Caso13 MN

Figura 3. Gel de poliacrilamida a 10% com os produtos de amplificacéo
do fragmento do primer 1 (exon 1-7) de 613 pb do gene HRPT2.PPM: padréo

de peso molecular. MN: mucosa normal (controle positivo). pb: pares de base.
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Figura 4. Gel de poliacrilamida a 10% com os produtos de amplificagao
do fragmento do primer 2 (exon 5-12) de 693 pb do gene HRPT2. PPM: padréo

de peso molecular. MN: mucosa normal (controle positivo). pb: pares de base.

100 pb
\—qﬂ. j .

Mope = = 4 ~L’J¥-—l—-‘&-—4 bt ) fu +— 797 pb
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— — .

PPM Caso1 Caso7 Caso8 Caso9 Caso10® Caso11® Caso2 Caso12 Caso13 MN

Figura 5. Gel de poliacrilamida a 10% com os produtos de amplificagao
do fragmento do primer 3 (exon 10-17) de 797 pb do gene HRPT2. PPM:
padrdo de peso molecular. MN: mucosa normal (controle positivo). pb: pares de

base.
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4.7.4 Sequenciamento direto do cDNA

Os produtos de PCR foram diluidos e purificados do gel de agarose 3%,
utilizando o GFX PCR DNA e o Kit de purificacdo Gel Band (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) de acordo com as especificacbes do fabricante e,
somente depois, submetidos a reacdo de sequenciamento (casos 1, 2, 3, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 17 e 18). Cada reacao para sequenciamento consistiu de
um volume final de 20pl, por adicdo de 2ul de Big DyeTM, 3ul de tampéo, 1ul

do primer diluido (1:5,25) e 400ng de produto de PCR.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram precipitados de acordo com
protocolo utilizado por Diniz et al. (2011) e sequenciados no ABI PRISM 310

Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As sequéncias foram comparadas com a sequéncia do transcrito RNA do gene
HRPT2 (APENDICE 2). O nimero de acesso NM_024529.3, do GenBank, foi
usado como referéncia para a conferir a sequéncia do transcrito RNA do gene
HRPT2 (nucleotideo +1 corresponde ao A do ATG-codon de iniciacdo da

transcricao).
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4.7.5 Quantificacdo da transcricao génica por meio de PCR quantitativo

em Tempo Real (qPCR-Tempo Real)

O PCR guantitativo em Tempo Real é empregado para inferir a quantidade
inicial de um determinado produto por meio do comportamento da cinética de
amplificagdo. Essa analise ocorre por meio da deteccdo de um sinal
fluorescente a cada ciclo de amplificacdo, sendo coletadas informagdes a cada
ciclo. Para essa analise, é estabelecido um limiar de deteccao (Threshold), que
consiste em um ponto de referéncia, na qual todas as amostras possuem a

mesma intensidade fluorescente.

As reacgOes de PCR quantitativo em Tempo Real, para avaliagcado da transcricao
do RNA dos genes HRPT2 e Ciclina D1, foram realizadas no aparelho Applied
Biosystems Step One Real-Time PCR Systems 48-well plate (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Foram incluidas 6 amostras de displasia
fibrosa, 9 amostras de fiboroma ossificante (sendo um fibroma ossificante juvenil
e outra pertencente a sindrome HPT-TM) e 2 amostras de osteossarcoma.
Sete fragmentos de o0ssos normais, coletados durante acerto O0sseo de
exodontia, foram incluidos para servirem de grupo controle. Os primers
utilizados estdo descritos na tabela 4 e foram desenhados utilizando-se o
programa Software Primer Express v 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA).
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Tabela 4. Sequéncia de primers utilizados no qPCR do gene HRPT2 e

do gene Ciclina D1.

gPCR Sequéncia de primers Amplicon
Gene HRPT2 Senso 5- GCCAACCCAGAGAGTACTACACATT-3"
Exon 2 ao 3 Anti-senso 5'- GATCAGGTCTTCTAACCACAGGAATAT-3' 125 pb
Gene CiclinaD1 Senso 5 TGA GGA GCC CCA ACA ACT T-3' 116 pb
Exon 3 ao 4 Anti-senso 5" CAG CAG GGC TTC GAT CTG-3'

Para andlise da expressao dos genes HRPT2 e Ciclina D1, foi utilizado o gene
B-actina como enddgeno. ApGs a selecdo do enddgeno, torna-se necessario
verificar a eficiéncia de amplificacdo do endégeno em relacédo ao gene alvo que
sera estudado. Para se obter a eficiéncia de amplificacdo, é utilizado o valor de
slope, que corresponde a inclinacao da reta passando por diferentes pontos de
diluicdo, sendo o valor ideal igual a -3,33, e o valor de R2, que deve ser
aproximadamente 0,99. O valor de eficiéncia ideal tem de variar entre 88 e
105%. Foram realizadas diluicbes seriadas de uma solucdo de estoque com
concentracdo conhecida, na qual se obtém uma série com 5 pontos, uma
diluicdo seriada 1:10 e a variacdo de Ct (Threshold cycle) esperada de 3,3. As
reacoes foram realizadas em um volume total de 20uL, contendo 150ng de
cDNA, 0,25uM de cada par de primer e 1x de SYBR Green. As condi¢Oes de
amplificacédo utilizadas foram 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de
95°C 15 segundos e 59°C por 1 minuto.

O teste de eficiéncia (Eff%) foi realizado para verificar a expressdo do gene

endogeno B-actina e do gene alvo ciclina D1, em diluicbes seriadas na relacéo
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1:10, em amostra de carcinoma de células escamosas. A eficiéncia entre o
enddgeno e o gene alvo mostrou-se préximo a 100%, revelando a melhor

dindmica de amplificacédo e capacidade total dos primers (Figura 6).

Curva Padrao

gene clcling OF

Cr
J
(]

gene B-actina

00 o ar 02 1 } 345 0 0% 0 20 1000 1000

Quantidade

Gene alvo Shope Y-nker R2: Ef%
f-actina 2,969 30451 0977 117.166
cicling D1 3,439 27 007 0.935 Q3 463

Figura 6. Eficiéncia de amplificacdo de aproximadamente 100% do gene

enddgeno B-actina e do gene alvo ciclina D1 com diluices seriadas (1:10).

Realizou-se também o teste de eficiéncia (Eff%) para verificar a expressao do

enddgeno B-actina e do gene alvo HRPT2, em diluicdes seriadas na relagédo
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1:10, em amostra de mucosa normal. A eficiéncia entre o enddégeno e o gene

alvo mostrou-se proximo a 100%, revelando a melhor dindmica de amplificacédo

e capacidade total dos primers (Figura 7).

Cr

gene Factina

Curva Padréao

gene HRFT2

o0 20 oo 100

' Quantidade
Gene alvo Shope Y-nker RZ: Ef%
B-actina -3.428 31338 0.2998 96021
HRPT2 -2.6944 389029 0.932 138.907

Figura 7. Eficiéncia de amplificacdo de aproximadamente 100% do gene

enddgeno B-actina e do gene alvo HRPT2 com dilui¢cdes seriadas (1:10).
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Para o calculo da quantificacao relativa do nivel de expressao, foi utilizado o
método do 2! (Livak & Schmittgen, 2001). O método do 224! ou método
comparativo de Ct (Threshould cycle) é uma equacdo matematica, na qual as
mudancgas na expressao génica sao calculadas baseadas nas diferencas entre
as amostras calibradoras e as experimentais, normalizadas por uma referéncia.
Vale destacar que o valor inferido a ACt equivale a diferenca entre o valor da
média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do gene normalizador.
Ja o calculo da férmula AACt envolve a subtracdo entre o valor de ACt para
cada amostra experimental e o valor de ACt para as amostras calibradoras.
Neste estudo um pool de amostras de mucosa normal foi usado como

amostras calibradoras.

Todas as reacdes foram realizadas em duplicatas e a média obtida foi utilizada

para obtencéo do resultado final.

4.7.6 Extracao de DNA a partir de tecido fresco

O DNA de 5 amostras de displasia fibrosa (casos 1, 3, 4, 5, e 6), de 6 fibromas
ossificantes (casos 9, 10, 11, 14, 15 e 16) foi extraido utilizando-se o reagente
Tri-Phasis Reagent (BioAgency) e um tampao de extragdo composto por
Tiocianato de Guanidina 4M, citrato de sédio 50mM e TRIS 1M pH 8,0,
seguindo as recomedactes do fabricante. Foram adicionados 500 uL desse
tampdao de extracdo para cada 1mL de trizol utilizado durante a extracao inicial
do RNA. O protocolo consistiu em homogeneizar a cada 5 minutos e incubar

durante 20 minutos em temperatura ambiente a amostra. Apos isso, esta foi
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centrifugada durante 20 minutos a 15.200g (Centrifuga 5415 D). O
sobrenadante, que contém o DNA, foi transferido para um novo eppendorf de
1,5ml e foi acrescentado 1luL de glicogénio (20mg/mL) para ajudar na
precipitacdo do DNA. Apos centrifugacao, o precipitado de DNA foi lavado com
isopropanol (100%) e a amostra foi incubada por 20 minutos em temperatura
ambiente. Entado, foi realizada uma nova centrifugacado durante 30 minutos a
12.800 rpm em temperatura ambiente. Logo apds, o sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e adiconou-se 1mL de etanol (70%) gelado
seguido de sua mistura por meio de inversdo. Em seguida, centrifugou-se
durante 15 min a 15.200g para sedimentacdo do DNA. O sobrenadante foi
descartado, e o DNA ficou secando em temperatura ambiente. O DNA foi
ressuspenso em 25uL de agua e armazenado a -20°C. Resultados falsos
negativos do DNA foram avaliados por meio da amplificacdo do fragmento do
gene endégeno B-globina uitlizando 0s primers 5'-
CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ e 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3. As
condicbes de amplificacéo foram as seguintes: 94°C por 2 minutos seguido de
35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por 30

segundos e extensao final por 7 minutos.

4.7.7 Extracao de DNA a partir de material parafinado

O DNA das amostras de fibroma ossificante (caso 08* e caso 13) e
osteossarcoma (caso 18, caso 19 e caso 20) tiveram seu DNA extraido a partir

de material parafinado.
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As laminas histolégicas provenientes das bidpsias das lesdes, descritas
anteriormente, foram analisadas por dois patologistas para determinar e limitar
o tecido tumoral do tecido normal. Posteriormente a essa andlise, foi feita a
microdissec¢cdo manual dessas amostras, extraindo-se separadamente o DNA
do tecido tumoral do tecido normal dos espécimes. A extracdo do DNA foi
realizada através do kit Dneasy Tissue Kit QIAGEN® de acordo com o

protocolo do fabricante.

4.7.8 Analise de Perda de Heterozigosidade (LOH)

A perda de heterozigosidade (LOH) é um evento que busca mudancas na
dosagem de um alelo génico em um locus especifico em relacdo a outro alelo.
Essa mudanca na dosagem pode ser causada por mutacdo de delecdo, ou
perda de um cromossomo, resultando uma hemizigosidade anormal (van
Houten et al., 2000). A LOH pode ser detectada quando um marcador
polimérfico para um locus se apresenta monomorfico, porque um dos alelos se

encontra deletado no tumor.

Os marcadores de microssatélites selecionados foram amplificados pela reagéo
de cadeia da polimerase (PCR). Cada marcador microssatélite foi amplificado
pela PCR convencional com um par de oligonucleotideos (primers) especificos
marcados com os agentes fluorescentes, previamente descritos (Hunt et al.,
2005), como observado na tabela 5 a seguir: A figura 8 ilustra a posicéo fisica
dos marcadores D1S384 e D1S461 no brago curto do cromossomo 1 que

foram selecionados para este estudo e a sua distancia relativa ao gene HRPT2.



81

Tabela 5. Marcadores microssatélites

Produto de Gene

Marcadores Locus Sequéncia de primers _
PCR relacionado

D1S384 1925.3 F: CAT CAC ACT GGG GGT TAG G 149-245 pb HRPT2
R: GCC TTG TGA AGG TAT ATT GC
D1S461 1925.3 F. TTACTG CACTCCTGT CTG GG  234-246 pb HRPT2

R: TGG GCT ATC AGAAGC CTCTT

187Mb
188Mb
189Mb
190Mb
191Mb
192Mb
193Mb
194Mb
196Mb

D1S461 ~
D1S384 ~
HRPT2™

----- Telomero

Centromero -----

<

<
o

-

)

<
3

-

1p36.3 ——
1p36.2 —|
1p36.1
1p35
1p34
1p34.2
1p33
1p32
1p31
1p22
1p21
1p13
1p12
1911 —
1912 —,
1921
1922
1923
1924
1925
1931
1932
1941
1942 —

Figura 8. ldeograma do cromossomo 1. llustracdo daposicéo fisica dos
marcadores D1S384 e D1S461 e a distancia relativa ao gene HRPT2 (Figura

cedida por Diniz MG).
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Foram incluidas nesta analise 5 displasias fibrosas, 9 fiboromas ossificantes e 4
osteossarcomas. As reacdes de PCR foram realizadas em uma capela de
fluxo laminar, com um volume final de 15yuL, contendo 0,33uM de cada primer,
2,5mM MgCls, 0,25mM dNTP mix, 1,0 x PCR tampé&o e 0,6U Taq Platinum DNA
Polymerase Recombinant (Invitrogen Life Technologies, Foster City, CA, USA).
Foram feitos quarenta e cinco ciclos de amplificagdo, utilizando um
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, AG, Hamburg, Germany), com
0 seguinte programa: desnaturac&o inicial a 95°C por 10 minutos, 96°C por 10
segundos, 60°C por 30 segundos, 70°C por um minuto e extensao final a 72°C
durante 30 minutos. O gene B-globina foi utilizado como controle para
qualidade do DNA. Os produtos da PCR foram verificados por meio da
eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5%, corados pela prata. Apds a
eletroforese capilar, os produtos do sequenciamento foram analisados no
programa Sequencing Analysis 5.3.1 e os dados da LOH foram analisados no
programa Genescan software version 3.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA).
A LOH foi calculada a partir da relacao entre o alelo curto normal e alelo longo

normal dividido por alelo curto da leséo e alelo longo da lesdo na férmula (van

Houten et al. 2000):

Altura do alelo curto normal

Altura do alelo longo normal
LOH=

Altura do alelo curto dalesio

Altura do alelo longo da lesio
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LOH é determinada se um alelo for reduzido na amostra de tecido lesional,
quando comparado com o mesmo alelo do DNA normal. O critério de LOH
adotou os valores <0.66 ou >1.50 (van Houten et al., 2000). O tecido normal foi
analisado primeiramente para avaliar o status da amostra no que diz respeito
aos alelos individualmente. Quando um dos microssatélites apresentou na
amostra de tecido normal apenas um Unico pico, esse individuo foi considerado
homozigoto para o marcador em questdo e, portanto, n&o informativo.
Resultados duvidosos levaram a repeticdo ou exclusdo das amostras. Nao foi
realizada a correcdo dos fragmentos de amplicons que n&do foram
completamente amplificados (stutter) para o marcador D1S384, porque o
homozigoto n&o tinha stutter. Em relagdo ao marcador D1S461, nao foi
necessario fazer a correcao de stutter. Todos os casos estudados e as técnicas

utilizadas neste trabalho podem ser visualizadas no APENDICE 3.

4.7.9 Anélise Estatistica

Os testes estatisticos de Mann-Whitney, Correlacdo de Spearman e Teste
Exato de Fisher foram utilizados quando apropriados. Todas as analises
estatisticas foram feitas no programa BioEstat 4.0 e valores p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS
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5. Resultados

5.1 Descri¢cdo da amostra e resultados da expresséo imunoistoquimica

A amostra estudada consistiu em um total de 43 lesdes, sendo 15 displasias
fibrosas, 19 fiboromas ossificantes e 9 osteossarcomas (Tabela 1). A mediana
de idade dos pacientes com displasia fibrosa foi de 27,5 anos (07-56), sendo
12 individuos do género feminino e 3 individuos do género masculino, em
relagdo a localizagdo cinco casos estavam em mandibula e dez casos em
maxila. Em relagdo aos pacientes que apresentavam fibroma ossificante a
mediana de idade foi de 28 anos (11-70), sendo 14 do género feminino e 5 do
género masculino, 15 lesbes acometiam mandibula e 4 estavam localizadas na
maxila. No pacientes com diagnostico de osteossarcoma a mediana foi de 34
anos (15-42), seis casos do género feminino e 3 casos do género masculino,

dos quais 5 casos estavam em mandibula e 4 casos em maxila.

Os casos numerados de 1 a 20 sdo de amostras de tecido fresco, enquanto os

casos numerados de 21 a 43 s&o de tecido extraido de bloco de parafina.

Um total de 41 amostras foi selecionado para realizacdo da técnica
imunoistoquimica dos anticorpos parafiboromina e ciclina D1 (Tabela 6). Os

resultados globais da imunoistoquimica estédo dispostos no grafico 1.
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Gréfico 1. Grafico da porcentagem de células positivas para 0s
anticorpos parafibromina e ciclina D1 das 41 amostras estudadas. DF (displasia

fibrosa), FO (fibroma ossificante) e OS (osteossarcoma).

A imunomarcacao das proteinas parafiboromina e ciclina D1 foram observadas
exclusivamente nos nucleos das células tumorais. A maioria das amostras dos
3 grupos foram fortemente positivas para a parafibromina, contudo, algumas

amostras apresentaram também positividade para a ciclina D1 (Figura 9).
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Tabela 6. Resultados da expressao imunoistoquimica das proteinas

parafibromina e ciclina D1 em percentual de nlcleos positivos.

Ciclina D1
Amostras

Parafibromina

% positividade 11Q

% positividade 11Q

Displasia Fibrosa

Caso 01 0
Caso 02 ND
Caso 03 88
Caso 04 0
Caso 05 0
Caso 06 33,5
Caso 21 0
Caso 22 12
Caso 23 0
Caso 24 1
Caso 25 0
Caso 26 0
Caso 27 0
Caso 28 0
Caso 29 0
Fibroma Ossificante

Caso 07 0
Caso 08* 0
Caso 09 0
Caso 10° 0
Caso 11° 0
Caso 12 0,6
Caso 13 0,4
Caso 14 0
Caso 15 0
Caso 16 ND
Caso 30 0
Caso 31 0
Caso 32 0
Caso 33 0
Caso 34 0,08
Caso 35 0
Caso 36 0
Caso 37 0
Caso 38 0
Osteossarcoma

Caso 17 0
Caso 18 0
Caso 19 0
Caso 20 0
Caso 39 0,34
Caso 40 0
Caso 41 32,40
Caso 42 0
Caso 43 0

85,73
ND
100
100

99
100
100

81,13

85,47
98,44
97,28
98,08
98,94
52,32
92,50

98,43
65,67
85,73
100
98.81
94,20
97,70
96,50
100
ND
97,27

96,59
94,04
95,13
93,82
93,64
97,20
96,14
98,45

89,56
100
93
86,50
93,82
92,69
90,72
96,39
89,05

ND: n&o disponivel; 1IQ: imunoistoquimica Caso 08*: recidiva do caso 07.  Fibroma ossificante juvenil. > HPT-TM



Figura 9. Padrao imunoistoquimico da parafiboromina e ciclina D1. A e B

(Displasia Fibrosa); C e D (Fibroma Ossificante) e E e F (Osteossarcoma). A, C
e E marcacao da parafibromina (aumento original x400); B, D e F marcacéao da
ciclina D1 (aumento original x400). Observar o padréo de expressao de ambas

as proteinas.



89

N&o foi observada diferenca estatistica entre a DF e FO e a DF e 0 OS quando
avaliada a expressao imunoistoquimica da proteina parafibromina (p>0,05;
teste de Mann-Whitney). No entanto, as lesbes de FO expressaram mais
parafibromina que os OS (p=0,037; teste de Mann Whitney).

Em relacdo a proteina ciclina D1, ndo se encontrou diferenca entre 0os grupos
DF, FO e OS (p>0,05; teste de Mann-Whitney). Além disso, ndo se observou
correlacdo entre a expressao da proteina parafibromina com a presenca da
proteina ciclina D1 (p>0,05; teste de Correlacdo de Spearman). Por fim, ndo
houve diferenca na expressdo imunoistoquimica da parafiboromina entre os
grupos positivos para ciclina D1 na imunoistoquimica e negativos para ciclina

D1 na imunoistoquimica (p>0,05; teste de Mann-Whitney).

5.2 Resultados da andlise da perda de heterozigosidade (LOH)

O critério utilizado para analise da LOH nos tumores estudados foram os
valores <0.66 ou > 1.50, com isso foram observados 11 lesdes com LOH: 3 de
5 amostras informativas de DF (caso 01, caso, 05 e caso 06), 6 de 9 amostras
informativas de FO (caso 08, caso 10, caso 11, caso 13, caso 14 e caso 15) e 2
de 2 amostras informativas de OS (caso 17 e caso 18), como observados na
tabela 7 e na figura 10. N&o foi possivel fazer a extracdo de DNA nos casos 02

e 12
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Tabela 7. Resultados da andlise de perda de heterozigosidade (LOH) na

regido 1925.3 do gene HRPT2 das amostras de tecido fresco.

Diagnéstico Marcador Microssatélite / Locus no cromosssomo 1
D1S384/ 1925.3 D1S461/ 1925.3

Displasia Fibrosa

Caso 01 ° mi

Caso 03 o i

Caso 04 o o

Caso 05 o .

Caso 06 o .

Fibroma Ossificante

Caso 07 o o
Caso 08* ° .
Caso 09 o o
Caso 10% o .
Caso 11° o o
Caso 13 o .
Caso 14 o .
Caso 15 o .
Caso 16 o o
Osteossarcoma

Caso 17 o °
Caso 18 . o
Caso 19 o o
Caso 20 o mi

Caso 08*: recidiva do caso 07.  Fibroma ossificante juvenil. ®: HPT-TM. e LOH (score <

0.66 ou > 1.50). oHeterozigoto. o Homozigoto.
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da perda de heterozigozidade (LOH) em

microssatélites da regido 1925.3 do gene HRPT2. Em A e B é demonstrado a

auséncia do segundo alelo do DNA tumoral quando comparado ao DNA normal

em amostra de recidiva de FO (caso 08*). Em C e D percebe-se a reducao do

pico correspondente ao segundo alelo do DNA tumoral quando comparado com

o DNA normal em amostras de DF. Em todos os casos a analise € positiva para

LOH (<0.66 ou >1.50). Em A e C: marcador D1S384. Em B e D: marcador

D1S461. *Alelos.
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5.3 Resultados do sequenciamento direto do cDNA

Apés a andlise dos resultados da LOH e do padrdo imunoistoquimico, a fim de
confirmar se 0 mMRNA de tais amostras apresentava mutacéo, realizou-se o
sequenciamento direto de todos os 17 exons do gene HRPT2.

A técnica de PCR foi realizada utilizando-se os 3 pares de primers flanqueando

as regides de exon 1 ao 17, descritos anteriormente na tabela 2.

O fibroma ossificante (caso 07) e a sua recidiva (caso 08) apresentaram
delecdo c.70delG no exon 1 (Figura 11), o que causou um stop codon, ou seja
uma parada prematura, gerando uma proteina truncada, no cédon 25 (Tabela
8). Além desta, foi vista uma extensa delecdo c 1245del
GGGCACTGCAATTAGTGTTACAGTACCTTATAGAGTAGTAGACCAGCCCCT
TAAACTTATGCCTCAAGACTGGGA nos exons 14 e 15 do gene HRPT2 nesta
mesma amostra primaria (caso 07). Interessantemente, estas amostras
apresentaram positividade imunoistoquimica, para parafioromina, em 98% e

65% das células, respectivamente.
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A'/RVAYS

Primario Recidiva

Figura 11. Eletroferograma do fibroma ossificante primario (caso 07) e a
sua recidiva (caso 08) mostrando a delecdo c.70delG, no exon 1, do gene
HRPT2. A: tumor primario, B: recidiva. Seta indica o ponto de dele¢do do
nucleotideo G. Linha superior indica a sequéncia correta de nucleotideos (A:
adenina, T: timina, C: citosina, G: guanina e N: ndo é possivel distinguir o

nucleotideo).

Tabela 8. Traducédo do gene HRPT2 e a mutacdo non-sense encontrada

no FO (caso 07) e sua recidiva (caso 08).

Numero do codon 24 25 26

Nucleotideo Wt GAA GTG ATC
Mt AAG TGA

Aminoécido Wt  Glicina Valina Isoleucina

Mt Lisina Coddon de-parada

Legenda: Wt: selvagem, Mt: mutante
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5.4 Resultados da quantificacdo da transcricdao génica por meio de PCR

guantitativo em Tempo Real (QPCR)

Para completar a analise molecular do gene HRPT2 e ciclina D1 em nivel

transcricional, realizou-se o gPCR nas lesdes estudadas.

Os resultados da quantificacdo relativa do gene HRPT2 e ciclina D1 estéo

dispostos na tabela 9 e grafico 2.
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Tabela 9. Resultados da andlise de transcricAio do mRNA dos genes

ciclina D1 e HRPT2 das amostras de tecido fresco.

Diagnostico GeneciclinaDl  Gene HRPT2
(RQ) (RQ)
Displasia Fibrosa
Caso 01 7.246 0.706
Caso 02 9.881 3.085
Caso 03 6.223 0.324
Caso 04 ND 3.304
Caso 05 36.594 0
Caso 06 12.351 1.113
Fibroma Ossificante
Caso 07 47.954 7.366
Caso 08* 102.882 4.503
Caso 09 12.001 2.281
Caso 102 10.632 0.372
Caso 11b 91.392 2.627
Caso 12 10.794 2.428
Caso 13 3.905 2.384
Caso 14 11.890 1.198
Caso 15 23.729 7.056
Osteossarcoma
Caso 17 15.640 4912
Caso 18 4.973 0

RQ: valores da quantificacdo relativa; Caso 08*: recidiva do caso 07. ® Fibroma

ossificante juvenil. " HPT-TM ND: ndo disponivel
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Caso 08*: recidiva do caso 07. ® Fibroma ossificante juvenil. > HPT-TM

Gréfico 2. Grafico da quantificacdo relativa (RQ) dos genes HRPT2 e
ciclina D1. PCR quantitativo da transcricdo do mRNA do gene HRPT2 (barra
preta) e ciclina D1 (barra cinza) comparado com as mucosas normais (eixo X).
Displasia fibrosa (caso 01 ao 06), fiboroma ossificante (caso 07 ao 15) e

osteossarcoma (caso 17 e 18).

Dos sete fragmentos 6sseos normais incluidos neste estudo, dois expressaram
B-actina, mas ndo expressaram parafiboromina e ciclina D1. As outras cinco
amostras restantes foram excluidas da analise, pois apresentaram nas reacoes
de PCR-tempo real um valor de CT muito baixo e discrepante das demais
amostras.

Cem por cento (17/17) e 88,2% (15/17) das amostras estudadas apresentaram
maior expressao da ciclina D1 e HRPT2, respectivamente, que a mucosa
normal (grafico 2). Entretanto, o caso 05 (DF) e o caso 18 (OS) néo

apresentaram transcricdo de mRNA do gene HRPT2. Além disso, ndo foram



97

observadas diferencas estatisticamente significantes em nivel de transcricdo
dos genes HRPT2 e ciclina D1 entre os grupos DF, FO e OS (p>0,05; Mann-
Whitney). Foi observada uma correlacdo positiva entre a transcricdo do mRNA
do HRPT2 e da ciclina D1 quando feito o teste de Correlacdo de Spearman
(p=0,03, R=0,522). Nao foi observada uma correlacdo entre a expressao
imunoistoquimica destas proteinas com a transcricdo dos genes quando feito o
teste de Correlagdo de Spearman (p=0,8143).

Em relacdo a expressao de ciclina D1 e HRPT2 no gPCR entre as amostras
positivas para ciclina D1 na imunoistoquimica e negativas para ciclina D1 na
imunoistoquimica, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes (p>0,05; Mann-Whitney). Além disso, ndo foi encontrada
correlacdo entre a transcricdo de mRNA do HRPT2 e da ciclina D1 e a
expressdo imunoistoquimica de suas respectivas proteinas entre todos os
grupos estudados.

A LOH no locus HRPT2 ndo mostrou associacdo com a transcricdo da ciclina
D1, além disso, a quantificacdo relativa do mMRNA do gene HRPT2 nao foi
diferente no grupo de lesdes que apresentaram LOH comparado com o grupo
que nédo apresentou LOH (p>0,05).

Dois casos de DF (caso 01 e caso 03) e um caso de FOJ (caso 10)
expressaram niveis muito baixos de mMRNA HRPT2. Interessantemente, o caso
01 e o caso 10 mostraram LOH no locus 1g25.3 proximo ao gene HRPT2.
Contudo, estes casos apresentaram positividade imunoistoquimica para
parafibromina em 85% e 100%, respectivamente. Além disso, ndo mostraram

alteracdes na analise do sequenciamento do cDNA.
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6. DISCUSSAO
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6. Discussao

As lesbes de displasia fibrosa (DF), de fibroma ossificante (FO) e de
osteossarcoma (OS) sdo consideradas lesGes Osseo-relacionadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (2005). Em um estudo prévio, realizado no
laboratorio da Faculdade de Odontologia, da UFMG, pelos pesquisadores
Pimenta et al. (2006), foi feito o sequenciamento do gene HRPT2. Pimenta et
al. (2006) observaram uma mutagcdo ndo germinativa do DNA deste gene na
amostra primaria de fibroma ossificante do tipo esporadico estudada neste
trabalho (caso 07). N&o obstante, Sarquis et al. (2008), ndo observaram esta
mesma mutacdo em nivel de cDNA de adenoma de paratiredides Neste
trabalho, levantou-se a hipotese de que a DF e o OS poderiam também
apresentar alteracdes do gene HRPT2. Sendo assim, propds-se uma avaliagéo
do gene HRPT2 e sua proteina parafiboromina no intuito de caracterizar, por
meio das técnicas de biologia molecular (LOH, sequenciamento direto dos
transcritos mRNA, PCR quantitativo em tempo real e imunoistoquimica),
possiveis alteracfes que possam ter levado ao desenvolvimento destas
doencas.

Neste estudo foi investigada a possivel inativagdo do gene supressor de tumor
HRPT2 por meio da LOH. A LOH é definida quando 50% do pico
correspondente a um dos alelos do tumor sao perdidos, contudo, a literatura
mostra variacdes nos scores utilizados para definir a LOH (Zhou et al., 2004;
Hunt et al., 2005; Rao et al., 2005; Yip et al., 2008; Pan et al., 2010; van Houten
et al., 2010). Seis de nove (66%) casos de FO, 3/5 (60%) casos de DF e 2

(100%) casos de osteossarcoma apresentaram LOH no locus 1g25.3 do gene
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HRPT2. Este é o primeiro trabalho, até a presente data, a estudar LOH nas
lesdes 6sseo-relacionadas encontradas na cavidade oral. A LOH foi um evento
relativamente frequente nos casos estudados. Contudo, como nem todas as
amostras demonstraram alteracdes genéticas, esta ndo deve ser uma
ferramenta utilizada como método de diagnéstico diferencial. Adicionalmente,
este é o primeiro trabalho a estudar LOH do gene HRPT2 em FO da cavidade
oral.

A proteina parafibromina, codificada pelo gene HRPT2, tem a capacidade de
inibir o crescimento e a proliferacéo celular, além de induzir a parada do ciclo
celular na fase G1 (Farber et al., 2010), por meio da metilacdo da histona H3
durante a transcricdo, diminuindo assim a quantidade de ciclina D1 (Woodard
et al., 2005; Zhang et al., 2006). A presenca de mutacdes tanto germinativas
guanto somaticas no gene HRPT2 nos tumores de paratiredide esporadicos e
familiares reforca a idéia de que o gene HRPT2 é um gene supressor de tumor
(Howell et al., 2003; Shattuck et al., 2003; Bradley et al., 2006)

A parafibromina foi utilizada pela primeira vez por Tan et al. (2004) no
diagnéstico diferencial de carcinomas de paratiredide. Estes autores
observaram completa auséncia ou uma perda focal da expressao nuclear da
proteina parafiboromina na maioria dos casos de carcinoma de paratiredide,
demonstrando uma sensibilidade de 96% e uma especificidade de 99% deste
anticorpo. Diante destes achados, sugeriu-se, entdo, que a auséncia de
parafibromina poderia indicar mutagbes no gene HRPT2 (Tan et al., 2004; Gill
et al., 2006; Juhlin et al., 2007).

Mais de 68 tipos de mutacdes heterozigoticas germinativas ja foram descritas

nas familias com sindrome do hiperparatiroidismo (HPT-TM e HPFI), sendo
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que a grande maioria destas mutacdes resulta em uma proteina truncada ou
em uma forma inativa da parafiboromina (Cavaco et al., 2011; Newey et al.,
2009; Newey et al., 2010). Nao obstante, a presenca de imunoexpressado da
parafiboromina pode ser observada em alguns casos de carcinoma de
paratireoide, independentemente se ha ou ndo uma mutagcdo do gene HRPT2
(Juhlin et. al, 2007). Aproximadamente 30% dos casos de carcinoma de
paratireoide ndo apresentam mutacao deste gene (Zhang et al., 2006; Juhlin et
al., 2007). Neste trabalho, encontrou-se mutacdo em um caso de FO e na sua
recidiva, no entanto, estes tumores apresentaram expressao imunoistoquimica
da proteina parafibromina codificada pelo HRPT2. Este dado sugere que o FO
pode surgir devido a haploinsuficiéncia do gene HRPT2.

Um fato importante na interpretacdo imunoistoquimica da proteina
parafibromina é que parte das mutagcdes germinativas e somaticas ja
estabelecidas é do tipo missense ao invés dos tipos mais comuns nonsense e
frameshift (Newey et al., 2010). As mutacBes do tipo missense, em teoria,
produzem uma proteina de tamanho normal, porém nado funcional (Juhlin &
Ho66g et al.,, 2010). Esta proteina defeituosa poderia ser reconhecida pelo
anticorpo. Sendo assim, a imunoexpressdo da parafibromina, isoladamente,
como marcador de diagnostico € limitado e nao deveria substituir nenhum teste
geneético.

Neste estudo todas as amostras, exceto um DF e um OS, expressaram
transcritos mMRNA do gene HRPT2. Interessantemente, estas duas amostras
também mostraram LOH no locus 1g25.3 proximo ao gene HRPT2. Pimenta et

al. (2006) descreveram que somente o transcrito do tipo selvagem foi detectado

no FO, sugerindo que o alelo mutado néo foi transcrito, ou, se transcrito, 0s
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produtos de mMRNA eram altamente instaveis e seriam rapidamente
degradados. Howell et al. (2003) ndo conseguiram detectar transcritos de splice
aberrantes gerados por carcinomas de paratiredide esporadicos. Moon et al.
(2010) quantificaram os transcritos de mMRNA do gene HRPT2 na sindrome do
HPT-TM resultantes da anormalidades de splice (através da técnica de qPCR)
e encontraram que os mMRNAs eram instaveis e que a parafiboromina traduzida
deste mMRNAs eram truncadas e inativas, possivelmente degradadas de forma
rapida.

O oncogene ciclina D1 € um importante regulador das quinases (quinase
dependente de ciclina) que controla a progressédo das células durante o ciclo
celular (Motokura et al., 1991). A parafiboromina possui propriedades
antiproliferativas e habilidade de inibir a expressdo da proteina ciclina D1
(Arnold et al., 2002; Woodard et al., 2005; Yang et al., 2010) sugerindo assim,
um modelo para formacdo de neoplasias através da perda da funcdo da
proteina parafibromina. Neste trabalho, encontrou-se uma correlacdo positiva
entre os niveis de transcricdo do mRNA do HRPT2 e ciclina D1 apesar de nédo
ter sido identificada uma correlacdo entre a expressao imunoistoquimica das
proteinas parafiboromina e ciclina D1. Embora estes dados ndo estejam de
acordo com a possivel acéo inibitéria do HRPT2 sobre a ciclina D1, esta acao
pode ser indireta. Outros modelos experimentais podem ser utilizados para a
sua elucidacdo. Além disso, devemos lembrar que repressdo da traducéo
através de mecanismos epigenéticos como a acdo dos miRNAs pode também
colaborar para este fendmeno. O mecanismo molecular detalhado de como a

parafibromina regula a ciclina D1 continua obscuro (Yang et al., 2010).
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Os resultados sugerem que alteracdes moleculares no gene HRPT2 foram
encontradas nas lesdes Osseo-relacionadas estudadas e a expressdo da
proteina parafibromina nem sempre esta interligada as alteragées moleculares

do gene HRPT2.
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7. Conclusdes

e Apesar da mutacdo no gene HRPT2 ter sido encontrada somente em
alguns casos de fibroma ossificante, LOH neste gene é também
observada no fibroma ossificante juvenil, displasia fibrosa e
osteossarcoma.

e A mutacdo encontrada gerou uma proteina truncada, contudo este
evento ndo mostrou associacdo com o nivel de transcricdo dos genes
estudados.

e A presenca de mutacdo ou LOH ndo foi associada a alteracbes na
transcricdo do gene ou a expressao da proteina do gene HRPT2.

e Aumento da transcricdo do mRNA do gene HRPT2 esté correlacionado
com o aumento da transcricdo do gene CCND1/Ciclina D1, embora os

mecanismos relacionados a este evento sejam desconhecidos.
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O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
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o projeto de pesquisa intitulado "Analise molecular do gene HRPT2
em osteossarcoma e lesdes fibro-6sseas benignas" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apoés o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
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130

APENDICES



131

APENDICE 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “Analise molecular do gene
HRPT2 em osteossarcoma e lesdes fibro-osseas benignas”. Existem alteracdes genéticas
em outras lesdes semelhantes a esta e por isso iremos pesquisar se esta mesma alteracdo
pode ser encontrada na lesdo que vocé apresenta na boca. Para esse estudo, preciso coletar
um pedaco da lesdo que serd removida da sua boca e que nédo ira interferir em nada no
diagnéstico e na condugdo do seu caso. Todos os resultados serdo utilizados para fins de
pesquisa e ensino. Estamos a sua disposi¢éo 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 penalizagdo alguma ou
represalias e sem prejuizo ao seu cuidado. Garantimos o sigilo, assegurando assim a sua
privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos nesta pesquisa. Este estudo néo
oferecera riscos a sua saude,excluindo a possibilidade de indenizagdo e nem tera custos ou
ressarcimentos para vocé uma vez que a amostra sera coletada no momento que vocé
procurou o diagndstico da mesma. Esta pesquisa nos ajudard a entender melhor as causas
destas doencas e isso serd muito importante para que num futuro préximo possamos prevenir
0 seu desenvolvimento e melhorar o tratamento da doenca, além de ter a possibilidade de se
realizar uma conselhamento genético se for o caso.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informacgfes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas duavidas foram respondidas. Autorizo a utilizagdo de parte da lesdo que foi removida
através de bidpsia para conclusdo do diagnéstico, neste projeto de pesquisa, assim como a
utilizacdo dos dados para divulgacdo e ensino, respeitando sempre meu direito de ndo ser
identificado. Este formulério estad sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer
momento da pesquisa posso retirar este consentimento, sem quaisquer represélias ou prejuizo
ao meu cuidado.

LOCAL: DATA: / /
NOME DO PACIENTE NOME DO RESPONSAVEL
ASSINATURA DO PACIENTE ASSINATURA DO RESPONSAVEL
DOCUMENTO APRESENTADO: No.

Pesquisadores: Ricardo Santiago Gomez/ Ana Carolina de Mesquita Netto Rosales.

Telefone: (31) 34092477.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP). Em caso de
davida, vocé pode ligar para o COEP através do namero (31) 3409-4592.Av Antbénio Carlos,
6627. Unidade Administrativa I1-2° Andar. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG. 31270-901.
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

EXON 1

EXON 2 EXON 4 EXON 5
EXON 11 EXON 12 EXON 14

PRIMER 1 (1-7)

10

Isoforma Normal do Transcrito RNA do gene HRPT2

gctactgccce ctgctgctgt cgtaggcgag gacggctgtt agtgctgctg
gtcgcggegg cgaaggagga ggaggaagag ggcgaggcga caagagaaga
cgcggcggca gcggcecggcge cccgagcecgg cggaggcgag gggggggaag
tgcttagcgt cctgcgacag tacaacatcc agaagaagga gattgtggtg
aagtgatctt cggggagttc tcctggccca agaatgtgaa gaccaactat
ggactggaaa ggaaggccaa cccagagagt actacacatt ggattccatt
ttaataacgt gcacctttct catcctgttt atgtccgacg tgcagct

catcggcaag tatagacaga agcgctccct tagaaatagg tcttcagcga
tcaaacgagc tgcagatgaa gttttagcag aagcaaagaa accacgaatt

gtctttgt ctgaagctat gtcagtggaa
caatcaaagc caaaattatg gctaagaaaa gatctactat caagactgat
acataactgc ccttaaacag aggagttttg tggatgctga ggtagatgtg
ttgtcagcag agagagagta tggaggacac gaacaactat cttacaaagc

cggaaggctt caaaattgac actatgggaa cctaccatgg tatgacactg
cggagggtgc atctgcccgg aagactcaga ctcctgcagce ccagccagta
tttctcaagc aagacctccec ccaaatcaga agaaag|

tta aagccttcca tctgaagtat
gtctggatcc aaatgttcag aaatgggatg taacagtatt agaactcagc
gtcatttgga tagaccagtg ttcttacggt tttgggaaac attggacagg
agcataaatc gcacttgaga ttctgaatta tttggctcct ccatttctgg
tcaagcttta tgaatttatc aagaacttaa aaatgaagaa ggtcacagat
taagacctta tttgatgctt tgtgcttcaa ggagatgata cctgtcatcc
actttttggc ttacaactat ttttttaata ttagccttct agtctgtaat
tattttgata gaagtttttt ctccattggt taaattagca ttacttaaaa
tagaaaataa atgcaggtta taaatgtgtg tatatttaga gattataagg
catcttctga tttttcattg ctctataatt ctttttactg aaaatactat
gtattaaatt ttagtctctg gaacatccaa aaccaagcaa agggatgtga
tgaatcagaa tgtcaacttg tatgtacact atatctacac ttactcatta
ataatgaaaa atctagatca attcttcaat ttgattgaac tgttcagcct
tctttattta caaatgatta catttaaatg aatgtacatt cttctcactg
ttttgaaacc tagaatgatg tgtttctatc tgtaatatct ttccatttga
aaaacacaga ttaaaaccac aataggctgt agtatttttt attttgggag
atttggggga agaatatgta tcagccctat tgcagtataa ctttaagctc
tagtccactt ttgattgtaa tttttatggt ataggatttt gaatcttcta
gtcagtcttg gagttcttat cttccattat ccctaaatat tgataaactc
aagaaaacat ttgcttaatt gtctgaaaag aaacaagaga aaaacactgg
tctgtattca atatggtata aaatataaaa actatatttt aacttagtga
tatttctcta cttcagacaa aatgttgcat ccaaggtaca tcaagtgacc
aaccttgatt tcactttgtt tttttttttt ccttaaaggc aactaggaag
ctaaagtgtt tttgccattg gaatttttgc tgatcacagt

EXON 7

PRIMER 2 (5-12) PRIMER 3 (10-17)

ctgttggttc
aggaggcagg
atggcggacg
aagggagacg
gttgtttggg
ttatttctac

caa
tctactcaa

aaaattgctg
ctagatgatg
acccgagata
acaggaaag

aaatctgtaa
ccaagaccag

gatgaagttc
tatcacaaac
tacatggtaa
aaattgagac
tgatctttta
atataagcaa
ggaaattgta
tttgtttctt
ctctctgagce
gttatgaatg
ctattttgaa
tttaaaaaga
tttcaagatt
actttggtga
aaaaaatctc
ccagagtatg
cttttctctt
ttttaggctt
ccaggcacca
tatttttatg
aatattttac
atttgccttg
ctttactttc

EXON 16 EXON 17
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Diagnéstico/

Laudo codigo das Geénero Idade  Localizagdo Origem‘ do Sequenciamento  LOH  gPCR  Imuno
material
amostras

Displasia

Fibrosa
20651 Caso 01 Feminino 56 Maxila A fresco v v v v
19748 Caso 02 Feminino 24 Mandibula A fresco v } } v
12170 Caso 03 Masculino 14 Maxila A fresco v v v v
27138 Caso 04 Feminino 14 Mandibula A fresco - v v v
27191 Caso 05 Feminino 30 Maxila A fresco - v v v
27493 Caso 06 Feminino 28 Maxila Afresco - v v v
6625 Caso 21 Feminino 27 Maxila Em parafina - ) ) v
10630 Caso 22 Masculino 7 Mandibula Em parafina - } } v
13890 Caso 23 Masculino 37 Maxila Em parafina - } } v
17410 Caso 24 Feminino 14 Maxila Em parafina - } } v
17523 Caso 25 Feminino 36 Maxila Em parafina - } } v
19462 Caso 26 Feminino ND Maxila Em parafina - R R v
19544 Caso 27 Feminino 29 Maxila Em parafina - _ _ v
20997 Caso 28 Feminino 36 Mandibula Em parafina - _ _ v
21352 Caso 29 Feminino 21 Mandibula Em parafina - _ _ v

Fibroma

Ossificante
19747 Caso 07 Feminino 30 Mandibula A fresco v v v v
23328 Caso 08 Feminino 33 Mandibula A fresco v v v v
20651 Casa 09 Feminino 58 Mandibula A fresco v v v v
20527 Caso 10° Masculino 19 Mandibula A fresco v v v v
18400 Caso 11° Masculino 15 Mandibula A fresco v v v v
25763 Caso 12 Feminino 25 Mandibula A fresco v _ v v
25782 Caso 13 Eeminino 28 Maxila A fresco v v v v
26785 Caso 14 Feminino 30 Maxila A fresco 4 v v v
27431 Caso 15 Feminino 49 Maxila A fresco - v v v
28042 Caso 16 Feminino 70 Mandibula A fresco - v _ _
13250 Caso 30 Feminino 38 Mandibula Em parafina - ) ) v
13999 Caso 31 Masculino 16 Mandibula Em parafina - - - v
14089 Caso 32 Eeminino 26 Mandibula Em parafina - ) ) v
14459 Caso 33 Eeminino 36 Maxila Em parafina - ) ) v
15067 Caso 34 Eeminino 28 Mandibula Em parafina - ) ) B




134

17485

19147

19669

23046

21215

23898

05-145

06-260

85-035

89-453

93-400

05-268

07-578

Caso 35

Caso 36

Caso 37

Caso 38

Osteossarcoma
Caso 17

Caso 18

Caso 19

Caso 20

Caso 39

Caso 40

Caso 41

Caso 42

Caso 43

Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

43

21

34

35

15

21

34

36

42

21

Mandibula

Mandibula

Mandibula

Mandibula

Mandibula

Mandibula

Maxila

Mandibula

Mandibula

Maxila

Mandibula

Maxila

Maxila

Em parafina
Em parafina
Em parafina

Em parafina

A fresco

A fresco
Ema parafina
Em parafina
Em parafina
Em parafina
Em parafina
Em parafina

Em parafina

Disponivel

-nao disponivel

ND: ndo descrito



