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1.1 TUMORES ODONTOGENICOS EPITELIAIS

Os tumores odontogénicos eram classificados de acordo com suas
caracteristicas histologicas e origem embrionaria em: tumores odontogénicos
epiteliais, com ou sem ectomesénquima associados, e tumores de origem
ectomesenquimal (Pindborg, 1958; Kramer, Pindborg e Shear, 1992, Philipsen e
Reichart, 2002). Em 2005, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reclassificou os
tumores odontogénicos. De acordo com essa nova classificacédo (Barnes et al.,
2005), os tumores odontogénicos epiteliais dividem-se em:

1. Tumores com epitélio odontogénico e tecido conjuntivo maduro:
ameloblastoma, tumor odontogénico adenomatdide, tumor odontogénico epitelial
calcificante, tumor odontogénico escamoso;

2.  Tumores com epitélio odontogénico com ectomesénquima com ou sem
tecido duro: cisto odontogénico calcificante, fibroma ameloblastico, fibro-odontoma
ameloblastico dentre outros.

Os tumores odontogénicos epiteliais formam um grupo histogeneticamente
relacionado aos remanescentes do epitélio odontogénico, podendo-se incluir a
ldmina dentaria, 6érgdo do esmalte e bainha epitelial de Hertwing (Schafer et al.,
1998).

O ¢6rgédo do esmalte € uma estrutura epitelial derivada do ectoderma
responsavel por determinar: a forma da coroa; o inicio da formagdo da dentina;
estabilizar a juncdo dentogengival; formar o esmalte no desenvolvimento do germe
dentario (Smith,1998). Remanescentes da lamina dentaria permanecem dentro dos
0ssos maxilares apds a odontogénese, durante um periodo indeterminado da vida.

Devido a essa presenga prolongada pensava-se que alguns cistos e tumores
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odontogénicos originavam-se dos residuos dessas células no osso e tecido mole da
cavidade bucal (Melrose, 1999).

Os tumores odontogénicos epiteliais podem apresentar comportamento
agressivo como é o caso do ameloblastoma, tumor relativamente comum de
etiologia e patogénese desconhecidas, ou ter caracteristica hamartomatosa como é
o caso do tumor odontogénico adenomatdide (Kameyama et al, 1987; Reichart,
Philipsen e Sonner, 1995; Gardner, 1996; Bataineh, 2000).

O ameloblastoma €& o tumor odontogénico epitelial mais comum, originario
dos remanescentes epiteliais da odontogénese. Caracteriza-se por ser benigno,
mas localmente invasivo, com alto risco de recorréncia (Kramer, Pindborg e shear
1992; Melrose, 1999; Sciubba, Fantasia, Kahn, 2001).

Os ameloblastomas classificam-se de acordo com suas caracteristicas
clinicas e radiograficas, em: solidos ou multicisticos, unicisticos e periféricos
(Gardner, 1996; Waldron e el-Mofty, 1987). O tipo s6lido € o mais comum, 86% dos
casos, sendo também o mais agressivo. O tipo unicistico representa cerca de 13%
de todos os casos de ameloblastomas intra-0sseos. O periférico € o mais raro,
representando cerca de 1% dos tumores (Gardner, 1996).

Histologicamente, os ameloblastomas apresentam células colunares altas,
polaridade nuclear invertida, vacuolizagdo subnuclear, lembrando os ameloblastos
indiferenciados, e um tecido conjuntivo fibroso diferenciado (Gardner e Pecak, 1980;
Schafer et al., 1998; Philipsen e Reichart, 2002).

Segundo Kramer (1992), os ameloblastomas apresentam varios tipos
histologicos como: folicular, plexiforme, acantomatoso, células granulares, células

basais e desmoplasico.
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De acordo com Philipsen e Reichart (1999), o tumor odontogénico
adenomatdide (TOA) representa de 3% a 7% dos tumores odontogénicos. Esses
autores consideraram que, devido ao seu crescimento lento, ele se caracteriza mais
como um hamartoma do que como uma neoplasia verdadeira.

Os TOAs sao tumores assintomaticos, acometem principalmente individuos
jovens, localizando-se, na maioria das vezes, na regido anterior da maxila e podem
associar-se a um dente impactado (Damm et al., 1983).

O cisto odontogénico calcificante (COC) € uma lesdo incomum, que
apresenta consideravel diversidade histopatologica e comportamento clinico
variavel. O COC pode se associar-se a outros tumores odontogénicos como 0s
odontomas, TOA, ameoloblastomas (Buchner, 1991; Hong, Ellis, Hartman, 1991).

O tumor odontogénico escamoso é uma neoplasia benigna rara descrita
pela primeira vez em 1975 por Pullon et al. Essa neoplasia tem sido encontrada em
uma ampla faixa etaria: de 8 a 74 anos, acometendo qualquer regido dos 0ssos
maxilares; radiograficamente aparece como uma lesdo radiolucida bem delimitada
lateralmente a raiz ou as raizes dos dentes (Philipsen e Reichart, 1996; Kusama et
al., 1998).

Os tumores odontogénicos tém sido amplamente estudados na tentativa de
se entender sua etiopatogénese.

A primeira mutagdo descrita em ameloblastomas foi no gene da AMBN em
2000. Toyosawa et al. (2000) estudaram trés tumores e encontraram mutagdes
silenciosas e né&o silenciosas, mostrando uma possivel relagdo desse gene com o
tumor.

Takata et al. (2000) avaliaram a imunolocalizagdo da bainhelina, uma

proteina analoga a ameloblastina em tumores odontogénicos. Os autores
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observaram que a marcagao era positiva nos odontomas, nos fibro-odontomas
ameloblasticos, nas células fantasmas do cisto odontogénico calcificante e no
material eosinofilico que aparecia ao redor do epitélio odontogénico. A
imunolocalizagdo foi negativa nos ameloblastomas e nos tumores odontogénicos
epiteliais calcificantes, tanto nas células, quanto na matriz extra celular. Os autores
observaram que essa proteina era um bom marcador para avaliar a diferenciagao
funcional dos ameloblastos e da matriz do esmalte em tumores odontogénicos.
Através desse estudo, os autores puderam concluir que as células dos
ameloblastomas parecem nao ter atingido a maturidade funcional.

Estudos como os de Heikinheimo et al. (2002) demonstraram o perfil de
expressdo de alguns genes em ameloblastomas. Alguns genes como c-fos e
TNFRSF1A (receptor 1A do fator de necrose tumoral) mostraram uma super-
expressdo nesses tumores, entretanto, os genes SHH (sonic hedgehog), TGFB1
(fator de crescimento transformador 1 beta) dentre outros apresentaram uma sub-
expressao em ameloblastomas.

Um estudo recente mostrou a perda de alelos de genes supressores de
tumores como L-myc e PTEN em ameloblastomas e em carcinomas ameloblasticos.
Essa perda alélica foi relativamente freqiente em ameloblastomas e em carcinomas
ameloblasticos e ndo estava relacionado com a idade, género, tipo histolégico ou
prognostico. O trabalho mostrou que, provavelmente, a patogénese dos
ameloblastomas e dos carcinomas ameloblasticos € acumulativa e esporadica. Os
autores concluiram que outros mecanismos genéticos e epigenéticos, que ndo a
perda alélica dos genes estudados poderiam ser responsaveis pelo comportamento

desses tumores (Nodit et al., 2004).
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Mutacdes no gene p53 sdo raras em ameloblastomas, mas parece haver
uma superexpressdo da proteina nos tumores (Shibata et al., 2002; Appel et al.,
2004). A imunolocalizagédo da p53 tem sido relacionada com a recorréncia de
ameloblastomas, sugerindo que tumores recorrentes apresentam um aumento da
marcacgéo dessa proteina. Seu uso, portanto, poderia auxiliar no prognéstico desses
tumores (Appel et al. 2004).

Autores como Kumamoto, Ohki e Ooya (2005) mostraram que o aumento
da expresséo do p63 e de p73, homologos do p53, em ameloblastomas, sugeriu que
tais proteinas desempenham um importante papel na diferenciacdo e na
proliferagdo das células epiteliais odontogénicas.

O aumento da expressao de proteinas como K-ras, Rafl, MEK e ERK1/2
em ameloblastomas indica que a via Ras/MAPK pode regular a proliferagdo celular
e a diferenciacdo do epitélio odontogénico normal e neoplasico (Kumamoto et al.,
2004).

Sandra et al. (2005) avaliaram a capacidade indutora de apoptose do TNF-
o e das vias induzidas por TNF-a, Akt e MAPK, na apoptose de ameloblastomas. Os
autores observaram que o TNF-a induziu tanto a sobrevivéncia celular quanto a via
de apoptose em ameloblastoma. O potencial do TNF-a em induzir a apoptose
melhorou pela inibicdo das vias anti-apoptéticas AKT e via p44/42 MAPK.

O polimorfismo do gene PTCH1 foi estudado em pacientes com
ameloblastomas. O objetivo do estudo foi avaliar se pacientes com ameloblastoma
apresentavam repeticdes trinucleotidicas (CGG) na regido 5’ ndo traduzida do gene.
Os autores realizaram um estudo, com caso-controle, em 14 ameloblastomas, e
notaram que o polimorfismo presente na regido nao traduzida do gene, era mais

prevalente nos pacientes com ameloblastomas do que nos pacientes-controle.
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Concluiu-se entdo, que a presengca desse polimorfismo em pacientes com
ameloblastomas, poderia sugerir um aumento do risco para esse tumor (Kosugi et
al., 2005).

Kumamoto e Ooya (2005) demonstraram a imunolocalizagdo da beta-
catenina e da proteina APC em ameloblastomas, importantes sinalizadores da via
Wnt. Esses autores avaliaram a imunomarcacédo dessas proteinas em 10 germes
dentarios, 40 ameloblastomas benignos e 5 ameloblastomas malignos. Concluiram
que a imunolocalizagdo da beta-catenina e APC em germes dentarios e em
ameloblastomas sugere que uma aberragdo na via de sinalizagcdo Wnt
desenvolveria um papel na oncogenese e citodiferenciacdo do epitélio odontogénico

e desregulagao da proliferagao celular.

1.2 MIXOMAS ODONTOGENICOS E NAO ODONTOGENICOS

Os mixomas odontogénicos sao neoplasias benignas derivadas do
ectomesénquima odontogénico, que afetam os maxilares. Essa neoplasia acomete
predominantemente adultos jovens, ndo tem predilegdo por sexo e a regido
posterior da mandibula e da maxila sdo as areas onde ela mais se manifesta
(Hendler et al., 1979; Kaffe et al., 1997; Curran et al., 2002; Hisatomi et al., 2003).
Histologicamente, a neoplasia compde-se de células fusiformes, estreladas e ovais
em um estroma mixdide frouxo, contendo pequenas ilhas de restos epiteliais
odontogénicos inativo (Lombardi et al., 1992; Quintal et al., 1994; Ladeinde et al.,
2005).

Os mixomas odontogénicos s&o localmente invasivos e podem recidivar,

principalmente se tratados de forma incorreta e incompleta (Kaffe et al., 1997;



22

Simon et al., 2005; Ladeinde et al., 2005). O tratamento geralmente requer a
ressecgao 0ssea, o que evita a recidiva (Barker, 1999).

Boson et al. (1998), ap6s o estudo do gene Gsa em 23 mixomas
odontogénicos, concluiram que esse gene nad esta associado a tumorigénese dos
mixomas odontogénicos.

Bast, Pogrel e Regezi (2003) avaliaram a expressao das proteinas
apoptaticas Bcl-2, Bel-XL, Bak, Bax e Ki-67 e das metaloproteinases MMP-2, MMP-
3 e MMP-9 em mixomas odontogénicos. Os autores concluiram que as células do
tumor odontogénico ndo mostraram aumento na sua divisdo. Menos de 1% dos
tumores e das células-controle foram positivas para o Ki-67. As células dos
mixomas mostraram um aumento das proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-X) e da
metaloproteinases MMP-2. O estudo sugeriu que os mixomas odontogénios
utilizavam a produgcdo de proteinas anti-apoptéticas e a secrecdo de
metaloproteinases da matriz como mecanismos para a sua progressao.

Os mixomas cardiacos, os da epiderme e de outros locais ndo sao
substancialmente diferentes, do ponto de vista histologico, dos mixomas
odontogénicos. As mesmas ceélulas fusiformes aparecem em um estroma de
material mixoide (Acebo et al., 2003). Assim como os odontogénicos, os outros
mixomas ocorrem de forma esporadica, ndo sd&o neoplasias metastaticas, nao
apresentam predilegdo por sexo e tendem a recidivar quando tratados
incorretamente ( Amaro et al., 2003). Segundo Altundag (2005), os mixomas
cardiacos sdo os tumores benignos mais comuns do coragdo. Noventa e trés por
cento dos casos s&o esporadicos e, geralmente, ocorrem em mulheres com mais de

30 anos.
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Os mixomas cardiacos originam-se dos remanescentes das células de
reserva da formagdo vascular subendocardial, ou das células mesenquimais
multipotentes primitivas ao redor do endocardio, que diferenciam-se em uma
variedade de células como: células epiteliais, hematopoiéticas e musculares
(Reynen, 1995; Blondeau, 1990).

Casos de mixoma cardiaco, na sua maioria, sao descobertos
acidentalmente pelo exame de ecocardiografia. Entretanto, muitos pacientes
apresentam sintomas associados com a liberagao de IL-6, obstrucio intra-cardiaca
do fluxo sanguineo e embolia (Centofanti et al., 1999). De acordo com a literatura,
0s mixomas cardiacos sao neoplasias benignas de crescimento lento e a existéncia
de sua contraparte maligna é controversa. Todavia, existem relatos de recorréncia e
de metastase apos a excisao cirurgica (Yoon & Roberts, 2002).

Apesar da etiologia do mixoma odontogénico ainda ser desconhecida, a
causa de outros tipos ndo odontogénicos, como o cardiaco, o0 muscular e o de
epiderme tém sido relacionada a mutagdes na subunidade regulatéria R1-a da PKA.
Mutagbes no gene PRKAR1A né&o foram ainda relatadas em mixomas esporadicos,
somente nos associados ao Complexo de Carney: uma sindrome com uma
variedade de neoplasias endocrinas ou n&o, pigmentagdo na pele e varios tipos de
mixomas (Carney et al., 1986; Dijkhvizen et al., 2001; Fogt et al., 2002) causada
também por mutagbes germinativas na PRKAR7TA (Kirschnert et al., 2000a;

Kirschnert et al., 2000b).
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1.3 AMELOBLASTINA (AMBN)

As proteinas da matriz do esmalte, sintetizadas pelos ameloblastos, podem
ser classificadas em dois grandes grupos; a das amelogeninas, que correspondem a
aproximadamente 90% da matriz e a das proteinas ndo amelogeninas, incluindo-se
a ameloblastina (AMBN), enamelina e tuftelina, sialoproteina 6ssea, MMP-20
(enamelsina) entre outras (Smith, 1998).

A AMBN é uma das proteinas ndo amelogeninas mais importantes e
abundantes presentes no esmalte, constituindo 8 a 10% da matriz (Fong et al. 1996;
Krebsbach et al., 1996). Tem peso molecular de 62Kda e parece ser secretada pela
face ndo secretora do processo de Tomes (Uchida et al., 1997).

A AMBN recebe o0 nome de amelina em camundongos e de bainhelina em
suinos. Apesar dos diferentes nomes, essas proteinas mantém seus dominios
conservados, sendo semelhantes, sendo idénticas (Cerney et al., 1996; Hu et al.,
1997). O gene da AMBN localiza-se no cromossoma 4921, contém 13 exons, que
codificam 447 aminoacidos (Toyosawa et al., 2000). Existem duas variantes
possiveis, em humanos, para esse gene; uma com uma janela de leitura de 1341pb
e uma isoforma com uma delec&o de 36pb no exon 6 (GenBank AF209780).

As proteinas do esmalte tém um papel significante na amelogenese, como
inicio da calcificagdo e no controle do crescimento dos cristais do esmalte (Doi et al.,
1984; Aoba et al., 1987; Fincham et al., 1991).

Autores como MacDougall et al. (1997) e Mardh et al. (2001) sugeriram que
o gene da AMBN poderia estar relacionado com a amelogénese imperfeita, mas
nenhuma mutag&o nesse gene, em humanos, foi encontrada. Outros genes como a
enamelina, amelogenina, enamelsina e kalikreina, que também codificam proteinas

do esmalte, ja foram relacionados a amelogénese imperfeita. As mutagdes nesses
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genes possivelmente sejam a causa da doencga (Lagerstrom et al., 1991 e 1995;
Aldred et al., 1992; Lench e Winter, 1995; Collier et al., 1997 e Rajpar et al., 2001;
Hart et al., 2004).

Recentemente, Paine et al. (2003) comprovaram que a super expressao de
AMBN em camundongos transgénicos causou o aparecimento de amelogénese
imperfeita, sugerindo a importancia da AMBN na formag&o do esmalte.

Apesar da fungcdo da AMBN ainda n&o ser conhecida, provavelmente ela
esteja envolvida na formagcdo do esmalte interprismatico e sinalizagdo celular
epitélio-mesénquima. Essa proteina é considerada um importante marcador de
diferenciacdo dos ameloblastos, agindo de forma especifica nos estagios precoces
e tardios de citodiferenciagao (Cerny et al., 1996; Begue-Kim et al., 1998; Toyosawa
et al., 2000).

Altos niveis de expressdo de AMBN ocorrem no estagio secretor e diminui
na maturacdo. A AMBN também €& expressa de forma transitoria na matriz
dentinaria e nas células epiteliais da bainha de Hertwig, mas seu papel na formagéao
da dentina e cemento ainda ndo foi esclarecido (Fong et al. 1996; Bosshardt e
Nanci, 1998; Simmons et al. 1998).

A imunolocalizagdo das proteinas do esmalte foram estudadas em tumores
odontogénicos, por Yagishita et al. (2001). Esses autores mostraram que o epitélio
odontogénico em fibromas ameloblasticos participa da formagao dos tecidos duros
presentes durante o seu desenvolvimento.

Kumamoto et al. (2001) avaliaram a marcagao da proteina amelogenina em:
33 ameloblastomas, trés tumores odontogénicos epiteliais calcificantes, dois
tumores odontogénicos de células claras e cinco ameloblastomas malignos. Os

autores observaram que houve marcagado da amelogenina presente em todos os
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tumores odontogénicos epiteliais, sugerindo que os tumores odontogénicos
apresentam diferenciagdo ameloblastica e propriedades epiteliais odontogénicas.
Fukumoto et al. (2004) mostraram que a AMBN é uma molécula de adeséo
celular essencial na amelogénese e tem um importante papel nos estagios de
secrecdo e na diferenciacdo dos ameloblastos, unindo-os e iniciando sua
proliferagdo. Os autores utilizaram camundongos mutantes e nulos para a AMBN;
verificaram que os mutantes apresentaram varias anomalias dentarias incluindo-se
a falta de esmalte. Nos camundongos nulos e mutantes, o epitélio dental
diferenciou-se em ameloblastos secretores de esmalte, mas as células se soltaram
da superficie da matriz e perderam sua polaridade. Nesse estudo, os autores
concluiram que AMBN é uma molécula de adesdo chave para a formagdo do
esmalte e sugeriram que ela desenvolve um papel importante na manutencédo do

fenotipo diferenciado dos ameloblastos secretores.

1.4 SUBUNIDADE REGULADORA R1-a DA PROTEINA QUINASE A (PRKAR1A)

O gene PRKART1A codifica a subunidade regulatoria 1 alfa (R1-a) da
porteina quinase A (PKA), que € o principal mediador da sinalizagdo de AMPc
(monofosfato de adenosina ciclico) em mamiferos (Scott, 1991). A PKA é uma
proteina tetramica e constitui-se de dois dimeros: um composto de subunidades
regulatérias; o outro de duas subunidades cataliticas inativas. Quando duas
moléculas de AMPc se ligam nas subunidades regulatorias, ocorrem a dissociagao e
a liberagdo das duas subunidades cataliticas. As subunidades cataliticas
dissociadas s&o enzimaticamente ativas e fosforilam o fator transcricional CREB no

seu residuo serina. O CREB é uma proteina ligadora de uma sequéncia de
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nucleotideos dos genes responsivos ao AMPc. Apés a ativagdo do CREB pela
fosforilacdo, eles se dimerizam e ligam-se ao DNA, estimulando, assim, a

transcrigdo dos genes que sao responsivos ao AMPc (Tasken et al., 1993) (Fig 1).

FIGURA 1

Sinalizagdo da via AMPc/PRKAR1A. (A) Apos a ativacado dos receptores ligados a
proteina Gsa, ocorre aumento dos niveis de AMPc e ativagdo da PKA pelo AMPc.
ApoOs a ativacdo da PKA ocorre dissociagdo das subunidades regulatérias e
cataliticas, que se difundem para o nucleo. As subunidades cataliticas dissociadas
fosforilam o fator transcricional CREB no seu residuo serina. O CREB & uma
proteina ligadora de uma sequéncia de nucleotideos dos genes responsivos ao
AMPc. Apds a ativagado do CREB pela fosforilagao, eles se dimerizam e ligam-se ao
DNA, estimulando, assim, a transcricdo dos genes que s&o responsivos ao AMPc.
(B) Quando ocorre mutagdo no PRKAR1A, provavelmente uma outra subunidade
reguladora tenta fazer o papel da R1-a. Mas a via so é regulada pela R1-a, sendo
assim ocorre um aumento da transcricdo de genes responsaveis pela proliferagéo
celular e perda do controle dessa transcricdo, devido a auséncia da R1-a, que
controla a liberagao de AMPc.
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A sinalizagdo da PKA é essencial na diferenciagdo do mesoderma e
ectoderma embrionarios e interage com uma série de outros caminhos na
morfogénese inicial (Amieux et al, 2002; Bossis et al., 2004, Jia et al, 2004).

Existem quatro genes codificadores das diferentes subunidades regulatérias
(R1-a, R1-B, R2-a, R2-3) e trés que codificam as subunidades cataliticas (Ca, Cf,
Cy) (Foss et al., 1994). Os quatro tipos de subunidades regulatorias apresentam
diferentes padrbes de expressdao em mamiferos. Enquanto R1-a tem uma ampla
distribuicdo, R1-B se expressa primariamente no cérebro, testiculos e linfécitos T e
B (Clegg et al., 1998; Scott, 1991). Similarmente, a subunidade R2-a também tem
uma ampla distribuicdo nos tecidos, enquanto R2-3 se expressa no tecido cerebral,
adipdcitos e em alguns tecidos enddcrinos (Skalhegg e Tasken, 1997).

As subunidades regulatérias sdo responsaveis por duas das principais
isoformas de PKA, PKA tipo 1 e PKA tipo 2. Cada isoforma compde-se de duas
subunidades regulatorias e duas cataliticas. A PKA tipo 1 pode conter a subunidade
R1-a ou R1-B na sua estrutura, enquanto a PKA tipo 2 se forma pelas subunidades
R2-a ou R2-B (McKnight et al., 1998; Scott, 1991; Tasken et al., 1997).

As diferentes isoformas das subunidades regulatorias desempenham
papéis especificos. A R1-a se envolve no controle da proliferacdo celular e
transformagdo neoplasica. Ela também desempenha um importante papel na
transicdo da fase G1 para S do ciclo celular (Sewing e Muller, 1994; Tortora et al.,
1997). As subunidades R2-a e [ participam principalmente do controle da
diferenciagdo, crescimento e indugdo da apoptose (Cho-Chung et al., 1995). A
superexpressao de R1-a tem sido frequentemente detectada nas células

cancerosas (Ciardiello e Tortora, 1998).
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A subunidade R1-a é a principal reguladora da PKA dependente de AMPc,
quando a via R1-a da PKA ativa-se leva a inibicdo da proliferacdo de varias
linhagens celulares (Cho Chung et al., 1999).

O aumento da expressido da subunidade R1-a foi demonstrado em varios
carcinomas humanos, incluindo o retinoblastoma, carcinoma renal, cancer de mama
e varios tumores de ovario (McDaid et al., 1999).

Para que ocorra o controle da proliferagcdo celular varias proteinas da via
AMPc/PKA fosforilam o sitio tirosina quinase Src ativando Rap1 e bloqueando a
ativacao de Raf-1, através do Ras, consequentemente, inibindo a mitose. A PKA
também induz apoptose em células B CD+ quando induzida pela forquolina; a
ativacdo da PKA diminui a expressdo de Mcl-1, uma anti-apoptdotica proteina da
familia do Bcl (Myklebust et al., 1999).

O presente estudo investigou a relagdo dos genes AMBN e PRKAR1A com
a etiopatogénese das neoplasias odontogénicas. Essas neoplasias apresentam
comportamento clinico diferente entre si, algumas ocorrem com elevada frequéncia
na cavidade bucal e outras ndo parecem neoplasias verdadeiras. Devido a essas
caracteristicas e a etiopatogénese incerta, ndés estudamos genes que poderiam
estar envolvidos na tumorigénese desses tumores. Nossos resultados mostraram
que o gene da AMBN estava alterado em seis dos oito tumores odontogénicos
epiteliais estudados. Por sua vez, o gene PRKAR1A apresentou mutagdes em dois
casos de mixomas odontogénicos e uma diminuicdo da imunolocalizagdo da
proteina PRKAR1A. Através de nossos resultados concluimos que esses genes
poderiam estar relacionados com a patogénese dos tumores odontogénicos,
favorecendo outros estudos que poderam explicar mais sobre o mecanismo dessas

neoplasias.
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OBJETIVOS

1. Investigar alteragcdes no gene da AMBN em tumores odontogénicos epiteliais;
2. Investigar alteragdes no gene da PRKAR1A em mixomas odontogénicos;
3. Avaliar a imunolocalizacdo das subunidades R1-a, R2-a, R1-f da PKA em

mixomas odontogénicos.
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3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

No estudo utilizaram-se amostras de tumores odontogénicos congeladas a -
70°C e blocos de parafina de mixomas odontogénicos dos arquivos do Laboratério
de Patologia Cirurgica da FO-UFMG. Parte do material colhido durante o
procedimento cirurgico foi enviado para diagndstico histopatolégico e parte foi
congelada. Todos os casos estudados tinham o diagndstico histolégico confirmado
pelo laboratorio. Estavam disponiveis para o estudo molecular as seguintes
amostras congeladas: quatro casos de ameloblastoma; um caso de tumor
odontogénico adenomatdide; dois de cisto odontogénico calcificante; um tumor
odontogénico escamoso; dois mixomas odontogénicos. Para o estudo
imunoistoquimico, foram utilizados dezessete casos de mixomas odontogénicos em
blocos de parafina.

Como controle do estudo molecular, coletou-se o DNA da mucosa bucal
contralateral dos proprios pacientes com os tumores. Para o controle das reagdes
de imunoistoquimica, utilizaram-se foliculos pericoronarios e mixomas n&o
odontogénicos também contidos em blocos de parafina.

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG-COEP, aprovou o projeto de

pesquisa sob o numero ETIC 301/04.
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3.2 ESTUDO MOLECULAR

3.2.1 Extragao de DNA

Extraiu-se o DNA gendmico a partir das células tumorais microdissecadas e
da mucosa contralateral dos pacientes, adaptando-se o método descrito por Boom
et al. (1990).

Os tumores congelados foram cortados em fatias de 10um no aparelho
criostato. Em seguida, os cortes foram corados pelo azul de toluidina, uma
substancia que néao interfere na estrutura do DNA (Ehrig et al., 2001). Apos a
coloragcédo, os cortes eram lavados com agua destilada e visualizados em um
aumento de 100X no microscépio optico. Os melhores cortes foram selecionados e
submetidos a microdissecgado, removendo-se 0 maior numero de células epiteliais
tumorais. A microdisseccdo foi realizada com um material cortante do tipo
holemback numero 3 estéril, e as células foram colocadas em tubo tipo eppendorf
contendo solugao de lise, que rompe a célula e expde o DNA.

Seguindo o método de Boom et al. (1990), 900 ul de tampéao de lise e 40 pl
de suspensdo de silica foram misturados as células tumorais. Apos a lise das
células e exposigdo do material nuclear, o DNA se liga a silica. Consecutivas
lavagens com tampdes de lavagem, etanol a 70% e acetona foram realizadas, para
remover todos os componentes celulares, deixando-se somente o DNA aderido a
silica. Descartou-se todo o sobrenadante e secou-se a silica em banho de areia a
56°C, por 3 a 5 minutos. Para ressuspender o DNA adicionou-se 150 a 200 pl de
tampéo TE (Tris pH 7,4 10mM + EDTA pH 8,0 0,imM + 100mL de H20) ao

complexo DNA-silica, que ficou incubado 18 horas no banho de areia.
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Apos 18 horas, centrifugou-se a solugao formada pela silica,TE e DNA em
uma velocidade de 1500 x g por 2 minutos, e o sobrenadante contendo DNA foi
transferido para outro tubo de eppendorf. O DNA extraido foi utilizado nas reacdes

de amplificagdo dos exons dos genes estudados pela técnica da PCR.

3.2.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA extraido foi utilizado para amplificar os exons do gene AMBN e
PRKART1A, pela PCR. Os primers empregados para o estudo do gene AMBN foram
os desenhados por nés (tabela 1). Para o estudo do gene PRKAR1A, os primers
citados por Kirschner et al. (2000)(tabela 2).

A técnica de PCR consiste na replicagdo “in vitro” de fragmentos
especificos de DNA pela enzima Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerase (Saiki et
al., 1988). A amplificacdo pela PCR envolve ciclos repetidos de desnaturagdo do
DNA de 95°C a 97°C, anelamento dos primers ou iniciadores as suas seqliéncias
complementares e extensao da fita de DNA pela Taqg DNA polimerase. A cada ciclo
a quantidade de DNA sintetizada €& duplicada, resultando em um acumulo
exponencial (2") de fragmentos amplificados, em que n representa o numero de
ciclos (Saiki et al., 1988).

Amplificou-se o DNA em um volume final de 50 ul de reacédo contendo: 200
UM de dNTPs; 10 picomoles dos iniciadores de cada fita de DNA; 0,5U de Tag DNA
polimerase; 10% do volume final de tamp&o de incubagao 10X concentrado; 5 ul de
DNA. Para cada reagado, fez-se um controle negativo, que contém todos os

componentes da reacdo menos o DNA. Esse controle indicou que o material
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amplificado era proveniente da amostra do DNA dos tumores odontogénicos e néo

de um DNA contaminante, dando confiabilidade a reagéo.

TABELA 1
Numero dos exons do gene da AMBN, iniciadores e respectivas temperaturas de
anelamento
EXONS INICIADORES TEMPERATURA DE
(sequencias 5'- 3') ANELAMENTO (°C)
1 F: ATCTTGGTTGGCATCATCAG 56
R: TTCAGCTACTGGTGACATGAAG
2 F: TGATTTCCATGTGTTTCCTGTA 56
R: CTAAAGACTGACTTACCGGCAC
3 F: TTTCATTCAGTTCTTTCCTCAGC 60
R: CTAGGAAAACTGAGAAGCACACG
4 F: AGCATATGCGATAAACAGTAACC 56
R: TTACTCTGGTCTTCCAATCTTTG
5 F: TTTAGTATTCTAGATACGGCTTTGG 56
R: GAAGGCAAGTAAGAAGAGGTTTT
6 F: ACCTTGTTTAATGAGCCATCC 58
R: AAGGAAGTACCTCAGGCTTTG
7-8 F: CATTGCAAACTCTTGGGTCATA 59
R: GACCTTGTGGATCAGGAAAATC
9 F: TAATATAGCTCCCAGGATTGGAT 58
R: AGATTGTTTATTTTGTGGCATTG
10 F: GGGATGTGCCTGTGAGAATTA 57
R: AAGGCACGTACAACATTCCTG
11 F: CCACATCTCTGTTTGCAATTTAC 57
R: GTCTGGCCAAGATTATCCAAATA
12 F: AAGGAGGCAAACTTCTATTTGG 59
R: GTCTCTTGCAGCCAGTCATAAG
13a F: ATGGCATCTTTGACGAATGT 58
R : ATCCTTAGGGAGAGCAAGGA
13b F: GAAGAAGGAGGTGCACAAGG 58

R: CTTAGAGCTGTCAGGGCTCTTG

Perdigao et al. (2004).



Numeros dos exons do gene PRKART1A, iniciadores e respectivas temperaturas de

TABELA 2

anelamento
EXONS INICIADORES TEMPERATURA DE
(sequencias 5'- 3') ANELAMENTO (°C)

1A F: AGTCGCCCACCTGTCATCT 58
R: CACTTCTCCTTTCCGCAGTC

1B F: CATTGACGTCAGTAGCCGAA 58
R: ATCTTGGATCGGTCCAGCTC

2 F: CCTAGTCCCCACTTCCCTGT 58
R: ATCACCTCATCTCCCCA

3 F: CATGCCGAAGGATCTCATTT 58
R: ATGGATGAAGTTCCACCCTG

4A F: CAGGTTGCAAACGTGAAATG 58
R: CTGCGATAAAGGAGACCGAA

4B F: AGCCAAAGCCATTGAAAAGA 58
R: GCCTCCTCTCCCGTAACAAT

5 F: TTGCTTGATTTTCTTTCCCC 58
R: ATTCTTATTGCTCGGAAGCG

6 F: TCATTTAACTCGTCAGAAATCACC 58
R:TTCTAAATCACACTCTCAAACACCA

7 F: GGCATAATATTGGCGGAAAA 58
R: AAGGCTTTTCCCAAGGTCCAT

8 F: AGAATGTTGAATGGGCATGG 58
R: TTAGCCCACTCTTTCCCTCTT

9 F: CACCCTGGGTTTGAGAGTGT 58
R: TTCCCTCTCAGAGCCAAAAA

10 F: CCCATCTTTGCTTTCTCCAG 58

R: AACAGACAGGAAGCTGCGAT

Kirschner et al. (2000)
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3.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e coloragao pelo nitrato de

prata

A verificagcdo do material amplificado foi realizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida a 6,5%. Sob a agado desse campo elétrico € possivel a migragcéo
dos fragmentos de DNA do pdlo negativo para o positivo. O padrao de peso
molecular usado foi o 100pb DNA ladder (Gibco BRL), que demarcou a faixa de
100-1600pb, para verificagado do tamanho dos fragmentos de DNA amplificados.

Realizou-se a coloragdo do gel de poliacrilamida por nitrato de prata, que
possui grande afinidade com os acidos nucléicos. Posteriormente, o gel foi reduzido
por uma solugao reveladora a base de carbonato de sddio. A coloracéo resultante
variou do amarelo escuro ao preto.

Cada amostra dos genes amplificados deveria apresentar apenas uma
banda correspondente ao fragmento amplificado. Somente o controle negativo nédo

apresentou bandas.

3.2.4 Purificagao

Todos os produtos de PCR que apresentavam bandas inespecificas, apos a
revelacdo do gel de poliacrilamida, foram submetidos a purificagdo pela coluna. O
Kit GFX de purificagdo (GFX PCR and Gel Band Purification Kit da Amersham
Biosciences) se compde de uma coluna contendo fibra de vidro, tubos de eppendorf,
solugao para capturar o DNA e solugao de lavagem do DNA. Utilizou-se o protoclo

indicado pelo fabricante, que € de facil realizacio.
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Apos a purificagao, realizou-se a eletroforese, coloragdo e revelagdo do
produto, para a verificacdo da sua pureza. Todos os produtos purificados

apresentaram uma unica banda com o tamanho esperado.

3.2.5 Seqlienciamento

Os produtos amplificados de cada exon dos genes estudados foram
sequenciados, pelo método enzimatico.

O Kit Big Dye Terminator foi empregado para as reagdes de
segénciamento. Cada reacado continha 20 pl de uma mistura preparada com todos
os desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e didesoxinucleotideos (ddATP,
ddTTP, ddCTP, ddGTP); DNA purificado (100-150 ng); tampao de sequenciamento
2,5X concentrado e um dos iniciadores com concentragao de 3,2 pM. Os 20 ul de
reacao foram colocados em um termociclador para amplificacdo de somente uma
das fitas de DNA.

Os dideoxinucleotideos sdo analogos aos dNTPs normais. Diferem apenas
pelo fato de ndo possuirem um grupamento hidroxila no carbono 3' e 2'. Uma vez
que o ddNTP nado possui grupamento hidroxila no carbono 3', qualquer ddNTP
incorporado a cadeia de DNA crescente ndo pode participar de uma ligagéo
fosfodiéster com o seu atomo de carbono 3'; por isso ha uma interrupgéo abrupta na
sintese da cadeia. A terminacao da cadeia ocorre de forma aleatéria em qualquer
base e em qualquer fita de DNA crescente. Dessa forma o DNA fica fragmentado, e
cada fragmento termina com um ddNTPs. Os ddNTPs s&o marcados por uma
substancia fluorecente, permitindo que o aparelho de seqlenciamento faga a leitura

dos fragmentos marcados. A leitura realizada pelo sequenciador foi formatada pelo
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computador na forma de um cromatograma, o eletroeferograma. A partir desse
eletroeferograma pode-se fazer a leitura da fita de DNA complementar, verificando-

se as possiveis alteragdes nos genes estudados.

3.3 IMUNOISTOQUIMICA

A imunolocalizagao das subunidades reguladoras da PKA (proteina quinase
A) foi realizada pelo método de diamino benzidina, usando-se um modulo
automatico de imunoistoquimica (NexES, Ventana Medical Systems Inc, Tucson,
AZ). As amostras incluidas em parafina foram submetidas a cortes de 5 pm e
estendidos sobre Iaminas de vidro silanizadas. Os cortes foram desparafinizados em
xilol por 30 minutos; hidratados em cadeia decrescente de etanol por 2 minutos em
cada banho; depois embebidos em uma solug&o de 0.01M de PBS (solugao tampéo
de fosfato) por 10 minutos. Fez-se a reativagdo antigénica utilizando 10 mM de
tampao citrato de sodio pH 6.0 por 30 minutos em um steamer. Apds esse tempo,
os cortes foram colocados no modulo automatico NexES para a imunoistoquimica,
usando-se o protocolo padronizado. Os cortes foram sequencialmente incubados
com anticorpo primario monoclonal de camundongo anti subunidades reguladoras
R1-a, R2-a, R2-3 e subunidade catalitica Ca e C3 (EMD Biosciences, San Diego,
CA). O anticorpo R1-a, foi diluido 1:100 em 0.01M PBS/ 1% BSA (albumina sérica
bovina) por 32 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubagéo, os cortes foram
lavados em solugdo PBS 0.01M, e incubados com anticorpo secundario biotinilado
de coelho anti-camundongo (Vector Laboratories, Burlingame, CA) diluido 1:100 em
0.01M PBS for 32 minutos, também a temperatura ambiente. Em seguida, os cortes

foram incubados com peroxidase-estreptovidina conjugada (Vector Laboratories,
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Burlingame, CA) por 8 minutos, depois lavados em 0.01M PBS e finalmente
incubados com 3,3’-diaminobenzidina/H,O, (DAB; Sigma, Germany) por 8 minutos.
Os cortes foram contra corados com hematoxilina de Mayer e montados com
Permount.

Para controle da imunoistoquimica dos mixomas odontogénicos, com e sem
sequéncia conhecida, foram utilizados foliculos pericoronarios, mixomas
faringeanos e cardiacos de pacientes sem Complexo de Carney, portanto, com
sequéncia normal para PRKART1A. Esses controles ja foram usados em outros
estudos como controle positivo dos casos com mutagdes do gene PRKAR1A. Dois
pesquisadores e experientes com o tipo de marcagao e que nao tiveram acesso aos
dados moleculares avaliaram os cortes. Quatro padrées de marcagdo foram

registrados:

0 - Sem marcacéo;

1- Marcacgao fraca;

2 - Marcagao moderada;

3 - Marcacao forte.

A marcacao registrada como trés foi a mesma encontrada nos foliculos
pericoronarios € nos mixomas ndo odontogénicos com sequéncia selvagem para

PRKART1A.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar a intensidade das marcagdes entre as subunidades da PKA,
aplicou-se o teste estatistico de Fischer, usando-se o software Statistica package

(Stat Soft, Inc., Tulsa, OK).
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4 - RESULTADOS
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4.1 Analise molecular do gene da AMBN em tumores odontogénicos epiteliais

As bandas visualizadas no gel de poliacrilamida dos produtos de PCR
amplificados das células tumorais, corresponderam em tamanho a aquelas das
células colhidas da mucosa bucal contralateral dos pacientes com tumor, indicando
nao haver delec¢des ou inser¢des aberrantes no DNA estudado.

As sequéncias analisadas demonstraram que o gene AMBN estava alterado
em seis dos oito tumores estudados (tabela 3). Todas as mutagdes foram somaticas
na sua origem, pois as células controle colhidas da mucosa bucal normal dos
pacientes foram negativas para as mutagoes.

Um dos ameloblastomas unicistico (caso #1, figura 2A) apresentou uma
tranversao no exon 6 (C112A)(figura 3A) levando a uma troca do aminoacido prolina
por uma glutamina (P81Q) em uma regido de fosforilagdo PPLPSQPSL. O outro
ameloblastoma unicistico, caso #2, também apresentou uma transversao
heterozigota no exon 5 (T148>G)(figura 3B) no sitio de fosforilagdo KSFNSLWMH,
causando a troca do aminoacido metionina para arginina (M76R).

Ambos os ameloblastomas sodlidos tinham mutagcdes. O ameloblastoma
soélido #3 (tabela 3)(figura 2B) apresentou mutagéo na regido de splice entre o intron
11 e exon 11 (IVS11-3T>A, T604A)(figura 3C). O outro ameloblastoma (# 4)
apresentou mutagbes compostas homozigotas (200C>G) e hetero (C203G), (figura
3D) no exon 4, que causaram a troca do aminoacido leucina por valina (L53V) e de
uma glutamina para acido glutdmico (Q54E) respectivamente.

O tumor odontogénico adenomatdide (figura 2D) exibiu uma transversao
(A189T) no exon 5 (figura 3E) causando a mudanga do aminoacido arginina para

triptofano (R90OW).
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O tumor odontogénico escamoso (figura 2C) também apresentou, assim

como o ameloblastoma sélido #3, uma mutac&o na regido de splice entre o intron 11

e exon 11 (IVS11-2A>G; A605G)(figura 3F).

Nenhum dos cistos odontogénicos calcificantes estudados apresentaram

mutacgdes no gene da AMBN.

Mutagbes encontradas nos tumores odontogénicos epiteliais

Tabela 3

Tumor # Tipo Mutagao Tipo Histolégico
1 Ameloblastoma unicistico Exon 6; C112A (Heterozigota) Luminal
2 Ameloblastoma unicistico Exon 5; T148G (Heterozigota) Luminal
3 Ameloblastoma sélido Exon 11; Splicing site IVS11-3T>A, T604A Folicular
4 Ameloblastoma sélido Exon 4; C200G (Homozigota) Plexiforme
Exon 4; C203G (Heterozigota)
5 Tumor odontogénico Exon 5; A189T (Heterozigota) -

Adenomatdide

6 Tumor odontogénico
Escamoso

7 Cisto odontogénico
Calcificante

8 Cisto odontogénico
Calcificante

Exon 11; Splicing site IVS11-2A>G; A605G

Nenhuma mutagao

Nenhuma mutagao

* Os nucleotideos foram numerados de acordo com o banco de genes AH09924



Figura 2
Aspectos histolégicos dos tumores odontogénicos epiteliais estudados; (A)
Ameloblastoma unicistico; (B) Ameloblastoma sélido; (C) Tumor odontogénico

escamoso; (D) tumor odontogénico adenomatoide.
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Figura 3

(A) Mutagédo do gene AMBN no ameloblastoma unicistico, caso # 1; (B) Mutagéo
do ameloblastoma unicistico, caso # 2; (C) Mutagdo do ameloblastoma sdlido,
caso # 3; (D) mutagdo composta do ameloblastoma, caso # 4; (E) Mutagcdo no
tumor odontogénico adenomatoide, caso # 5; (F) Mutagdo no tumor odontogénico

€scamoso, caso #6.
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4.2 Analise molecular do gene PRKAR1A em mixomas odontogénicos

A analise do DNA foi realizada em duas amostras congeladas de mixoma

odontogénico. Esses tumores também estavam disponiveis em blocos de parafina e

foram estudados pela técnica de imunoistoquimica. Todas as mutagcdes encontradas

eram somaticas, pois as células da mucosa normal contralateral do paciente nao

apresentaram mutagao.

Ambos os tumores apresentaram mutagdes nao previamente descritas, no

exon 6. O caso # 6 (tabela 6) apresentou mutacdo em ponto (C725A)(figura 4A),

que levou a troca ndo conservada de um aminoacido em uma regido conservada do

gene (A213D). A citosina 725 é altamente conservada ndo somente entre as
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espécies, mas também entre as quatro subunidades do tretramero PKA (tabelas 4 e
5).

O outro tumor, caso # 3, continha uma delecdo de um par de bases,
(774delC)(figura 4B), causando uma mudancga na janela de leitura e codon terminal
(TGA) onze aminoacidos apos o local da mutagdo (L240X). Ambos os tumores

foram homozigéticos para as respectivas mutagoes.

Figura 4

Sequéncia das duas mutagdes identificadas. (A) C725>A e (B) 774delC.

CA Mutante C GACC G A G A
CA Normal C GACC G A G A

Mutante AG CAG
Normal AG CAG

T
T

I V0L

A
CA

oo

(o> ]

A
C

* Os nucleotideos foram numerados de acordo com o banco de genes M33336



Tabela 4

Conservacéao da citosina 725 entre as diferentes espécie
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Homo Sapiens GGA | ACA | CCG | AGA | GCA || GCC || ACT GTC AAA | GCA | ......
G T P R A A T Vv K A
Pseudogene GGA | ACA cC AGA | GTA || GCC || ACT GTC AAA | GCA | ......
Pongo Pygmaeus GGA | ACA cC AGA | GCA || GCC || ACT GTC AAA | GCA | ......
Mus Musculus GGA | ACA | CC AGA | GCA || GCC || ACT GTC AAA | GCA | ......
Rattus Norvegicus GGA | ACA | CC AGA | GCA || GCC || ACT GTC AAA | GCA | ......
Canis Familiare GGA | ACA CCT | AGA | GCA | GCC | ACA | GTC AAA | GCA | ......
Oryctolagus Cuniculus GGA | ACA cC GA | GCA | GCC | AcCT GTC AAA | GCA | ......
Zebrafish GG AC cC AGA | GCA || GCC || ACT | GTC AGA | GCA | ...
Pan Troglodytes GGA | ACA cC AGA | GCA || GCC || ACT GTC AAA | GCA | ......
Drosophila Melanogaster | GG AC cC G GC GCC | AC GT GCC | .......
Levedura A cC G GC GCC | AC GT A | GCA | ...
— |
Tabela 5

Conservagao do aminoacido alanina na posi¢cao 213 entre as diferentes subunidades

reguladoras da PKA.

PKA SUBUNIDADES SEQUENCIA DA PROTEINA

PRKARIA (Rla) GITPRAAT K A K
PRKARIB (RIb) GITPRAAT K A K
PRKARIIA (Rlla) NNT PRAAT VAT
PRKARIIB (RIIb) NNT PRAAT TAT
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4.3 Imunoistoquimica dos mixomas odontogénicos

O diagnodstico dos mixomas odontogénicos foi confirmado em todas as
amostras pela coloragdo de HE e revisado por um patologista da FO-UFMG. As
caracteristicas histologicas tipicas de um mixoma, tais como presenga de células
fusiformes, estreladas e ovais em um estroma mixdide estavam presentes em todas
as amostras (figura 5).

Os cortes dos 17 mixomas imunomarcados pela proteina PRKAR1A foram
comparados entre os mixomas odontogénicos que apresentaram mutagado no gene
PRKART1A (figura 6), entre os mixomas sem analise molecular e entre os mixomas
nado odontogénicos, 0s quais apresentaram sequéncia normal para o gene
PRKART1A (figura 8). Para a padronizacdo das marcagdes encontradas foram
consideradas somente as marcagbes nas células fusiformes, que eram
predominantes nos tumores e as marcagdes da matriz mixdide responsavel pelo
aspecto mixomatoso dos tumores (Acebo et al., 2003).

Os mixomas odontogénicos mostraram uma diminuigdo significativa da
marcacédo da subunidade R1-a em relagdo ao tecido normal. Nove dos dezessete
tumores (53%) (tabela 6) ndo apresentaram marcacdo e sete mostraram fraca
marcagao. Nos casos em que houve uma diminuicdo da imunolocalizacdo da
subunidade R1-a, as subunidades R2-a e/ou R2- estavam aumentadas (p< 0,05)
(figura 7) e (tabela 6).

N&o houve nenhuma mudancga significativa na marcagao das subunidades

cataliticas (Ca e CpB) (p<0,1).
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Figura 5

Aspectos histologicos do mixoma odontogénico, mostrando as caracteristicas

tipicas: presenca de células fusiformes, estreladas e ovais em um estroma mixoide

frouxo.
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Figura 6
(A) Imunolocalizagdo diminuida da sub-unidade R1-a, caso #3, com mutacao
del774C; (B) Imunomarcagdo aumentada da subunidade R2- no tumor #3, com
mutagao del774C; (C) Imunolocalizagdo normal para R1a com aspecto de marcagao
semelhante ao controle positivo (foliculo pericoronario); (D) Imunolocalizagdo da
subunidade R2-B em mixoma sem alteragdo na subunidade R1-a (Streptovidina-

biotina-peroxidade x100).

Rl Rl

del774C

FREARTA: normal
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Figura 7

Aumento da marcagao para R2-a no caso em que 0 mixoma odontogénico apresentou
mutagao 774delC (x400).
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Figura 8
Mixomas n&o odontogénicos esporadicos sem mutacdo na PRKAR1A de pacientes sem
Complexo de Carney. (A) Aspecto microscopio do mixoma cardiaco (HE, x40); (B)
mixoma cardiaco exibindo uma marcagdo positiva para R1a (x400) na maioria das
células; (C) mixoma faringeano (HE, x40); (D) mixoma faringeano mostrando marcacéo
negativa para R1a (x400) na maioria das células fusiformes do tumor, embora as
células endoteliais de um unico vaso sao positivas para a proteina, servindo como
controle positivo. Todas as lesbes demonstram (como os mixomas odontogénicos

estudados neste trabalho) significante heterogeneidade celular.
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Tabela 6

Resultado da imunoistoquimica para subunidades da PKA em mixomas odontogénicos

e sequéncias para o gene PRKAR1A.
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Tumor | PRKARIA (R1-a) | PRKARIIA (R2-a) | PRKAR2-B (R2-B) | PRKAR1A seq.
1 2 1 X
2 0 1 1
3 0 3 2 del774C
4 0 3 1
5 0 2 1
6 0 3 1 725C>A
7 1 X 0
8 1 2 0
9 0 2 2
10 1 2 0
11 0 1 0
12 0 2 0
13 1 1 1
14 1 1 X
15 1 2 0
16 1 1 1
17 0 2 X

Padrées das imunomarcagoes:

0 - Sem marcacgao;

1- Marcacgao fraca;

2 - Marcagao moderada;

3 - Marcacgdes forte;

X - Cortes perdidos.
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O presente trabalho mostrou mutag¢des inéditas no gene da AMBN e no
PRKAR1A em tumores odontogénicos. Essas mutagcdes poderiam estar associadas
a tumorigénese dos diferentes tipos desses tumores.

Estudos de imunoistoquimica tém investigado a diferenciacdo das células
neoplasicas nos tumores odontogénicos (Mori et al., 1991; Saku et al., 1992; Takata
et al., 2000). Proteinas do esmalte como: amelogeninas, enamelina e bainhelina,
proteina homologa a ameloblastina, foram avaliadas em neoplasias odontogénicas
epiteliais. Takata et al. (2000) observaram que nenhum dos dez ameloblastomas
estudados tinha marcacao positiva para a bainhelina nas células neoplasicas. Esse
estudo sugeriu que as células neoplasicas dos ameloblastomas ainda n&o
alcancaram a maturacgao funcional da fase secretora e que a auséncia de marcacao
mostrou que essa proteina € um bom marcador para a diferenciacdo dos
ameloblastos (Takata et al., 2000).

A presenca de mutagdo no gene [(-catenina em tumores odontogénicos foi
investigada por Sekine et al. (2003). No total foram estudados 31 tumores: onze
cistos odontogénicos calcificantes (COC), dez ameloblastomas foliculares e dez
plexiformes. Esses autores observaram que nove dos onze COC (82%) tinham
mutagdes somaticas para a [-catenina e somente uma unica mutacdo no cédon 45
desse gene foi encontrada em um ameloblastoma folicular. O padrédo de marcacgéo
da proteina (-catenina no ameloblastoma folicular mutado foi a mesma dos outros
tumores.

No nosso trabalho, ndo foram encontradas mutagcées no gene AMBN nos
dois COCs estudados. A etiopatogénese desses tumores parece estar mais
relacionada ao gene da [-catenina. Os cistos odontogénicos calcificantes foram

classificados pela OMS em 2005, como neoplasias odontogénicas que apresentam
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epitélio odontogénico e ectomesénquima. Essa neoplasia é capaz de formar tecidos
mineralizados em seu estroma, com marcagao positiva para a bainhelina (Takata et
al. 2003). Portanto, parece que nesses tumores as células epiteliais odontogénicas
neoplasicas podem ser funcionalmente mais bem diferenciadas que as dos
ameloblastomas, podendo até induzir o ectomesénquima.

Seis dos oito tumores investigados por nés tinham mutagbes no gene
AMBN. O DNA extraido da mucosa normal contralateral de cada paciente com
tumor ndo apresentou nenhuma alteracdo para esse gene, contribuindo para a
exclusao de polimorfismos. Os ameloblastomas unicisticos, o tumor adenomatdide e
um ameloblastoma sélido mostraram mutagdes heterozigéticas. Embora as células
tumorais de todas as neoplasias tenham sido microdissecadas, é possivel que tenha
ocorrido a contaminagdo de DNA das células do estroma, aparentemente normal.

Normalmente, as transversdes resultam em um polipeptideo menos
conservado, causando a perda de sua fungédo (Cooper e Youssoufian, 1998). No
tumor # 1 (ameloblastoma unicistico), a transversdo ocorreu no sitio de fosforilagéo
PPLPSQPSL, com a substituicdo de um aminoacido nao-polar por um aminoacido
polar sem carga (P81Q). A AMBN é uma proteina rica em prolina e esse aminoacido
hidrofébico esta normalmente localizado nas regides de dobra da estrutura proteica,
areas onde a cadeia de polipeptideo muda a direcdo. A prolina pode também
introduzir dobras dentro das estruturas alfa-hélice das proteinas, além de
desempenhar um importante papel na sinalizagdo intracelular (Bohley, 1996).
Dominios como o WW e SH3 ligam-se a peptideos especificos que contém prolina e
s&o elementos chaves de algumas cascatas de sinalizagdo (Bohley, 1996). O
ameloblastoma unicistico, caso #2, apresentou uma troca de aminoacido nao-polar

por um polar carregado positivamente. A metionina na posi¢ao 76 foi substituida por
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uma arginina (M76R) em um importante sitio de fosforilagdo KSFNSLWMH. A
metionina e demais aminoacidos hidrofébicos desempenham uma fung¢ao auxiliar na
formagédo da estrutura secundaria (a-hélice) das proteinas, sendo que mudangas
desses aminoacidos por aminoacidos polares poden mudar a conformacido da
proteina (Ellis e Hart, 1999).

O tumor odontogénico adenomatoide apresentou uma transversao 189A>T,
que levou a troca de uma arginina, um aminoacido polar carregado positivamente,
por um triptofano (n&o-polar) (R90W). A regidgo PWMRPREHETQQ da proteina
AMBN, onde ocorreu a troca dos aminoacidos, € altamente conservada entre as
espécies (Conserved Domains: pfam 05111). A mudanga poderia alterar a estrutura
da AMBN de forma a ocultar essa importante regido, pois a presenga de um
aminoacido hidrofébico, como € o caso do triptofano, pode gerar uma dobra na
proteina (Ellis e Hart, 1999).

As mutagdes presentes em um dos ameloblastomas solidos, caso #3, e no
TOE, caso #6, também podem causar mudangas consideraveis na estrutura da
proteina. Mutagdes na regido de encadeamento, “splicing sites”, sao importantes
pois introduzem uma falsa sequéncia na adjacéncia da jungcdo do RNAmM e essas
mutagcdes formam RNAs mensageiros aberrantes (Liu et al. 1998). A mutagdo na
regido de encadeamento pode levar a exclusdo de um exon, a inclusdo de um intron
ou mesmo a omisséo de exons, devido ao uso de regides ocultas de encadeamento
presentes quase sempre fora da sequéncia normal das areas doadoras e receptoras
(Liu et al., 1998; Le Hir et al., 2000).

No nosso estudo as mutagdes encontradas na regido de encadeamento,
envolveram a area receptora (AG) de encadeamento. As regides de encadeamento

que apresentam certa similaridade com a sequéncia senso poderiam ser propensas
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a efeitos deletérios de uma mutagao. Estudos realizados por Krawczak et al. (1992),
mostraram que mutagdes nas regides de encadeamento 5 favorecem o uso de
areas ocultas de encadeamento na adjacéncias destas regides. A presenca de
regides homologas as sequéncias encadeadoras, proximas aos sitios encadeadores
mutados, sdo capazes de substituir, com sucesso, essas regides durante o
processamento do RNAm primario.

Toyosawa et al. (2000) foram os primeiros autores a relatar a presenga de
mutagdo no gene AMBN em ameloblastomas. Entretanto, os autores nao
descreveram as caracteristicas clinicas, radiograficas e histolégicas dos
ameloblastomas. No nosso trabalho, foi possivel colher esses dados. As mutagdes
ocorreram nos dois tipos de ameloblatomas, unicisticos e solido. Esses dados
sugerem que, apesar da diferenga no comportamento desses tumores, eles
possivelmente, tém a mesma etiopatogénese.

Recentemente, Fukumoto et al. (2004) relataram em seu estudo que a
AMBN poderia ser responsavel pela diferenciagdo dos ameloblastos. Esses autores
mostraram que os ameloblastos diferenciados se aderem uns aos outros através da
molécula de adesdo AMBN, ocorrendo a inibicdo da proliferacdo dessas células.
Notou-se que em camundongos nulos as ceélulas do epitélio dental se soltavam da
matriz, perdiam sua polaridade e se organizavam em forma de multicamadas.
Concluindo, esses autores mostraram que a AMBN € uma importante molécula de
adesdo, responsavel pela manutencdo da diferenciacdo dos ameloblastos
secretores e que, quando os ameloblastos atingem a maturidade funcional, a AMBN
permite a ligacdo ameloblasto-ameloblasto, inibindo a proliferagdo (Fukumoto et al.,

2004).
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Esses dados fortalecem a nossa hipotese de que o gene AMBN tem um
papel importante na etiopatogénese dos tumores odontogénico. Primeiro, porque
mutacbes nesse gene poderiam impedir que as células ameloblasticas se
diferenciassem; consequentemente, induzindo o fendétipo indiferenciado das células
neoplasicas. Em segundo lugar, a perda da fungcdo de adesado celular dessa
proteina permitiria a proliferacdo das células neoplasicas.

Na tentativa de melhor definir a etiopatogénese dos tumores odontogénicos,
nos também estudamos o gene e PRKAR1A e sua imunolocalizagdo em mixomas
odontogénicos. Esses tumores tem origem no ectomesénquima, ou seja, nas células
indiferenciadas da papila dentaria e da crista neural.

Os mixomas odontogénicos tem aspectos histolégicos semelhantes a
outros mixomas (Lombardi et al., 1992; Quintal et al, 1994), como o cardiaco,
faringeano, intramuscular e o de pele (Acebo et al, 2003; Amano et al., 2003). Esses
tumores sao raros, localmente invasivos e ndo ocorrem como parte do Complexo de
Carney (Stratakis et al., 2001). Apesar da semelhanca histologica entre os tumores,
nenhum estudo tinha sido feito, relacionando o gene PRKAR1A, que esta mutado
em individuos que apresentam mixomas nao odontogénicos associados ao
Complexo de Carney, e os mixomas odontogénicos.

A patogénese dos mixomas odontogénicos ndo foi ainda conclusivamente
investigada, apesar de alguns estudos sugerirem que um aumento da expresséo
das proteinas anti-apoptoticas (Bcl2 e Bcl-x) e de metaloproteinases da matriz
(MMP-2) possam participar da progressao do tumor (Blast et al., 2003).

Devido a auséncia de alteragbdes genéticas em qualquer tipo de tumor
mixomatoso humano esporadico (De Marco et al., 1996; Boson et al., 1998;

Dijkhvizen et al., 2001; Fogt et al., 2002; Okamoto et al., 2002) os dados deste
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estudo sdo particularmente importantes. Nao s6 foram identificadas duas mutacoes
diferentes em regibes conservadas do gene PRKAR7TA, como também uma
diminui¢cdo da imunolocalizacdo da subunidade R1-a, e aumento das subunidades
R2-B e R2-a. O aumento da marcagéo de outras subunidades da PKA nos mixomas
odontogénicos mostrou a similaridade com os processos patogénicos que envolvem
outros tumores mixomatosos nd&o odontogénicos, que apresentaram mutagdes
descritas no gene PRKAR1A (Kirschner et al., 2000b; Sandrini et al., 2002; Bertherat
et al., 2003).

A mutagdo 725C>A, que ocorreu no mixoma odontogénico, caso # 6, foi
uma transversao no exon 6. Esse tipo de alteracdo € incomum entre as sequéncias
alteradas do PRKAR1A. A localizacdo dessa troca de nucleotideos foi em uma
regiao conservada do gene. Somente quatro das mutagdées conhecidas (Kirschner et
al., 2000b; Sandrini et al., 20012; Stratakis e Sandrini; 2002; Vegeulers et al.,2004)
(Stratakis et al., dados ainda nao publicados) foram em areas altamente
conservadas do gene.

Nesse trabalho, a mutagdo do caso # 6 ocorreu em uma regido conservada
entre as aspécies, e entre os diferentes tipos de subunidades PKA. A auséncia
dessas alteragdes no tecido normal utilizado como controle (foliculo pericoronario e
mixoma faringeano) sugere que essas mutagdes sejam patogénicas. A mutagao
725C>A, levou a troca do aminoacido alanina por acido aspartico na posi¢ao 213
(A213D). A mudanga de uma alanina para um acido arpartico € uma substituicdo
importante que poderia afetar gravemente as fungdes da proteina. A alanina € um
aminoacido hidrofébico que favorece a formagao da estrutura a-hélice das proteinas
(Ferreira e Felice, 2001). O acido aspartico por sua vez esta relacionado as regides

terminais da estrutura folha B-pregueada, quando as cadeias se estendem em
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sentidos contrarios (Ferreira e Felice, 2001). A regido TPRAAT, onde ocorreu a
mutac&do, € um importante dominio de ligagcdo entre o AMPc e a PRKAR1A, que
pode interferir na interagdo entre essas proteinas. Essa regido fica situada
exatamente a trés aminoacidos de distdncia de uma das principais areas de
interagao entre a subunidade regulatéria, com a subunidade catalitica da PKA (Kim
et al., 2005).

Os efeitos da PKA estdo associados com a fosforilagdo das subunidades C.
As subunidades reguladoras da PKA s&o responsaveis pelo controle das
subunidades catalitivas, inclusive pela sua inibicdo (MnKnight et al., 1988; Amieux e
McKnight, 2002). Em nosso trabalho, as mutacbes encontradas em ambos os
mixomas odontogénicos estavam associadas a uma diminuigdo da imunolocalizagéo
da PRKAR1A. Sendo assim, poderiamos especular que a diminuicdo da liberagao
da subunidade C e do “turnover’ da subunidade regulatoria, poderia causar a
diminuicdo ou a suspensdo da transcrigdo ou tradugdo da PRKAR1A (Bossis e
Stratakis, 2004). Estudos recentes mostraram que a perda do alelo PRKAR1A
normal poderia ser uma explicagao alternativa para a diminuicdo da expressao da
proteina (Tsilou et al., 2004).

Nés ndo avaliamos a perda de heterozigose em nosso trabalho, apesar de
ser comum em mixomas n&o odontogénicos (Tsilou et al., 2004). Mas, em ambos os
casos mutados de mixomas odontogénicos, o eletroeferograma tinha somente uma
janela de leitura. E possivel que ambos os alelos estevessem mutados ou,
alterantivamente, que um dos alelos tenha sido perdido e outro mutado.

A segunda sequéncia mutada, del774C, lembra algumas das mutagdes
descritas do PRKAR1A associadas com Complexo de Carney e tumores

esporadicos (Kirschner et al., 2000b; Bertherat et al., 2003). Esta mutacdo causa
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uma mudanga na janela de leitura levando a um codon de terminagdo 11
aminoaciodos apds o local da mutagdo. De forma similar a outras mutagdes do
PRKAR1A, essa também ativaria um mecanismo chamado de declinio mediado sem
sentido do RNAm. Através desse mecanismo as células podem degradar RNAm
contendo um cdédon prematuro de terminagcdo antes do RNAm alcancar a
maquinaria de traducdo, ndo sendo possivel a deteccdo da proteina truncada
(Kirschner et al., 2000b).

Quinze dos dezessete tumores ndo estavam disponiveis para a analise
molecular, sendo que a maioria deles apresentaram padrbes de imunomarcagao
semelhantes aos tumores mutados. Algumas mudangas genéticas, além de
mutagdes, poderiam ser responsaveis pela diminuigdo na marcacao da R1-a nos
tumores remanescentes. Uma dessas alteragbes poderia ser a metilagdo do gene,
causando a inativagcao do mesmo. Devido a indisponibilidade de amostras, nao foi
possivel testar esta possibilidade, que poderia ser a explicagdao para a baixa
regulagado da PRKAR1A (Bertherat et al., 2003).

Duas mutagdes diferentes e expressivas em dois mixomas odontogénicos
distintos € altamente relevante, mesmo sem a analise molecular dos outros quinze
tumores. Se compararmos a frequéncia de mutagdes com os outros tumores
esporadicos comuns na sindrome do Complexo de Carney, mas n&do associados a
ela, como é o caso dos tumores de tiredide e adenomas pituitarios, encontramos
uma frequéncia maior nos mixomas odontogénicos (Sandrini et al., 2002a; Sandrini
et al., 20002b). Um estudo similar em mixomas cardiacos esporadicos nao
identificou mutagdes no PRKAR1A (Farmakidis et al., 2001).

Para tentar entender o mecanismo de tumorigenicidade das lesbes

mixomatosas esporadicas, n0s poderiamos especular um outro efeito biolégico: a
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possibilidade do PRKAR1A mutante induzir alteracées em varios tipos celulares,
podendo potencialmente afetar a sinalizagdo intra e inter-celular destas lesdes
mixomatosas de maneira similar aquelas descritas em interacdes estroma-epitélio,
como demonstrada em outros estudos (Barcellos-Hoff e Medina, 2005; Bhowmick e
Moses, 2005).

Através desse estudo, podemos concluir que os genes AMBN e PRKAR1A
parecem estar associados a patogénese dos tumores odontogénicos. O gene
AMBN, provavelmente, tem um papel importante no processo de diferenciacéo
celular das células epiteliais odontogénicas. Por sua vez, o gene PRKAR1A parece
estar envolvido com o processo de proliferagao celular das células neoplasicas dos
mixomas odontogénicos, de forma similar aos tumores envolvidos ao Complexo de

Carney.
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A partir de nossos resultados podemos concluir:

1. Mutacbes no gene AMBN parecem estar associadas a tumorigénese de
tumores tais como: ameloblastoma, tumor odontogénico adenomatoide,
tumor odontogénico escamoso;

2. Alteracbes no gene PRKARTA podem estar relacionadas com a
tumorigénese dos mixomas odontogénicos;

3. Mixomas odontogénicos apresentam uma diminui¢do da imunolocalizagdo da

proteina PRKAR1A.
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