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RESUMO

O mixoma odontogénico (MO) é uma neoplasia odontogénica agressiva benigna cuja patogenia
ainda ndo foi bem esclarecida. MutacGes patogénicas tém sido descritas em tumores
odontogénicos (TO) epiteliais benignos, como ameloblastomas e tumores odontogénicos
adenomatdides, no entanto, a patogénese molecular do MO ainda é pouco caracterizada,
dificultando o desenvolvimento de um tratamento personalizado. O sequenciamento de nova
geracdo (SNG) consiste em um dos métodos usado para tracar o perfil molecular de patologias
e ja esta sendo utilizado para identificar mutacfes genéticas e polimorfismos de nucleotideo
Unico associados a muitas lesdes odontogénicas. Com o objetivo de encontrar mutagdes
genéticas no MO, realizou-se sequenciamento de nova geracdo (SNG) em nove casos utilizando
o0 painel lon AmpliSeqTM Cancer Hotspot Panel v2, que investiga 2.855 mutagdes em 207
amplicons de 50 genes. Apds controle de qualidade, trés amostras foram excluidas do estudo e
apenas 06 amostras seguiram no experimento. O SNG revelou cinco variantes de nucleotideo
Unico: KDR (rs1870377); TP53 (rs1042522); PIK3CA (rs2230461); KIT (rs3822214); JAK3
(rs3213409), no entanto nenhuma mutacéo foi predita como patogénica. Em conclusdo esses
tumores agressivos ndo abrigam mutagdes patogénicas em genes comumente mutados em
canceres humanos cobertos por este painel, ou se o fazem, essas mutagGes provavelmente

ocorrem em baixa propor¢ao de casos.

Palavras-chave: Mixoma odontogénico, Sequenciamento de Nova Geracdo,



ABSTRACT

Odontogenic myxoma (OM) is a benign aggressive odontogenic neoplasm whose pathogenesis
has not yet been well understood. Pathogenic mutations have been described in benign epithelial
odontogenic tumors (OT), such as ameloblastomas and adenomatoid odontogenic tumors;
however, the molecular pathogenesis of OM is still poorly characterized, making it difficult to
develop a personalized treatment. New generation sequencing (SNG) is one of the methods
used to trace the molecular profile of pathologies and is already being used to identify genetic
mutations and single nucleotide polymorphisms associated with many odontogenic lesions. In
order to find genetic mutations in the MO, new generation sequencing (SNG) was performed
in nine cases using the Ion AmpliSeq ™ Panel Cancer Hotspot Panel v2, which investigates
2,855 mutations in 207 amplicons of 50 genes. After quality control, three samples were
excluded from the study and only six samples were followed in the experiment. The SNG
revealed five single nucleotide variants: KDR (rs1870377); TP53 (rs1042522); PIK3CA
(rs2230461); KIT (rs3822214); JAK3 (rs3213409), however no mutation was predicted as
pathogenic. In conclusion, these aggressive tumors do not harbor pathogenic mutations in
commonly mutated genes in human cancers covered by this panel, or if they do, such mutations
probably occur in a low proportion of cases.

Keywords: Odontogenic Myxoma, New Generation Sequencing,
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1 INTRODUCAO

Os tumores odontogénicos (TO) sdo lesGes derivadas do epitélio odontogénico e
portanto, encontrados exclusivamente nos 0ssos maxilares. Esses tumores ocorrem
frequentemente em criancas ou adultos jovens e apresentam variacdo histoldgica consideravel.
Geralmente ocorrem intradsseo e contém componentes epiteliais que interagem com o
microambiente tumoral, fazendo com que apresentem comportamento local invasivo com alto
risco de recorréncia, embora benignos (TAKATA, SLOOTWEG, 2017; EL-NAGGAR et al.,
2017).

A etiologia dos TO ainda é desconhecida, e a maioria dessas lesbes parecem
desenvolver-se sem um fator causal (REICHART; PHILIPSEN, 2004). Muitas controvérsias
existem em relacdo ao surgimento dos TO, e varios estudos para identificar alteracdes celulares,
genéticas e moleculares estdo sendo realizados na tentativa de explicar os mecanismos de
desenvolvimento, diferenciacdo celular e progressdo tumoral (KUMAMOTO, 2006;
PEACHOCK; COX; SCHMID, 2010; SWEENEY et al, 2014; GULTEKIN, SENGUVEN,
AZIZ, HEYDT, BUETTN, 2017).

Dentre os TO, destaca-se 0 MO representando entre 1% e 17,7% de todos esses tumores
(BUCHNER, MERRELL, CARPENTER, 2006; MARTINEZ-MATA et al, 2008). O MO ¢
uma neoplasia benigna intra-6ssea agressiva com alto indice de recidiva, sendo a cirurgia sua
principal modalidade terapéutica, variando de procedimentos menos invasivos, COmMoO
curetagem ou mandibulectomia marginal, até ressecc¢des totais (NOFFKE, RAUBENHEIMER,
CHABIKULI, BOUCKAERT, 2007, BOFFANO et al, 2011). Além da cirurgia, a descricdo
molecular de diferentes tipos de tumores vem sendo usados para definir diferentes abordagens
terapéuticas (BROWN et al, 2014; KURPPA et al, 2014; SWEENEY et al, 2014; GULTEKIN,
SENGUVEN, AZIZ, HEYDT, BUETTN, 2017).

O desenvolvimento de terapias ndo invasivas para tratamento dos tumores
odontogénicos tem sido dificultado pela falta da compreensdo da patogénese molecular dessas
lesGes. Vias moleculares tem exercido papel critico na sua patogénese, e a frequente associacéo
com mutacGes em genes que codificam vérios transdutores de sinais, tem sido ligados a

respostas terapéuticas, levando a analise do perfil molecular de alguns desses tumores (Brown

13



et al, 2014; KURPPA et al, 2014; SWEENEY et al, 2014; GULTEKIN, SENGUVEN, AZIZ,
HEYDT, BUETTN, 2017).

Assim como ocorre nos TO, alteracbes moleculares no MO sdo raramente investigadas,
e sua patogénese molecular permanece incerta. Nesse contexto, o sequenciamento de nova
geragdo (SNG) constitui-se em uma ferramenta valiosa para interrogar simultaneamente varias
mutacdes genéticas em amostras raras. Consiste em um dos métodos usados para tracar o perfil
molecular de patologias e ja esta sendo utilizado para identificar mutacdes genéticas ou
polimorfismos de nucleotideo Unico associados a muitas lesdes odontogénicas. Portanto ao
nosso conhecimento, pela primeira vez essa tecnologia foi utilizada em MO para investigar

centenas de mutacdes do cancer nesta leséo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. MIXOMA ODONTOGENICO

O mixoma odontogénico (MO) é uma neoplasia intra-6ssea benigna que apresenta
agressividade local e altos indices de recidiva. Sua frequéncia varia entre 1% e 17,7% de todos
o0s tumores odontogénicos (TO). Provavelmente 0 MO é derivado do mesénquima de um dente
em desenvolvimento ou de células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal
(KANGUR; DAHLIN; TURLINGTON, 1975; SIMON, 2004).

O MO pode ocorrer em qualquer idade, porém é mais comum entre a segunda e terceira
décadas de vida e, histologicamente, é caracterizado por células fusiformes ou estreladas,
embebidas em uma matriz extracelular mixéide abundante, contendo pouca quantidade de
coladgeno. Nos casos em que ha maior quantidade de colageno, pode ser denominado de
fibromixoma (SINGARAJU; WANJARI; PARWANI, 2010; EL-NAGGAR et al., 2017).

Na maioria dos casos, 0 MO mostra predilecdo pelo sexo feminino. S&o caracterizados
pela sua agressividade devido a capacidade de expansao 6ssea e infiltracdo no 0sso adjacente,
podendo ocorrer recidiva apos seu tratamento (EL-NAGGAR et al., 2017). O diagnéstico do
MO ocorre em exames radiograficos de rotina (LEISER, ABU-EL-NAAJ, PELED, 2009;
SINGARAJU; WANJARI; PARWANI, 2010), sendo caracterizados por uma imagem
radioltcida uni ou multilocular, expansao 0ssea, associada ou ndo a presenca de dentes. Faz-se
importante realizar o diagnostico diferencial com ameloblastomas, queratocistos odontogénicos
e cisto 0Osseo aneurismatico (LEISER, ABU-EL-NAAJ, PELED, 2009; SINGARAJU;
WANJARI; PARWANI, 2010).

A cirurgia é a sua principal modalidade terapéutica, variando de procedimentos menos
invasivos, como curetagem ou mandibulectomia marginal, até ressec¢des totais (NOFFKE,
RAUBENHEIMER, CHABIKULI, BOUCKAERT, 2007, BOFFANO et al, 2011). A
curetagem esta associada a altas taxas de recorréncia, enquanto a cirurgia esta associada a
deformidade facial significativa e morbidade (MACDONALD-JANKOWSKY, YEUNG, LEE,
LI, 2002; LI, SUN, LUO, 2006; LEISER, ABU-EL-NAAJ, PELED, 2009; ODELL; ADEBIYI,
2017; GULTEKIN, SENGUVEN, AZIZ, HEYDT, BUETTN, 2017; WHO, 2017).
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2.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (SNG)

O primeiro método popular de sequenciamento de DNA, foi o método de
sequenciamento por terminagdo de cadeia, conhecido como “sequenciamento de
Sanger”’(SANGER et al., 1977). O sequenciamento de Sanger foi o método utilizado no Projeto
Genoma Humano (PGH), cujo principal objetivo foi o de gerar sequéncias de DNA de boa
qualidade para os cerca de 3 bilhdes de pares de bases e identificar todos os genes humanos. O
PGH durou 13 anos, ao custo de US$ 2.7 bilhdes (HUMAN GENOME PROJECT), onde ficou
evidente a limitagdo desta técnica em projetos de alta demanda e larga escala, levando o
desenvolvimento de técnicas mais réapidas e baratas para o sequenciamento de genomas
(YOHE, THYAGARAJAN, 2017).

A partir de 2005, diversas plataformas de SNG foram surgindo, tornando o
sequenciamento em larga escala (HGS — Hight throughput sequencing) mais rapido, barato e
acessivel, fazendo com que o uso desta tecnologia se tornasse cada vez mais parte da rotina de
diversos centros de pesquisa e clinicas de diagnostico de todo o mundo (MARDIS, 2011;
GODWIN, MCPHERSON, MCCOMBIE, 2016, YOHE, THYAGARAJAN, 2017). Apesar de
se diferenciarem entre si, todos os sequenciadores de nova geracdo Sse baseiam no
processamento paralelo massivo de fragmento de DNA, podendo ler bilhdes de fragmentos ao
mesmo tempo. Esta alta capacidade de geracdo de dados, somada ao desenvolvimento de
programas computacionais para leitura e interpretacao (pipelines) levou o SNG a apresentar um
amplo espectro de aplicacfes na pesquisa cientifica, sendo utilizado ndo apenas no estudo do
genoma completo (BHATIA; BURTNESS, 2017) , mas também no estudo de um conjunto
especifico de genes (target sequencing) ja envolvidos com a doenca de interesse através de
painéis genéticos (LUBIN et al., 2019), objetivando encontrar alteragbes em regides

codificantes para os quais se possa atribuir causalidade direta a um fendtipo observado.

Cada tecnologia de sequenciamento possui estratégias diferentes, mas em geral, pode-
se identificar etapas comuns entre todos os sequenciadores como: preparo da amostra (onde o
DNA ¢ fragmentado de forma aleatoria, para que todo o genoma seja coberto uniformemente);
amplificacdo da biblioteca (onde gera-se milhares de copias de cada fragmento de DNA por
PCR para aumentar o sinal a ser captado pelos sequenciadores) e sequenciamento (reacoes
quimicas que irdo gerar sinais que serdo detectados para permitir a determinacdo da sequéncia

de bases que estdo sendo sequenciadas) (VARUZZA, 2013). Dentre os sequenciadores
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disponiveis no mercado, destaca-se o sequenciador de bancada da plataforma lon Torrent
PGM™  (Life Technologies, Thermo Scientific), lancada em 2011, direcionado para
sequenciamento de pequenos genomas e/ou grupos de genes. A maioria dos sequenciadores
utiliza uma DNA polimerase para gerar a fita complementar ao template, bases marcadas por
fluoréforos e cdmeras de deteccdo, no entanto, no caso do sequenciador da lon Torrent, este
apresenta uma quimica de sequenciamento totalmente independente de moléculas modificadas,
sem uso de nucleotideos fluorescentes, tornando o equipamento e seus reagentes mais baratos
do mercado, uma vez que sua deteccdo é feita pela variacdo do pH, que € captada por um

transistor e convertida em um sinal elétrico (VARUZZA, 2013).

O Sequenciamento de nova geracdo tem permitido o estabelecimento do perfil genémico
de diversas lesdes, tendo se constituido uma ferramenta adicional para entender, classificar e
desenvolver novas modadalidades terapéuticas dos mais variados tipos de doencas. Nos Ultimos
anos, essa tecnologia vem sendo empregada no estudo de lesGes odontogénicas permitindo a
identificacdo de mutacdes e polimorfismo de nucleotideo Unico em ameloblastomas (KURPA
etal., 2014, BRUNER et al., 2015), tumor odontogénico adenomatdide (GOMES et al., 2016),
cisto odontogénico glandular (SIQUEIRA et al., 2017), queratocistos odontogénico (CHA et
al., 2017; FRANCA et al, 2018) e tumor odontogénico primordial (MIKAMI et al., 2018).

2.3 ALTERACOES MOLECULARES EM LESOES ODONTOGENICAS

Mutacdes genéticas e polimorfismo de nucleotideo Gnico em genes que codificam
diversos transdutores de sinais de vias moleculares estdo sendo identificados em muitas lesdes
odontogénicas e relacionados a sua patogénese. Kurppa et al. (KURPPA et al., 2014) analisaram
24 amostras de ameloblastomas para a mutacdo do gene BRAF por sequenciamento de cDNA.
A imuno-histoquimica especifica do BRAFV600E também foi realizada para os casos em que
as seccOes adequadas do tumor estavam disponiveis. De 24 tumores, 15 (63%) apresentaram
mutacdo BRAFV600E (17909T>A). Apesar das mutagdes terem sido encontradas em pacientes
com diferentes etnias, ndo houve associacgdo significativa para uma etnia especifica. N&do foi
observada também correlacdo da mutacdo BRAF com o sexo ou idade dos pacientes, histologia
do tumor, recorréncia ou nivel de expressdao do EGFR (p>0,1). De acordo com os autores do
trabalho, a presenca de mutacgdes ativadoras de BRAF sugere o envolvimento de uma via

hiperativa de RAS-RAF-MAPK na patogénese dos ameloblastomas, seja pela sinalizacao
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mediada por EGFR ou por meio de mutacdes ativadoras do gene BRAF, o que oferece uma
justificativa para o planejamento de terapias direcionadas nos casos de ameloblastoma.

O gene BRAF, membro da familia RAF Serina/Treonina quinase, € um regulador chave
na via MAPK/ERK. A mutagdo pontual BRAFV600E foi identificada como uma mutacao
oncogénica comum em melanoma maligno e outras neoplasias malignas e benignas (KATO,
LIPPMAN, FLAHERTY & KURZROCK, 2016). Além dos trabalhos realizados por Kuppa et
al. (KURPPA et al.,2014), estudos mostraram a funcdo oncogénica da mutacdo BRAFV600E
em outros tumores odontogénicos, a exemplo do fibroodontoma ameloblastico, fibroma
ameloblastico e carcinoma ameloblastico, como um indutor da sinalizacdo mitogénica
(BRUNNER et al, 2015). Em um recente estudo, Cha et al. (CHA et al., 2017) observaram
gue a mutacdo BRAFV600E também ¢é encontrada com frequéncia em ceratocistos

odontogénicos e sugerem que outras mutacdes possam existir nestas lesdes.

Devido a ocorréncia de relatos na literatura de mutacées BRAFV600E nos ceratocistos
odontogénicos, Franca et al. (FRANCA et al., 2018) avaliaram a incidéncia desta mutacdo em
um conjunto de 28 ceratocistos odontogénicos. Destes, 20 amostras eram de ceratocistos
esporadicos e 8 amostras eram de ceratocistos associados a Sindrome do Carcinoma
Basocelular Nevoide (SCBN). Dez amostras dos ceratocistos esporadicos e 08 amostras dos
ceratocistos associados a SCBN foram submetidos ao sequenciamento de nova geracdo (SNG).
Nas outras 10 amostras de ceratocistos odontogénicos esporadicos foram avaliadas a mutacéao
BRAFV600E usando o gPCR através do ensaio TagMan®. Nenhuma das 18 amostras
sequenciadas mostrou a mutacdo BRAFV600E (ou qualquer outro V600). A mutagéo
BRAFV600E foi detectada apenas pelo gPCR em um dos 10 ceratocistos esporadicos avaliados
pelo ensaio TagMan®. Os autores concluiram que 0 BRAFV600E ndo desempenha um papel

central na patogénese do ceratocisto odontogénico.

Gomes et al. (GOMES et al.,, 2016) avaliaram amostras do tumor odontogénico
adenomatoide (TOA) de um paciente portador da sindrome de Schimmelpenning com multiplos
TOAs e dois TOAs esporadicos para mutacdes em um painel de 50 oncogenes e genes
supressores de tumor, incluindo a familia RAS. Os autores também investigaram a mutagédo
KRASG12V em 06 amostras adicionais de TOAS pelo ensaio TagMan®. A mutacdo KRAS foi
detectada nas trés amostras sequenciadas, bem como em quatro das seis amostras adicionais e

validada pelo sequenciamento de Sanger. Nenhuma outra mutacao patogénica foi detectada. Os
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autores ainda determinaram a especificidade da mutacdo KRASG12V no contexto de tumores
odontogénicos avaliando amostras de ameloblastomas, tumores de células fantasmas
dentinogénicas e de mucosa oral utilizando o ensaio TagMan®, sendo todas negativas para a
referida mutacdo. Além da identificacdo da mutacdo recorrente de KRASG12V em uma alta
proporcdo de TOAS, os autores encontraram uma delecdo, englobando o gene IGF2BP3, cujo

papel potencial na tumorigenese ainda est& por ser determinado.

Siqueira et al. (SIQUEIRA et al.,2017) investigaram alteracbes moleculares no cisto
odontogénico glandular (COG) utilizando um painel contendo 2856 muta¢Bes somaticas
previamente descritas em 50 oncogenes e genes supressores de tumor através do
sequenciamento de nova geracdo em uma amostra de conveniéncia de 07 espécimes de COG
fixados e embebidos em parafina. Foram identificadas 06 variantes de nucleotideo Unico
(SNVs) missenses nos genes TP53 p.Pro72Arg, KDR p.GIn472His, PIK3CA p.Glu689Lys,
PIK3CA p.Ala708Thr, KIT p.Met541Leu e TP53 p.Leu289Phe. Os SNVs PIK3CA
p.Glu689Lys, PIK3CA p.Ala708Thr e TP53 p.Leu289Phe ocorreram em uma frequéncia
inferior a 5% abaixo do limite de detec¢do do ensaio. Nenhuma das outras trés SNVs filtradas
com frequéncia superior a 5% ( TP53 p.Pro72Arg, KDR p.GIn472His e KIT p.Met541Leu) foi
relatada como patogénica ou predita como deletéria ou danosa, porém sao relatadas como
polimorfismo de nucleotideo nico comum (SNPs) no The UCSC Genome Browser. O estudo

mostrou a auséncia de variantes genéticas com efeito patogénico no COG.

Mikami et al. (MIKAMI et al., 2018) submeteram seis casos de tumor odontogénico
primordial (TOP) a analise imunohistoquimica e ao sequenciamento de nova geracdo (SNG)
para investigar sua patogénese e a possivel razdo da ndo formacao de esmalte e dentina por esta
lesdo. Foram avaliados 151 genes associados ao cancer, 42 genes associados a odontogénese e
o0 nivel da expressdo de mMRNA por SNG. A expressdo de proteinas associadas a amelogénese
e dentinogénese foram examinadas através da imuno-histoquimica. Ndo foram detectadas
mutacdes somaticas em nenhum dos 151 genes associados ao cancer e 42 genes associados a
odontogénese ao comparar o resultado do sequenciamento com as sequéncias génicas de
referéncia e base de dados de dSNP, ou as sequéncias génicas de DNA de tecido estromal. Os
autores concluiram que apesar do TOP ser uma leséo de origem odontogénica, sua patogénese
é geneticamente diferente das demais lesbes. Embora ndo tenha sido possivel elucidar os
mecanismos dos defeitos na formacdo de dentina pelo TOP, os autores enfatizaram a

necessidade de um maior acimulo de dados clinicos, morfoldgicos e genéticos para este fim.
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2.4 ALTERACOES MOLECULARES EM MIXOMAS (ODONTOGENICOS)

A patogénese molecular do MO ainda € pouco conhecida e sua natureza clonal ainda é
controversa. Gomes et al. (GOMES et al., 2009) avaliaram a clonalidade de tumores
odontogénicos baseada no ensaio HUMARA e de acordo com os referidos autores, apesar da
maioria dos tumores odontogénicos possuirem uma origem monoclonal, no caso do MO néo
foi possivel estabelecer sua natureza clonal, uma vez que das duas amostras incluidas no estudo,
uma revelou monotipia, enquanto a outra amostra revelou policlonalidade (GOMES et al, 2009;
GOMES et al, 2011).

Perdigéo et al. (PERDIGAO et al., 2005) rastrearam mutacdes do gene PRKAR1A em
17 casos de MO de pacientes sem CNC e avaliaram a expressao da proteina PRKAR1A através
da imuno-histoquimica nesses espécimes. Mutacgdes da regido codificadora do gene PRKAR1A
foram identificadas em dois tumores, ambas heterozigotas. Nos dois espécimes observou-se
auséncia ou diminuicao significativa da marcacdo do PRKAR1A quando comparados com 0s
tecidos normais circundantes. Uma mutacdo (c.725C>A) levou a substituicdo de aminoacidos
ndo conservativa em uma area altamente conservada do gene (A213D); outra levou a uma
delecdo de um Unico par de bases que levava a um desvio de quadro (del774C) e um cédon de
parada de 11 aminodacidos a jusante do local da mutagdo. Sete, dos 15 tumores sem mutagdes
mostraram auséncia de PRKARZ1A nas células tumorais e uma abundante marcacdo imuno-
histoquimica para a referida proteina. Os autores concluiram que o0 PRKAR1A pode estar
envolvido na patogénese dos MO pela sua regulacdo negativa, causados por mutacdes e/ou

outros mecanismos genéticos.

Maleszewski, Larsen, Kip et al. (MALESZEWSKI, LARSEN, KIP et al., 2014),
avaliaram 103 casos de mixomas cardiacos esporadicos e 07 casos de mixomas cardiacos
associados ao Complexo de Carney (CNC), uma sindrome neoplasica endocrina mdaltipla
associada a varios tipos de mixomas, mas ndo MO, e observaram a ocorréncia de alteragdes no
gene PRKAR1A, que codifica a subunidade reguladora de proteina quinase A (PKA), um gene
que funciona como supressor de tumores, em ambos os tipos de mixoma cardiacos. Atraves do
sequenciamento de Sanger e da avaliacdo imuno-histoquimica para a proteina PRKARI1A,
respectivamente, observaram que a mutacdo PRKAR1A é de natureza somaética, e que exerce

um papel no desenvolvimento de ambas as variantes do mixoma cardiaco tanto ao nivel
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genético quanto ao nivel protéico, uma vez que a expressdo de PRKARLA foi totalmente
perdida em todos os tumores associados ao CNC e em 32% dos mixomas cardiacos isolados.

As semelhancas histopatologicas compartilhadas entre mixomas cardiacos e mixomas
odontogénicos, juntamente com a escassez de relatos de genes envolvidos na patogénese desta
lesdo, motivaram Boson et al. (BOSON et al.,1998) a investigar a presenca de mutagdes GNAS
em 23 casos de mixomas odontogénicos esporadicos. Os fragmentos gendmicos das lesdes
foram amplificados por meio de PCR. As mutacdes ndo foram encontradas em nenhum dos
tumores analisados e desta forma os autores concluiram que os mixomas odontogénicos ndo

estdo associados a mutacdes ativadoras do gene GNAS.

Willems et al. (WILLEMS et al., 2009) analisaram uma série de 10 casos de mixomas
intramusculares e 10 casos de mixofibrossarcomas de grau I, ambos tumores mesenquimais
caracterizados por uma abundante matriz extracelular mixoide, para as mutacfes GNAS, KRAS
e TP53. Mutacbes ativadoras do GNAS foram encontradas exclusivamente em 50% dos
mixomas intramusculares. Nao foram detectadas mutacGes no codon KRAS 12/13 ou no TP53.
Os autores concluiram que apesar da sobreposicao histoldgica dos mixomas intramusculares e
mixofibrossarcomas de grau I, a analise da mutacdo GNAS pode ser (til para distinguir as
referidas lesdes e explicar seu comportamento clinico diversificado, uma vez que diferentes
aberracdes genéticas moleculares e diferentes composicdo da MEC foram encontradas em

ambas as lesoes.

Com o objetivo de verificar a prevaléncia das muta¢cdes do gene GNAS no cddon 201
em lesdes mixomatosas, como 0 mixoma intramuscular, mixoma atrial e outras lesdes mixoides,
Walther et al. (WALTHER et al., 2014), por meio de PCR e sequenciamento direto, analisaram
o status da mutacdo GNAS usando DNA gendmico isolado de 97 amostras fixadas e embebidas
em parafina, incluindo 63 mixomas intramusculares, 19 casos de outras lesdes mixoides, 8 casos
de displasia fibrosa esporadica e 07 casos de mixoma atrial. Dentre as lesGes mixomatosas
apenas foram detectadas mutacdes do GNAS em 36,5% dos pacientes com mixoma
intramuscular, sendo os hostpots mutacionais R201H e R201C igualmente afetados. Mutacdes
do GNAS também foram encontradas em 62,5% das displasias fibrosas. Os autores concluiram
que este gene desempenha um papel importante em diferentes vias e procedimentos
metabolicos, codificando a subunidade alfa da proteina G, que esta expressa de forma

onipresente. As mutacGes no gene GNAS estdo associadas a diferentes doencas e podem causar
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mudancas significativas na sinalizacéo celular, além de que a analise de tal mutacdo pode ajudar

a distinguir casos de mixofibrossarcoma de baixo grau e mixoma intramuscular.

Em um estudo recente, Bekers et al. (BEKERS et al., 2019) avaliaram um total de 34
amostras de mixoma intramuscular (MI) quanto a presenga da mutagdo no gene GNAS. Destas,
29 amostras foram analizadas utilizando o ensaio TagMan para deteccdo de mutacdes GNAS
€.601C>T e ¢.602G>A em MI e 32 amostras foram avaliadas usando uma nova abordagem
baseada no sequenciamento de nova geracdo empregando sondas de inversdo molecular
marcada com molécula Unica (smMIP) para identificar mutacfes no exon 8 e 9 do GNAS.
Foram encontradas mutacdes GNAS em 57% das amostras analisadas pelo SNG e em 55% das
amostras analisadas pelo ensaio TagMan. Ao combinar os resultados de ambos os testes, 68%
das amostras analisadas mostraram presenca da mutacdo no GNAS, sendo esta mutacdo
identificadora deste tipo de mixoma. Os resultados entre os dois ensaios foram comparados
quanto a capacidade de detectar mutagcdes no GNAS e, de acordo com os autores do trabalho,
tanto o ensaio TagMan quanto 0 SNG mostraram um alto grau de concordancia na deteccédo de
mutacdes hotspot GNAS em MI com sensibilidade comparavel (BEKERS et al., 2019).

AlteracBes epigeneticas relacionadas a regulacdo de genes envolvidos no controle do
ciclo celular tém sido descritas em diferentes neoplasias benignas e malignas. Dentre essas, a
metilacdo do DNA é um eficiente mecanismo epigenético de repressdo transcricional que
promove o remodelamento da cromatina tornando-a menos ou mais acessivel a transcricéo.
Moreira et al. (MOREIRA et al., 2011) investigaram 0 padrdo de metilacdo dos genes P16
(CDKN2A), P21 (CDKN1A), P27 (CDKN1B), P53 (TP53) e RB1, todos genes supressores de
tumores, em MO e polpas dentarias. O estudo revelou que no MO, dentre os genes estudados,
apenas os genes P27, P53 e RB1 sofrem hipometilagéo e que mais estudos sdo necessarios para

delinear a importancia dessas alteracdes epigenéticas na patogénese do MO.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar alteracfes gendémicas presentes no MO.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar 2.855 mutac6es hotspot em 50 oncogenes e genes supressores de tumores
em neoplasias humanas no MO;

o ldentificar e caracterizar as variantes encontradas, comparando-as em relacao as
amostras do estudo;

¢ ldentificar os genes com efeito patogénico associados ao MO.

e Descrever e caracterizar as variantes patogénicas, comparando-as em relacao a

amostra do estudo;
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Os pacientes selecionados foram informados sobre os objetivos do estudo, tendo a
oportunidade de esclarecer quaisquer davidas. Foi solicitada a leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelo paciente ou responsavel, caso concordasse em
participar. O paciente também foi informado que durante qualquer etapa do projeto de pesquisa
ele teria o direito de desistir e ndo sofreria nenhuma penalizacdo, nem seriam interrompidos 0s
procedimentos necessarios para o término do seu tratamento. O projeto de pesquisa foi
aprovado pelo comité de ética e pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais [CAAE:
30405514.5.0000.5149(Anexo 1)].

4.2 PACIENTES E AMOSTRAS

Foram incluidas no estudo 09 amostras de tecidos com o diagnostico de mixoma
odontogénico. Seis das amostras foram obtidas de tecidos frescos coletadas na clinica de
Semiologia e Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG. Os materiais foram
obtidos durante os procedimentos cirdrgicos de bidpsia. Os fragmentos foram coletados do
interior da lesdo e acondicionados em criotubos contendo as solugfes RNA later e Tissue-Tek
(Sakura Finetek, CA, EUA), sendo ambos armazenados a - 80°C. Um fragmento adicional de
cada amostra foi fixado em formol tamponado a 10%, processado e incluido em parafina para
avaliacdo histopatoldgica. Trés amostras fixadas em formalina e incluidas em parafina foram
recuperadas dos arquivos do servico de patologia bucal da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia. Todos os diagndsticos foram revisados por dois patologistas

orais experientes (J.N.S e R.S.G).
4.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA das 06 (seis) amostras de tecidos frescos armazenadas em Tissue-
Tek (Sakura Finetek, CA, EUA) a — 80°C foi realizada utilizando o Kit Dneasy tissue Kit

(QIAGEN®, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante. Para a extragdo do

material genético nas 03 (trés) amostras incluidas em parafina, utilizamos o QIAMP DNA FFPE
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Tissue Kit (formalina fixed paraffin embedded — FFPE samples; Qiagen Inc., Valéncia, CA)

seguindo o protocolo também do respectivo fabricante.

O DNA resultante de cada amostra foi quantificado com o Qubit® Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) antes do preparo da biblioteca para o sequenciamento de
nova geragdo. A medigdo da pureza do acido nucleico foi realizada utilizando o NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific In., Waltham, MA). As amostras que ndo atingiram a qualidade

necessaria para a preparacao da biblioteca de DNA foram descartadas.

4.4 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (SNG)

O sequenciamento de nova geracao foi realizado, utilizando um painel (pool de primers)
lon AmpliseqTM Cancer Hotspot Panel v2 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). O painel
foi utilizado em uma PCR multiplex para preparacdo de bibliotecas de amplicons de regides
genbmicas frequentemente mutadas no cancer. Este painel investiga mutacbes em 207
amplicons dos seguintes 50 genes: SMARCBL1, RB1, TP53, ERBB4, FBXW?7, BRAF, KIT,
GNAS, HRAS, EGFR, PDGFRA, PIK3CA, CDKNZ2A, ERBB2, ABL1, JAK2, KRAS, NRAS,
NOTCH1, ATM, FGFR1, STK11, PTPN11, APC, SMAD4, PTEN, SMO, CTNNB1, RET,
IDH2, SRC, EZH2, VHL, MPL, NPM1, FLT3, FGFR3, CDH1, KDR, HNF1A, MLH1, ALK,
IDH1, GNAQ, AKT1, JAK3, FGFR2, GNA11l, MET e CSF1R.

Inicialmente, no preparo da biblioteca, foi realizada uma reacao de PCR para amplificar
regides alvo do DNA gendmico, utilizando lon AmpliseqTM HiFi Mix, lon AmpliseqTM
Primer Pool (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), DNA da amostra e agua nucleasse-free.
Apdbs a termociclagem foi realizada uma digestdo parcial das sequéncias dos primes,
adicionando-se 0 reagente FuPa e submetendo a outra termociclagem. A etapa seguinte
consistiu na ligacao dos adaptadores aos amplicons, utilizando-se os reagentes Switch Solution,
barcode adapter mix e DNA ligase (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), seguida de nova
termociclagem. Posteriormente foi realizada a purificagdo das bibliotecas amplificadas,
utilizando o reagente Agencourt® AMPure® XP (Beckmancoulter, Beverly, Ma, EUA), etanol
70% e uma raque magnética. As bibliotecas foram quantificadas por PCR em tempo real,
usando lon Library Quantitation Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), e diluidas a uma
concentracéo de 100 pM.
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As amostras foram entdo amplificadas através de PCR em emulsdo no instrumento lon
One Touch 2. Apos amplificacdo, as amostras foram submetidas ao controle de qualidade,
usando o teste lon SphereTM quality control e aquelas adequadas foram enriquecidas no One
TouchTM ES de acordo com as instrugdes do fabricante. O sequenciamento utilizou lon 314TM
Chip v2 e lon 316TM Chip v2 no equipamento lon Personal Genome Machine System - lon
PGMTM System (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

O programa lon Reporter 5.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) foi utilizado
para o alinhamento das leituras ao genoma humano (hgl19). Variantes missenses e somaticas
foram filtradas considerando variantes de nucleotideo Unico (SNV), inserc¢des ou delecoes,
variantes de mdltiplos nucleotideos (MNV) e longas delecdes. As variantes resultantes foram
visualmente analisadas através do programa Integrative Genomics Viewer- IGV versao 2.3
(Broad Institute, Cambridge, MA) para avaliar a representatividade bidirecional e identificar
eventuais falsas variantes (THORVALDSDOTTIR; ROBINSON; MESIROV, 2013).
Selecionamos as variantes que apresentam alta profundidade de sequenciamento (maior que
x100) e frequéncia superior a 10% (SINGH; PATEL, ROUTBORT et al, 2013). As ferramentas
online PolyPhen-2  (Polymorphism Phenotyping v2 acessado em http:  //
genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ ) (ADZHUBEI et al., 2010) e SIFT (Sorting Tolerant From
Intolerant acessado em https://sift.bii.a-star.edu.sg/)(NG; HENIKOFF, 2001) foram usadas

para predi¢cdo do possivel impacto funcional da substituicdo de um aminoacido na constituicao

da proteina. Variantes eleitas candidatas a validacdo de Sanger foram estabelecidas como
aquelas relatadas na ClinvVar (LANDRUM et al., 2016)(https://www-ncbi-nlm-nih-
gov.ez10.periodicos.capes.gov.br/clinvar/) como variantes patogénicas ou aquelas classificadas
como prejudicial e ndo-tolerado pelos escores SIFT (NG; HENIKOFF, 2001) e PolyPhen
(ADZHUBEI et al., 2010).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Seis das nove amostras iniciais de MO incluidas em nosso estudo passaram pelas etapas
de controle de qualidade apds a preparacdo da biblioteca e foram sequenciadas. Trés amostras
foram de individuos do sexo masculino e trés de individuos do sexo feminino, variando de 21
a 53 anos de idade (idade mediana: 25 anos) . Uma delas estava localizado na maxila e as outras
na regido de mandibula posterior. As amostras 01 e 04 de mixomas foram de FFPE, as demais
foram de tecido fresco (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo dos casos de MO sequenciados no estudo

Amostra Sexo Idade Localizacao Tipo de Amostra
01 M 22 Mandibula direita FFPE
02 M 22 Hemi mandibula Tecido fresco
03 F 29 Maxila esquerda Tecido fresco
04 F 21 Mandibula direita FFPE
05 F 53 Mandibula esquerda Tecido fresco
06 M 28 Mandibula direita Tecido fresco

Fonte: Elaborada pelo autor

5.2 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

No SNG foram obtidas entre 272,441 a 359,853 reads por amostra. O comprimento
médio foi de 119pb. O nimero de bases sequenciadas variou de 33.158.218 a 40.333,712 e
100% das bases apresentaram valor de qualidade maior igual a 20 (>Q20) (EWING et al., 1998)
(Tabela 02).
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Tabela 2 — Resultado das corridas do SNG

Barcode Name Sample Bases >Q20 Reads Mean Read
Length
lonXpress_011 01 40,333,712 39,241,234 359,853 112 bp
lonXpress_001 02 37,251,563 35,759,983 313,882 136 bp
lonXpress_002 03 36,362,228 34,949,019 309,172 118 bp
lonXpress_008 04 35,717,168 34,097,284 318,263 112 bp
lonXpress_013 05 35,872,226 34,252,801 300,853 119 bp
lonXpress_014 06 33,158,208 31,662,790 272,441 122 bp

Fonte: Elaborada pelo autor

As analises resultaram nas seguintes variantes missense de nucleotideo Unico (Tabela
03): PIK3CA p.lle391Met nas amostras 02, 04 e 06; KIT p.Met541Leu nas amostras 02, 05 e
06; TP53 p.Pro72Arg nas amostras 01, 02, 03, 04, 05 e 06; KDR p.GIn472His nas amostras 01,
02, 03 e 05; SMARCBL p.Thr72Lys apenas na amostra 03 e JAK3 p.Val722lle apenas na
amostra 04. Apds analise de todas as variantes identificadas pelo programa Integrative
Genomics Viewer- IGV verséo 2.3 (Broad Institute, Cambridge, MA), a variante SMARCB1
p.Thr72Lys identificada na amostra 03 foi excluida e reportamos apenas as demais variantes.
Todas as variantes foram preditas como benignas e toleraveis pelos programas PolyPhen e
SIFT, respectivamente, a excecdo da variante JAK3 p.Val722lle, ocorrida na amostra 04, que
obteve um escore SIFT < 0,05 em que de acordo com sua classificacdo a mudanca de
aminocido é prevista como prejudicial. Nenhuma variante patogénica foi detectada nos casos
estudados. Em todas as 06 amostras sequenciadas foram identificadas variantes de nucleotideo
unico missenses que representam um potencial polimorfismo, por apresentarem a frequéncia
do alelo minoritario (MAF) maior que 1%. (Tabela 04).
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Tabela 3 — Variantes missense detectadas na coorte de amostras de mixoma odontogénico utilizando painel hotspot de 50 genes do cancer

Caso Posicdo Genes Frequéncia Exon Transcrito Variante Mudanca de dbSNP MAF*
(%) amino acido

01* Chr4:55972974 KDR 52.70 11 NM_002253.2 c.1416A>T p.GIn472His rs1870377 0.235

Chrl7:7579472 TP53 50.73 4 NM_000546.5 €.215C>G p.Pro72Arg rs1042522 0.398

02 chr3:178927410 PIK3CA 26.72 7 NM_006218.2 €.1173A>G p.lle391Met rs2230461 0.073

chr4:55593464 KIT 78.65 10 NM_000222.2 c.1621A>C p.Met541Leu rs3822214 0.064

chr4:55972974 KDR 100 11 NM_002253.2 c.1416A>T p.GIn472His rs1870377 0.235

chrl7:7579472 TP53 50.64 4 NM_000546.5 €.215C>G p.Pro72Arg rs1042522 0.398

03 chr4:55972974 KDR 52.93 11 NM_002253.2 C.1416A>T p.GIn472His rs1870377 0.235

chrl7:7579472 TP53 52.21 4 NM_000546.5 €.215C>G p.Pro72Arg rs1042522 0.398
chr22:24134064 SMARCB1 9,05 2 NM_003073.3 €.215C>A p.Thhr72Lys - -

04* chr3:178927410 PIK3CA 63.93 7 NM_006218.2 c.1173A>G p.lle391Met rs2230461 0.073

chrl7:7579472 TP53 48.34 4 NM_000546.5 €.215C>G p.Pro72Arg rs1042522 0.398

chr19:17945696 JAK3 58.74 16 NM_000215.3 €.2164G>A p.Val722lle rs3213409 0.004

05 chr4:55593464 KIT 51.23 10 NM_000222.2 c.1621A>C p.-Met541Leu rs3822214 0.064

chr4:55972974 KDR 100 117 NM_002253.2 C.1416A>T p.GIn472His rs1870377 0.235

chrl7:7579472 TP53 87.68 4 NM_000546.5 €.215C>G p.Pro72Arg rs1042522 0.398

06 chr3:178927410 PIK3CA 40.23 7 NM_006218.2 c.1173A>G p.lle391Met rs2230461 0.073

chr4:55593464 KIT 49.85 10 NM_000222.2 c.1621A>C p.Met541Leu rs3822214 0.064

chrl7:7579472 TP53 98.68 4 NM_000546.5 €.215C>G p.Pro72Arg rs1042522 0.398

*MAF>0.01 (1000 Genomes Project) sdo consideradas variantes de nucleotideo Ginico comuns e representam, potenteciais polimorfismos

DbSNP, single nucleotide polymorphism database; MAF, minor allele frequency.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 4 - Espectro mutacional do MO no sequenciamento da proxima geracdo

Caso Posicdo Genes SIFT® PolyPhen® SNPs comuns na Clinvar Validacao Sanger
UcCsC

1* Chr4:55972974 KDR Tolerado Benigno Sim Alelo ndo testado Né&o
Chrl7:7579472 TP53 Tolerado Benigno Sim Né&o patogénico Néo

2 chr3:178927410 PIK3CA Tolerado Benigno Sim Benigno N&o
chr4:55593464 KIT Tolerado Benigno Sim Prov. Benigno N&o
chr4:55972974 KDR Tolerado Benigno Sim Alelo néo testado Néo
chrl7:7579472 TP53 Tolerado Benigno Sim Né&o patogénico Néo

3 chr4:55972974 KDR Tolerado Benigno Sim Alelo ndo testado N&o
chrl7:7579472 TP53 Tolerado Benigno Sim Né&o patogénico N&o
chr22:24134064 SMARCB1 Tolerado Benigno Sim - Excluida

4* chr3:178927410 PIK3CA Tolerado Benigno Sim Benigno Né&o
chrl7:7579472 TP53 Tolerado Benigno Sim Né&o patogénico Né&o
chr19:17945696 JAK3 Prejudicial Benigno Nao Né&o testado Nao

5 chr4:55593464 KIT Tolerado Benigno Sim Prov. Benigno Nao
chr4:55972974 KDR Tolerado Benigno Sim Alelo ndo testado Né&o
chrl7:7579472 TP53 Tolerado Benigno Sim N&o patogénico Nao

6 chr3:178927410 PIK3CA Tolerado Benigno Sim Benigno Nao
chr4:55593464 KIT Tolerado Benigno Sim Prov. Benigno Né&o
chr7:7579472 TP53 Tolerado Benigno Sim Né&o patogénico Né&o

Fonte: Elaborada pelo \utor

30



6 DISCUSSAO

A base molecular da patogénese do MO permanece desconhecida e 0s estudos
moleculares desta entidade ainda estéo escassos. Ao nosso conhecimento, esta foi a primeira
vez que o SNG foi utilizado para investigar mutagdes no MO, e desta forma o presente estudo
vem a contribuir com a descricdo de alteracfes genéticas para esta lesdo. Devido ao fato do MO
se tratar de um tumor ectomesenquimal, foi estabelecida uma comparacdo com sarcomas, uma
vez que descobertas recentes em sarcomas apontam para mutacées em genes cobertos pelo

painel utilizado por nos.

No presente estudo, observou-se em trés amostras de MO uma mutacdo KIT, variante
de nucleotideo unico (SNV, Single nucleotide variant) missense, p.Met541Leu. A analise desta
variante de acordo com as plataformas SIFT (NG; HENIKOFF, 2001) e PolyPhen (ADZHUBEI
et al., 2010), mostrou-se tratar de uma mutacao tolerada e benigna, respectivamente. De acordo
com o Projeto 1000 Genomas (1000 Genomes Project, 2012), a frequéncia do alelo minoritario
para esta variante (MAF>0,01) sugere polimorfismo genético. As vias de sinalizacdo
estimuladas pela proteina KIT controlam muitos processos celulares importantes, como
crescimento e divisdo celular (proliferagdo), sobrevivéncia e movimento (migragéo), sendo
importante também para a funcdo de células como mastocitos e melandcitos. Mutagdes no gene
KIT foram identificadas por Movva et al. (MOVVA et al.,2015) em osteosarcomas e sarcomas
sinovial e por Vitiello et al. (VITIELLO et al., 2019) em sarcoma gastrintestinal. Essa mesma
mutacdo foi encontrada por Siqueira et al. (SIQUEIRA et al., 2017) no COG, outra leséo de
origem odontogénica, ao utilizar um painel semelhante, porém, como no presente estudo, esta

mutacdo nao foi relatada como patogénica ou predita como deletéria ou danosa.

Todas as amostras de MO deste estudo exibiram variante de nucleotideo tnico (SNV)
missense ndo patogénico TP53 p.Pro72Arg. Apesar disso, de acordo com a Universidade
Californiana Santa Cruz (UCSC) esta variante encontrada esta incluida como polimorfismo de
nucleotideo Unico comum encontrado na populacdo brasileira. O gen TP53 fornece instrucao
para producdo da proteina tumoral p53, que atua como supressora de tumor, regulando a divisao
celular, impedindo que a célula prolifere de maneira répida e descontrolada. MutacGes

patogénicas neste gene foram descritas em angiossarcoma nos estudos realizados por Italiano
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etal. (ITALIANO et al, 2012) e Movva et al. (MOVVA et al, 2015). Karga et al. (KARGA et
al., 2000) também ndo identificaram mutagdes patogénicas nos genes TP53 ao estudar mixomas
cardiacos. Nossos achados, juntamente com os achados de karga et al. (KARGA et al., 2000) é
plausivel, uma vez que anormalidades neste gene foram descritas em uma variedade de canceres

humanos, mas raramente foram descritas em neoplasias benignas.

No presente estudo, quatro amostras de MO exibiram a variante de nucleotideo unico
KDR p.GIn472His. Apesar do significado clinico ainda néo ter sido testado, esta previsto ser
tolerado e benigno pelo SIFT (NG; HENIKOFF, 2001) e PolyPhen (ADZHUBEI et al., 2010)
respectivamente. O gene KDR é responsavel pela codificacdo de um dos receptores do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR), um receptor tirosina quinase tipo Il1, localizado no
cromossomo 4q11-q12, que atua como um mediador da proliferacdo endotelial induzida pelo
VEGF (LU et al, 2000). Movva et al. (MOVVA et al.,, 2015) identificaram mutagdes
patogénicas no gene KDR em sarcomas pleomorficos indiferenciados, angiossarcomas,
sarcoma sinovial e Vitinello et al. (VITINELLO et al., 2019) identificou mutacGes patogénicas
neste gene no sarcoma gastrintestinal. De acordo com a base de dados de mutac6es em cancer,
COSMIC, a maior frequéncia de mutacgdes neste gene, ocorre em canceres de tecidos moles
(FORBES et al., 2017). No que diz respeito aos mixomas, Sakamoto et al. (SAKAMOTO et
al., 2004) identificaram a expressao do gene KDR em mixomas cardiacos e Bologna-Molina et
al. (BOLOGNA-MOLINA et al., 2015) observaram que no MO existe uma imunoexpressao
significativa do VEGF, embora os autores ndo tenham investigado uma possivel expressdo do
gene KDR nessas lesdes. Apesar do tamanho de nossa amostra ter sido pequena e ndo podermos
afirmar com veeméncia que esta variante esta relacionada com o desenvolvimento do mixoma

odontogénico, essa possibilidade ndo pode ser descartada.

Uma outra variante missense encontrada pelo sequenciamento de nova geragao em trés
casos de MO estudados por néds, foi a mutacdo em PIK3CA p.lle391Met. Esta mutacdo de
acordo com os preditores PolyPhen (ADZHUBEI et al., 2010) e ClinVar (LANDRUM et al.,
2016) ¢ dita como benigna e toletada pelo SIFT (NG; HENIKOFF, 2001). A sinalizacéo
mediada pelo PIK3 € importante para muitas atividades celulares, incluindo crescimento e
divisdo celular (proliferacdo), movimento de células (migracéo), producdo de novas proteinas,
transporte de materiais dentro das células e sobrevivéncia celular (ZHAO; VOGT, 2008).

Mutacgdes neste gene resultam na producao de uma subunidade p110a alterada que permite que
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a PIK3 sinalize sem regulacgdo, contribuindo para uma proliferacdo descontroladas de células,
e que juntamente com outras mutacdes combinadas em outros genes possam levar ao
desenvolvimento do cancer. Movva et al. (MOVVA et al., 2015) identificou a mutagéo PIK3CA
em 04 casos de lipossarcomas mixoides e em 01 caso de lipossarcoma pleomorfico de alto grau
e em um estudo recente, Niklander et al. (NIKLANDER et al., 2019) identificou a mesma

mutacdo no carcinoma amelobastico.

Uma das amostras de MO apresentou mutacdo no JAK3 p.Val722lle. Esta variante de
nucleotideo Gnico ocorre na regido que corresponde ao dominio da proteina quinase 1 do JAK3.
De acordo com a plataforma SIFT é predito como prejudicial (NG; HENIKOFF, 2001), porém
benigno pelo PolyPhen (ADZHUBEI et al., 2010). Apesar desta mutacdo ndo estar incluida no
banco de dados de SNPs comuns da UCSC, provavelmente represente um SNP, uma vez que a
frequéncia do menor alelo foi maior que 1% (1000 Genomes Project, 2012). A proteina JAK3
faz parte da via JAK/STAT, cuja funcdo é transmitir sinais que regulam o crescimento e a
maturacdo de células T, células B e células natural killer, ajudando a regular todo o sistema
imunoldgico. A maioria das mutacdes neste gene impede a producdo da proteina JAK3 ou
resulta em uma proteina instavel, rapidamente quebrada, levando a escassez de células
protetoras do organismo, deixando-o susceptivel a infeccdes (PESU et al.,2005). MutacGes em
JAKS3 foram descritas em lipossarcomas mixoides (MOVVA et al, 2015) e ja foi relatado como
germinativo em outros tumores. Como a amostra cuja mutacdo JAK3 identificada foi em uma
amostra de FFPE, composta exclusivamente pelo tumor, ndo foi possivel interrogar se esta

mutacdo ocorreu no DNA da linhagem germinativa desse paciente.

No presente estudo, apesar do painel utilizado incluir as muta¢des hotspot no
GNAS1, nenhuma variante foi detectada neste gene em nossas amostras. Estes achados
corroboram com os resultados negativos de mutagcdes no GNAS1 em mixomas odontogénicos
realizados em estudos anteriores (BOSON et al., 1998). Mutac¢des no GNAS1 foram implicadas
na patogénese do mixoma intramuscular (WILLEMS et al, 2009; BEKERS et al., 2019),
podendo explicar seu comportamento clinico e também servindo para diferencia-lo de outros
tipos de mixomas, uma vez que existem a sobreposicao histopatoldgica entre eles, dificultando
seu diagnostico. O gene GNASL codifica a subunidade alfa da proteina G, e mutacGes
ativadoras somaticas neste gene levam ao aumento dos niveis de AMPc e ativacao da proteina
quinase A e da via MAPK, aumentando a transcri¢do da proteina c-Fos, que esta envolvida no

crescimento e na inibicdo da apoptose (BEKERS et al., 2019).
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Os resultados do SNG utilizando este painel ndo identificou nenhuma variante no gene
KRAS em mixomas odontogénicos, entretanto mutacGes neste gene foram implicadas na
patogénese de outros tipos de mixomas, a exemplo de um subgrupo de mixomas cardiacos
(KARGA et al, 2000). De acordo com os autores Karga et al. (KARGA et al, 2000), 03 casos
de 19 mixomas cardiacos estudados, expressaram um alto nivel de proteinas p21-ras, sendo que
em dois desses casos foram identificadas mutages missense nos genes RAS, sugerindo que 0s
oncogenes RAS podem ter papel na patogénese desses tumores. A mutacdo do gene RAS ¢
relativamente comum tanto em neoplasias malignas como benignas, ocorrendo frequentemente
em adenomas de colon, adenoma e/ou carcinoma de tiredide, sendo a mutagdo de RAS
considerada um evento precoce no desenvolvimento de algumas neoplasias. Dentre as lesoes
odontogénicas, os estudos de Gomes et al. (GOMES et al., 2016) detectaram pela primeira vez
uma mutacdo recorrente em KRAS (KRASG12V) nos tumores odontogénicos adenomatoides
e uma delecdo englobando o gene IGF2BP3, cujo seu papel na tumorigénese ainda esta por ser
elucidado. Os autores também investigaram, porém ndo encontraram, esta mutacdo em

ameloblastomas e tumores de células fantasmas dentinogénicas.

Apesar de Perdigdo et al. terem identificado mutagdes no gene PRKAR1A em dois
espécimes de MO e concluirem que tais mutacGes podem estar envolvidas na patogénese do
MO pela sua regulagéo negativa (PERDIGAO et al., 2005), o painel utilizado em nosso estudo
ndo incluiu a investigacdo de mutacdes neste gene. I1sso mostra a necessidade de mais estudos
como este utilizando um painel com uma cobetura maior ou até mesmo o sequenciamento
completo do exoma desta lesdo para maiores esclarecimentos a respeito da patogénese do

mixoma odontogeénico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que variantes genéticas potencialmente patogénicas em
genes mutados no cancer cobertos por este painel ndo sdo encontrados em MO.

E possivel que os MO exibam mutagdo em outros genes ndo incluidos no painel alvo
utilizado neste estudo.

Foram identificados polimorfismo de nucleotideo Unico em todas as amostras de MO
investigadas e é possivel que tais SNVs possam exercer papel especifico no contexto da
patogénese desta lesdo.

Estudos futuros, como o sequenciamento completo do exoma do MO, poderiam revelar

alteracdes gendmicas ainda ndo encontradas que fundamentem a sua patogénese.
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ANEXO 1. Aprovacéo da pesquisa pelo Comité de Etica e Pesquisa (COEP)




