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RESUMO

IMUNOEXPRESSAO DE BAP1 EM AMELOBLASTOMAS. SANTANA, Ellen Maiany
Ribeiro; de SOUSA Silvia Ferreira. Aracaju, 2020.

O ameloblastoma € um tumor odontogénico de origem epitelial de grande relevancia clinica
devido ao seu comportamento bioldgico localmente invasivo e de alto indice de recidiva. O
tratamento de escolha, na maioria dos casos, envolve métodos radicais que causam morbidade
e deformidade facial ao paciente. A sua patogénese ainda é fonte de controvérsias, porém
estudos recentes descreveram a presenca frequente da mutacdo BRAF V600E, ja descrita em
melanomas cutaneos, uveais, orais e lesdes melanociticas benignas. O gene supressor de
tumor BAP1 codifica a proteina nuclear BAP1. A perda de expressdo nuclear de BAP1 tem
sido descrita em diferentes tumores humanos. Uma possivel combinacdo entre a mutacao
BRAF VG600E e a perda de expresséo de BAP1 tem sido descrita em proliferacdes
melanociticas. Considerando a alta frequéncia de BRAF V600E em ameloblastomas, o
objetivo deste estudo foi investigar a imunoexpressao de BAP1 em ameloblastomas. E como a
perda de BAP1 se associa com pior prognostico dos tumores, a imunoexpressao de BAP1 foi
associada com parametros clinico-patoldgicos do ameloblastoma. Para isso, uma amostra de
conveniéncia de 33 ameloblastomas solidos e unicisticos foi selecionada e submetida a
imunohistoquimica para deteccdo de BAP1. Dados clinico-patoldgicos também foram
coletados. A maioria dos casos de tumor (60,6%; 20/33) exibiu uma alta perda de expressao
de BAPL, ou seja,> 70% dos nucleos tumorais com perda de expressdo de BAP1. Nao foi
possivel estabelecer associacao significativa entre a expressdo de BAP1 e as variaveis clinicas
avaliadas. Detectamos perda da expressdo nuclear de BAP1 em alta proporcdo de casos de
ameloblastoma, independentemente dos parametros clinico-patoldgicos investigados. Estudos
adicionais sdo necessarios para melhor caracterizar se 0 BAP1 desempenha um papel na
tumorigénese dos ameloblastomas.

Descritores: Ameloblastoma. Imunohistoquimica. Mutacéo.



ABSTRACT

IMMUNOEXPRESSION OF BAP1 IN AMELOBLASTOMAS. SANTANA, Ellen Maiany
Ribeiro; de SOUSA Silvia Ferreira. Aracaju, 2020.

Ameloblastoma is an odontogenic tumor of epithelial origin of great clinical relevance due to
its aggressive, locally invasive nature and high rate of relapse. The treatment of choice, in
most cases, involves radical methods that cause morbidity and facial deformity to the patient.
Its pathogenesis is still controversial, but recent studies have described the frequent presence
of the BRAF V600E mutation, already described in cutaneous melanoma, uveal melanoma,
oral melanoma and benign melanocytic lesions. The tumour suppressor gene BAP1 encodes
the nuclear protein BRCA-1 associated protein 1 (BAP1). Loss of BAP1 nuclear expression
has been reported in several human tumours. A possible combination between the
BRAFV600E mutation and loss of BAP1 expression has been reported in melanocytic
proliferations. Considering the high frequency of BRAFV600E in ameloblastomas, we aimed
to investigate the immunoexpression of BAP1 in ameloblastomas. And, because loss of BAP1
strongly associates with poor prognosis of the tumors, the immunoexpression were associated
with clinicopathological parameters of the ameloblastomas. For this a convenience sample of
33 solid and unicystic ameloblastomas were selected and submitted to immunohistochemistry
for detection of BAP1. Clinicopathological data were also collected. Most tumour cases
(60.6%; 20/33) exhibited a high loss of BAP1 expression, i.e. > 70% of tumour nuclei with
loss of BAP1 expression. No significant association between BAP1 expression with clinical
variables evaluated could be established. We detected loss of BAP1 nuclear expression in a
high proportion of ameloblastoma cases, independently of the clinicopathological parameters
investigated. Additional studies are warranted to better characterize if BAP1 plays a role in
ameloblastomas tumorigenesis.

Key-Words: Ameloblastoma. Immunohistochemistry. Mutation.
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1 INTRODUCAO

O ameloblastoma é um tumor odontogénico de origem epitelial de grande relevancia
clinica (UGRAPPA et al., 2017). Representa 11% dos tumores odontogénicos e sua origem
ainda é fonte de controvérsias (NEVILLE et al., 2009; MILMAN et al., 2016; MAIA;
SANDRINI, 2017). Caracteriza-se por exibir comportamento agressivo, localmente invasivo e
com alto indice de recidiva, e atualmente, esta classificado em trés tipos clinicos principais:
ameloblastoma convencional (sélido/ multicistico), ameloblastoma unicistico e periférico
(extra-6sseo) (HEIKINHEIMO et al., 2015; KREPPEL; ZOLLER, 2018; WRIGHT; VERED,
2017).

Em geral, os subtipos do ameloblastoma ndo mostram predilecdo por sexo e o principal
sitio de manifestacao é a regido posterior de mandibula (GIRADDI et al., 2017; BILODEAU
et al., 2018; KREPPEL; ZOLLER, 2018). Comumente, o ameloblastoma convencional
acomete os individuos principalmente entre as terceira e sexta décadas de vida. A sua
sintomatologia é vasta, incluindo crescimento lento e expansao cortical dssea, fazendo atingir
assim grandes proporcdes, bem como causar significativas deformidades faciais, parestesia,
dor e alteragbes dentarias (JHAMB; KRAMER, 2014; HEIKINHEIMO, et al., 2015;
BILODEAU et.al., 2018; KREPPEL; ZOLLER, 2018). Rotineiramente, a apresentagdo
radiografica € descrita em “bolhas de sabdo” ou “favos de mel”, a depender do tamanho das
loculagdes Osseas (MORE et al., 2012).

A variante unicistica afeta usualmente pessoas mais jovens, assumindo também um
crescimento lento. Radiograficamente, apresenta-se como uma radiolucéncia unilocular e
pode estar em associacdo com um dente ndo irrompido; Similarmente a variante solida
(convencional), pode-se observar, em alguns casos, a presenca de deslocamento de-unidades
dentério, reabsorcdo radicular ou destruicdo de corticais Osseas (HSU et al., 2014;
BILODEAU et.al., 2018; KREPPEL; ZOLLER, 2018). O tratamento de escolha para o
ameloblastoma, na maioria dos casos, envolve meétodos radicais devido ao comportamento
biologico agressivo e as taxas de recorréncia significativas (ABDI et al., 2016; BORELLO et
al., 2016; ARAMANADKA et al., 2018).

Com o objetivo de elucidar a patogénese e desenvolver futuros alvos terapéuticos mais
conservadores para esta neoplasia, desde 2014, diversos autores descreveram a ocorréncia

frequente de uma mutacdo no gene BRAF em ameloblastomas, sendo a mutacdo BRAF
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V600E a mais comum (SWEENEY et al., 2014; KURPPA et al.,2014; BROWN et al., 2014;
BRUNNER et al., 2015; DINIZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). Esta ja foi descrita em
neoplasias malignas e benignas, incluindo lesbes orais como fibromas ameloblasticos, fibro-
odontomas ameloblasticos e carcinomas ameloblasticos (BROWN et al., 2014; GOMES et
al., 2014; BRUNNER et al., 2015; DINIZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2016; KREPPEL,;
ZOLLER, 2018).

Estudos ainda mais recentes reportaram que, tanto neoplasias malignas, ceme
(melanomas cutaneos e uveais), quanto lesdes melanociticas benignas, além de apresentarem
mutacdes recorrentes em BRAF V600E estdo associadas a alteragdo na expressdo em BAP1
(BRCA1-Associated Protein 1), um gene supressor de tumor que realiza um papel
fundamental para a carcinogénese (WIESNER et al., 2012; GAMMON et al., 2013; PIRIS et
al., 2015; SONG et al., 2017). Sendo assim, mutacdes ocasionais neste gene poderiam levar a
sua inativacdo e perda de expressdao, comprometendo sua atividade supressora tumoral e
consequentemente, levar a pré-disposicdo e ao avango de muitos tumores malignos, como ja
foi descrito (SHAH et al., 2013; WEBSTER et al., 2018). Neste contexto, alguns estudos
sugerem a combinacdo da expressdo positiva da proteina mutada BRAF V600E e a perda de
expressao nuclear em BAP1 (WIESNER et al., 2012; BUSAM et al., 2013).

Diante da alta frequéncia da mutacdo BRAF V600E recentemente reportada em
ameloblastomas e da possibilidade de uma perda de expressdo da proteina BAP1 combinada
com a mutacdo BRAF V600E, similarmente ao demonstrado em proliferagdes melanociticas
(DAMSKY e BOSENBERG, 2017), este estudo se propés a investigar a imunoexpressao de
BAP1 em ameloblastomas. E como a perda de expressio BAP1 se associa com pior
progndstico dos tumores, a imunoexpressdo de BAP1 foi associada com parametros

clinicopatoldgicos do ameloblastoma.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMELOBLASTOMA
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Os tumores odontogénicos consistem em um grupo heterogéneo de lesbes que
acometem, particularmente, o interior dos o0ssos maxilofaciais ou, mais raramente,
estabelecem-se nos tecidos moles provocando inchaco gengival e tem a sua origem em células
responsaveis pela odontogénese (MORGAN, 2011; WRIGHT et al., 2014; YUKIMORI et al.,
2017). Apresentam comportamento bioldgico diversificado, podendo exibir formacéo
hamartomatosa, que constituem verdadeiras anomalias do desenvolvimento até neoplasias
benignas de comportamento agressivo ou neoplasias verdadeiramente malignas (WRIGHT;
TEKKESIN, 2017). Quanto a origem tecidual, podem ser classificados em tumor epitelial,
mesenquimal ou misto (BILODEAU et al., 2019).

Dentre esses tumores de grande relevancia para clinica odontoldgica estd o
ameloblastoma. Este € o tumor odontogénico de origem epitelial mais comum (UGRAPPA et
al., 2017). Ele representa cerca de 1% dos tumores de cabeca e pescoco e aproximadamente
11% dos tumores odontogénicos com uma taxa de ocorréncia global de 0,92% por milhdes de
pessoas ao ano (MILMAN et al., 2016; HENDRA et al., 2019). A sua origem é fonte de
controvérsias, mas especula-se que esteja vinculada aos restos da ldamina dentaria, do 6rgédo do
esmalte em desenvolvimento, do revestimento epitelial de um cisto odontogénico ou das
celulas basais da mucosa oral (NEVILLE et al., 2009; MAIA; SANDRINI, 2017).

Apesar de ser raro, 0 ameloblastoma é o segundo tumor odontogénico de maior
prevaléncia, sendo o primeiro o odontoma (PATSA et al., 2016; ARAMANADKA et al.,
2018). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2017), os ameloblastomas sao
classificados quanto ao seu aspecto clinico-radiografico em trés subtipos: ameloblastoma
convencional (sélido/multicistico), ameloblastoma unicistico e ameloblastoma periférico
(extra-6sseo) (WRIGHT; VERED, 2017; SPEIGHT; TAKATA, 2018). Este ultimo representa
a variante mais rara do ameloblastoma e difere dos outros subtipos em sua localizacdo: surge
nos tecidos moles da cavidade oral que revestem os 0ssos maxilares. Além disso, geralmente,
ndo manifesta comportamento agressivo, podendo ser tratado por excisdo conservadora
(BORRELLO et al., 2016).

O ameloblastoma convencional é a variante de maior ocorréncia e caracteriza-se
por exibir comportamento agressivo, localmente invasivo e com alto indice de recidiva
(HEIKINHEIMO et al., 2015; KREPPEL; ZOLLER, 2018). A faixa etaria de acometimento é
variavel, mas os maiores indices estdo registrados entre 3? e 62 décadas, com idade media em
torno de 36 anos e pico de incidéncia na 5% década. Além disso, ndo mostra predilecdo
significativa por sexo e homens e mulheres costumam ser atingidos em semelhante proporcgao
de 1,2:1 (BILODEAU et al., 2018; KREPPEL; ZOLLER, 2018).
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Anatomicamente, a mandibula representa o principal sitio de manifestacdo do
tumor, sendo afetada quatro vezes mais, em comparacdo com a maxila e em ambas as areas, a
regido posterior costuma ser mais atingida (GIRADDI et al., 2017; KREPPEL; ZOLLER,
2018). Em estagios iniciais do desenvolvimento, apresenta-se como uma massa indolor de
crescimento lento, podendo ser pequeno e assintomatico, detectavel em sua grande maioria
por exames radiograficos de rotina, enquanto em lesbes mais evoluidas, pode atingir grandes
proporcbes, causar expansao Ossea, assimetria, deformidades faciais, parestesia,
sintomatologia dolorosa e altera¢fes dentarias, incluindo deslocamento e reabsorcéo radicular
(JHAMB; KRAMER, 2014; HEIKINHEIMO, et al., 2015; BILODEAU et al., 2018;
KREPPEL; ZOLLER, 2018).

Em imagens radiograficas, o ameloblastoma convencional costuma exibir um
aspecto radiolucido multilocular, descrito pela literatura como “bolhas de sabao” ou “favos de
mel”, a depender do tamanho das loculagdes (MORE et al., 2012). De modo geral, o aspecto
radiografico pode mostrar o tumor em associacdo com dente ndo irrompido, provocando
deslocamento de unidades dentarias, promovendo reabsorcao radicular ou destruindo corticais
Osseas (BILODEAU et al., 2018; KREPPEL; ZOLLER, 2018). No entanto, o ameloblastoma
convencional pode se apresentar ainda como defeitos radiolucidos uniloculares, similar as
lesBes cisticas (NEVILLE, et al., 2009; BILODEAU et.al., 2018; KREPPEL; ZOLLER,
2018). Devido a esta similaridade com demais lesdes odontogénicas e nao-odontogénicas,
torna-se importante fazer o diagnostico radiografico diferencial com as seguintes afeccdes:
ceratocisto odontogénico, cisto dentigero, lesdo central de células gigantes, ou cisto 6sseo
simples (HERTOG et al., 2012).

A variante unicistica foi descrita pela primeira vez por Robson e Martinez em
1977 (CHOUINARD et al., 2017). E um tipo de ameloblastoma que afeta usualmente pessoas
mais jovens, assumindo um crescimento lento e com comportamento relativamente agressivo
(HSU et al., 2014). Costuma mimetizar o aspecto de lesdo cistica, porém contendo linhas de
epitélio odontogénico, cuja camada de células esta organizada em palicada e expressando
polarizacdo reversa (SOLUK-TEKKESIN; WRIGHT, 2017). Em razdo desse conteudo
epitelial, pode ser subcategorizado em trés formas: luminal, quando o tumor esta restrito na
superficie luminal do cisto; intraluminal, as células neoplasicas migram em direcé&o ao interior
do limen, sem para isso, infiltrar no tecido conjuntivo da parede cistica; mural, algumas ilhas
de epitélio odontogénico invadem a parede do cisto (GARCIA et al., 2016).

Microscopicamente, o ameloblastoma apresenta seis subtipos histoldgicos

principais, porém, sem significancia clinica ou prognostica. Esses padrdes estdo associados a
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variante sélida ou convencional. Dentre essas variantes, o padréo folicular e plexiforme sdo os
mais comuns, enquanto o acantomatoso, de células granulares, desmoplasico e de células
basais sdo menos frequentes (JHAMB; KRAMER, 2014; WRIGHT; VERED, 2017,
ARAMANADKA et al., 2018; KREPPEL; ZOLLER, 2018) (Figura 1). Ndo raro, tem sido
descrita a possibilidade de combinacgdo destas variantes, resultando assim em casos hibridos
da lesdo ou a unido com outras neoplasias odontogénicas (IWASE et al., 2017,
SATHYANARAYANA et al., 2017).

Independente da forma de apresentacdo, pode-se encontrar em comum nessas
lesGes, uma disposicdo em ilhas ou corddes de tecido epitelial, semelhantes aos tecidos do
6rgdo do esmalte, com células periféricas exibindo morfologia clbica ou colunar, nucleos
hipercromaticos e com polarizacdo reversa e centralmente hd um tecido semelhante ao
reticulo estrelado do 6rgdo do esmalte, imersos em um estroma de tecido conjuntivo maduro
(JHAMB; KRAMER, 2014; HEIKINHEIMO et al., 2015; BILODEAU et al., 2018).

Figura 1 — Fotomicrografia dos tipos histolégicos do ameloblastoma (H&E) Fig. 1A -
Ameloblastoma Folicular; Fig. 1B — Ameloblastoma Plexiforme; Fig. 1C — Ameloblastoma
Unicistico; Fig. 1D — Ameloblastoma Desmopléasico. Fonte: Neville et al., 2009.

A terapéutica do ameloblastoma é diversificada e envolve métodos conservadores
ou radicais, a depender do tipo, localizacdo, proximidade com estruturas nobres, tamanho do
tumor e idade do paciente (ABDI et al., 2016; BORELLO et al., 2016; ARAMANADKA et
al., 2018). Técnicas conservadoras, como marsupializacdo, enucleacdo e curetagem, tornam-
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se Uteis especialmente para reduzir o crescimento do tumor e diminuir a necessidade de
cirurgias extensas que causam deformacbes anatdmicas importantes, principalmente em
pacientes pediatricos e em pacientes com tumores de grandes proporg¢des, minimizando assim
o risco de morbimortalidade e dificuldade de reabilitacdo (JHAMB; KRAMER, 2014).

Contudo, devido ao seu comportamento bioldgico agressivo e as taxas de
recorréncia significativas, o tratamento de escolha na maioria dos casos € a ressecgdo
cirurgica, constituindo, assim, o padrdo ouro. Nos casos de lesbes unicisticas, o tratamento
conservador pode ser indicado, assim como para lesdes grandes (JHAMB; KRAMER, 2014;
KREPPEL; ZOLLER, 2018). Porém, a taxa de recorréncia com o tratamento conservador
ainda é alta, cerca de 60%, em comparacao ao tratamento radical (ARAMANADKA et al.,
2018).

2.2 PATOGENESE DO AMELOBLASTOMA

O termo neoplasia foi descrito pelo oncologista britanico Willis como “uma massa
anormal de tecido, cujo crescimento é excessivo e ndo coordenado com aquele dos tecidos
normais, e persiste apos a interrup¢ao do estimulo que originou as alteracdes” (KUMMAR et
al., 2010). Dessa forma, os tumores benignos ou malignos sdo resultantes de alteracGes
genéticas que permitem a proliferacdo desregulada e independente do estimulo fisioldgico de
crescimento.

Estas alteracGes genéticas ocorrem em genes que nas células normais estdo
envolvidos com o controle do ciclo celular, seja no reparo do DNA danificado ou por inducéo
da apoptose: os proto-oncogenes e os genes supressores de tumor (KUMMAR et al., 2010).
Os proto-oncogenes promovem o crescimento celular. Estes podem sofrer mutacdes gerando
0S oncogenes que sintetizam oncoproteinas, responsaveis pelo descontrole na divisdo e
proliferacdo celulares, resultando em uma neoplasia. Os genes supressores de tumor inibem o
crescimento celular e reduzem a probabilidade de umacélulase tornar um tumor.
Uma mutagdo em tal gene, portanto, aumenta a possibilidade de formagdo de uma neoplasia
(LEE; MULLER, 2010; KUMMAR et al., 2010). Embora a patogénese do ameloblastoma
ainda ndo esteja elucidada, a partir das suas caracteristicas neoplasicas e dos conceitos

abordados, discute-se que a sua origem e seu crescimento esteja associado a falhas no
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processo de controle do ciclo celular com envolvimento dos oncogenes e genes supressores de
tumor (DINIZ et al., 2017).

Estudos recentes, através de técnicas moleculares como o sequenciamento de
Sanger e 0 sequenciamento de nova geracdo, demostraram a presenca de uma mutagdo em um
gene especifico de uma das vias de sinalizagdo celular, a via MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) (BROWN et al., 2014; KURPPA et al., 2014; SWEENY et al., 2014;
PEREIRA et al., 2016). Essa ¢é definida como uma cascata de quinases que conectam sinais
extras e intracelulares, responsaveis por processos fundamentais como proliferacéo,
diferenciacéo e sobrevivéncia celular e frequentemente encontra-se desregulada em neoplasias
humanas (PEREIRA et al., 2016; LEE et al., 2016; SONG et al., 2018). O gene BRAF,
codifica a proteina de mesmo nome que participa da via de sinalizacdo MAPK. Desde 2014,
diversos autores descreveram a ocorréncia frequente de uma mutacdo no gene BRAF em
ameloblastomas (SWEENEY et al., 2014; KURPPA et al., 2014; BROWN et al., 2014;
BRUNNER et al., 2015; DINIZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).

A mutacdo BRAF V600E é reportada como a mais comum nos ameloblastomas,
consequéncia da substituicdo do aminoacido valina (V) pelo acido glutamico (E) no cédon
600 (BROWN et al., 2014; GOMES et al., 2014; SOLTANI et al., 2018). Estudos mostram a
presenca de tal mutacdo em 46% até 82% dos casos de ameloblastoma (SWEENY et al.,
2014; BROWN et al., 2014; DINIZ et al., 2015; SHIRSAT et al., 2018). Brown et al. (2014)
relataram mutacdes FGFR2-RAS-BRAF presente em 88% dos ameloblastomas, sendo o
BRAF V600E o mais comum (62%). Diniz et al. (2015) identificaram essa mutacdo em uma
proporcdo maior, por volta de 82% dos ameloblastomas avaliados, enquanto Sweeney et al.
(2014) relataram mutacdes BRAF em uma frequéncia menor, 46%.

Embora a mutacdo BRAFV600E tenha sido originalmente descrita em neoplasias
malignas como melanomas cutaneos, uveais e de boca, carcinoma papilar da tireoide,
adenocarcinomas pulmonares e adenocarcinomas colorretais, esta alteracdo genética foi
tambem encontrada em outras lesdes benignas como nevos melanociticos, polipos do intestino
grosso e no tumor neuroectodérmico melanotico da infancia (BROWN et al., 2014; GOMES
et al., 2014; PEREIRA et al., 2016; KREPPEL; ZOLLER, 2018). Além disso, estudos
detectaram essa mutacdo em outras lesdes orais, como fibromas ameloblasticos, fibro-
odontomas ameloblasticos e carcinomas ameloblasticos, sugerindo que a ativacdo da via
MAPK via BRAF tem papel fundamental na patogénese de tumores odontogénicos com um
componente ameloblastico (BROWN et al., 2014; BRUNNER et al., 2015; DINIZ et al.,
2015).
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Em adicdo, o espectro de patologias do complexo cranio-facial afetadas pela
mutacdo BRAF estende-se além dos tumores ja citados, envolvendo inclusive os
craniofaringiomas, neoplasias intra-cranianas de natureza epitelial, cujo desenvolvimento
anatomo-fisiolégico assemelha-se ao padrdo de histogénese observado em ameloblastomas
(BARTELS et al., 2018; GOMES et al., 2018).

Diante da ocorréncia da mutagdo BRAF V600E em alta frequéncia nos
ameloblastomas, alguns estudos verificaram a presenca da proteina BRAF mutada
(BRAFV600E) através de exames imunohistoquimicos (CANTO et al., 2018; FREGNANI et
al., 2017). Nessa técnica, o anticorpo monoclonal anti-BRAF V600E é utilizado como um
marcador especifico para a proteina BRAFV600E. Diante disso, Kurppa et al. (2014)
encontraram a presenca da referida mutacdo em 63% (15/24) dos casos, cujo resultado foi
validado através do sequenciamento de Sanger.

Semelhantemente, Brown et al. (2015) detectaram a presenca de BRAF V600E
em 62% das amostras e compararam a eficécia e sensibilidade da analise imunohistoquimica
(IHQ) e biologia molecular (PCR) para a deteccdo desta mutacdo, encontrando uma
concordancia de 100% nos resultados. Estudos posteriores reforcam esses achados, como de
Fregnani et al. (2017) e de Canto et al. (2018) que relataram frequéncia positiva em 46,6%
(34/73) e 78,6% (66/84) para o anticorpo anti-BRAF V600E, respectivamente.

Entretanto, no trabalho de Pereira et al. (2016) foram encontrados dados
conflitantes entre os resultados de IHQ e o sequenciamento de Sanger. Todos ameloblastomas
unicisticos (8/8) apresentaram coloracdo BRAFV600E uniforme positiva ao longo do
comprimento do revestimento epitelial, porém a mutacdo ndo foi confirmada por qPCR e
sequenciamento de Sanger em trés amostras. Concluiram que a identificacdo da mutacao
BRAF V600E em tumores que dependem apenas da IHQ deve ser interpretada com precaucéao
pelos patologistas e que gPCR ou sequenciamento Sanger sdo 0os métodos mais apropriados
para a identificacdo inequivoca da mutacao.

Caracteristicamente, ameloblastomas com a proteina BRAF V600E positiva
apresentaram comportamento mais agressivo e invasivo, associado estatisticamente a
presenca de recidivas, aparéncia radiografica multilocular e ruptura da cortical dssea basal
(FREGNANI et al., 2017). Tais caracteristicas demostram a relevancia clinica da
compreensdo molecular da patogénese dos ameloblastomas para o posterior manejo através de
drogas inibidoras do BRAF, fornecendo beneficio para os pacientes com uma opgao
terapéutica adicional, como descrito em ensaios clinicos de Kurppa et al. (2014) e Brown et
al. (2015).
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N&o obstante, vérios inibidores de MEK (um transdutor da cascata de sinaliza¢éo
RAS-RAF-MAPK - cléssica via MAPK) tém sido utilizados no contexto clinico e outros
estdo em diferentes estagios de desenvolvimento clinico. A terapia com agente Gnico usando
trametinib, cobimetinib ou uma combinacéo de inibidores de MEK e RAF, como dabrafenib e
vemurafenib, estd atualmente em andamento em vérios tipos de cancer, como melanoma e
carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (ZHAO; ADJEI, 2014; MARTINELLI et al.,
2017).

Tan et al. (2016), em seu estudo, obteve resposta de 90% de reducdo do volume
do tumor com o uso do dabrafenib (inibidor de BRAF). Kaye et al. (2014) relataram um caso
de ameloblastoma com mudltiplas recidivas ap6s cirurgias radicais com desenvolvimento de
metastase pulmonar. A mutacdo BRAF V600E foi detectada e a terapia com dabrafenib e
trametinib (inibidor de MEK) iniciou-se com a resolucdo completa dos sintomas e uma
excelente resposta radioldgica. Fernandes et al. (2018) relataram um caso de controle de um
ameloblastoma recorrente com monoterapia com o inibidor de BRAF, vemurafenib,
resultando também em beneficio clinico e resposta radioldgica. Apesar de serem dados
preliminares, esses achados sugerem que as caracteristicas moleculares do ameloblastoma

poderiam ser Uteis para a selecdo de terapia personalizada.

2.3 0 GENE E A PROTEINA BAP1

Neoplasias malignas como melanomas cutaneos e uveais, bem como lesdes
melanociticas benignas como o nevo melanocitico e o tumor de Spitz, além de exibirem
mutacdes recorrentes em BRAF V600E, estdo associados as alteracdes na expressao nuclear
em BAP1 (BRCAL-Associated Protein 1), um gene supressor de tumor localizado no bracgo
curto do cromossoma 3 (3p21.1) (WIESNER et al., 2012; PIRIS et al., 2015; SONG et al.,
2017).

O BAP1 codifica uma enzima removedora de ubiquitina de histonas (proteinas
envolvidas na modificacdo da cromatina e em processos transcricionais), realizando a
regulacdo de eventos-chave na carcinogénese, principalmente, no ciclo celular, promovendo a
deubiquitinacdo do regulador transcricional HCF1 (host cell factor 1) o que influencia na
proliferacdo celular na fase G1/S, atuando no remodelamento da cromatina, de histonas como
a H2A e H2AX (SCHEUERMANN et al. 2010), além de influenciar na morte celular e na
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resposta ao dano ao DNA (MURALI et al., 2013; SONG et al., 2017). Assim, mutagdes neste
gene podem levar a sua inativacdo e perda de expressdo, comprometendo sua atividade
supressora tumoral, como ja relatado em casos de céancer de pulmdo e de mama, em que
frequentes delecGes da regido 3p21 (locus do gene BAP1) tem sido comumente observadas
(SONG et al., 2017). Ainda segundo Yu et al. (2014), o BAP1 é um dos agentes supressores
tumorais mais inativos em canceres, juntamente com o gene TP53.

Mutacgdes que conduzem a inativacdo em BAP1 foram associadas a pré-disposicao
e ao avanco de muitos tumores malignos. Em melanomas cutaneos, a delecdo de BAP1 esta
relacionada ndo s6 ao aumento do crescimento do tumor e a migracéao celular, mas também ao
risco de gerar lesdes mais agressivas e de maior chance de recidiva (WEBSTER et al., 2018).
Assim como no melanoma uveal, o tumor maligno intraocular primario mais comum no
adulto, a inativacdo de BAP1 se mostrou associada ao risco aumentado de metastases (SHAH
et al., 2013). Estas neoplasias malignas, bem como lesbes melanociticas benignas como o
nevo melanocitico e o tumor de Spitz, além de apresentarem alteracdo na expressdo em BAP1
estdo relacionadas as mutacdes recorrentes em BRAF V600E (WIESNER et al., 2012;
GAMMON et al., 2013; PIRIS et al., 2015). Nesse contexto, alguns estudos sugerem a
combinacdo da expressdo positiva da proteina mutada BRAF V600E e a perda de expressao
nuclear em BAP1 (WIESNER et al., 2012; BUSAM et al., 2013).

A respeito dos tumores melanociticos em boca, alteragdes genéticas em BAP1
foram demonstradas, tanto por meio da ocorréncia de mutacdo, como por meio da perda de
imunoexpressdo nuclear da proteina, como ilustrado por meio da imunohistoquimica no
melanoma de mucosa oral (SONG et al., 2017). Esse tipo de tumor é associado também com
a mutacdo BRAFV600E, embora com uma frequéncia bem menor quando comparada a dos
melanomas cutaneos e uveais. Song et al. (2017) identificaram 4/12 casos com a mutacao e
concluiu que a perda de expressdo nuclear de BAP1 é um fator progndstico independente, de
baixa sobrevida global e associada a metastases.

Dessa forma, sabendo da presenca da mutagdo BRAF V600E recentemente
reportada em ameloblastomas e da possibilidade de uma perda de expressao da proteina BAP1
combinada com a mutacdo BRAF V600E, como ja descrito em melanomas e outros tumores
melanociticos, este estudo se propde a investigar a imunoexpressdo de BAP1 em
ameloblastomas e assim, tentar identificar um novo evento molecular na patogénese do

ameloblastoma.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e Investigar a imunoexpressdo da proteina supressora de tumor BAP1 em

ameloblastomas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Auvaliar a imunoexpressdo do BAP1 em amostras de ameloblastomas.
e Associar, quando possivel, a presenca ou auséncia da proteina supressora de
tumor BAP1 com caracteristicas clinico-patoldgicas do tumor.

4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo e transversal. Foi empregada uma amostra de

conveniéncia.

4.2 ASPECTOS ETICOS

Em conformidade com a resolucdo n° 466 de 2012 do Conselho Nacional de

Saude (CNS), o presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres
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humanos de duas Universidades: a Universidade Federal de Sergipe (UFS) sob protocolo
CAAE: 82118018.1.0000.5546 (Anexo A), e a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) sob protocolo CAAE: 13195119000005149 (Anexo B).

4.3 COLETA E CARACTERIZACAO DE AMOSTRAS

A amostra selecionada compreendeu ao todo de 34 casos diagnosticados
histologicamente como ameloblastomas emblocados em parafina, mas 33 foram analisadas
guanto a imunohistoquimica. Todos os casos obtidos foram recuperados dos arquivos do
Laboratorio de Patologia do Hospital Universitario da UFS, entre os anos de 2014 e 2018 e do
Laboratdrio de Patologia Bucomaxilofacial da Faculdade de Odontologia da UFMG, entre 0s
anos de 2017 e 2019.

Dados clinicos como sexo, idade, localizacdo, tipo histologico e presenca de
recidiva, foram obtidos dos prontuarios e das fichas dos arquivos supracitados. Laminas
coradas em hematoxilina e eosina (HE) foram recuperadas dos arquivos e incluidas no estudo
para confirmacdo diagnostica e subsequente classificacdo histopatoldgica. Todos 0s casos
incluidos tiveram os diagnoésticos revisados por uma mesma patologista bucal (Prof. Dra.
Silvia Ferreira de Sousa), em conformidade com os critérios propostos na ultima classificacdo
de tumores odontogénicos da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS, 2017). Os tumores

foram classificados em sélido (com seus respectivos subtipos histoldgicos) e em unicistico.

4.4 REACAO DA IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Parte do material foi submetido a IHQ no Laboratério de Biologia Molecular que
fica alocado no servico de Patologia Geral do Hospital Universitario e outra no Laboratério de
Biologia Molecular da Faculdade de Odontologia da UFMG. Os cortes histologicos
apresentaram espessura de 4 um e foram montados em laminas de vidro silanizadas
(StarFrost®, Knittel Glaser, Germany). O anticorpo primario utilizado foi o anti-BAP1 (Cat n.
ab199396, policlonal, Abcam, UK), na diluicdo 1:100. A técnica foi executada manualmente,

conforme padronizacdo sugerida pelo fabricante e adequacdes necessarias ao protocolo.
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Segue abaixo uma descri¢do resumida da técnica empregada.

Primeiro dia:

= As laminas com cortes de ameloblastomas foram submetidas a desparafinagdo com
Xilol (inicialmente a 60°C em estufa e depois a temperatura ambiente);

» Hidratacdo com alcoois em concentracdes decrescentes (100%, 95% e 80%);

= Lavagem das laminas com agua destilada;

= Recuperagéo antigénica com tampdo EDTA (pH 8,5) aquecida em forno micro-ondas
a temperatura de 90°C por 20 min;

= Aguardou-se periodo de repouso da solucdo em temperatura ambiente, até atingir o
equilibrio térmico;

» Prosseguiu-se incubacdo com perdéxido de hidrogénio a 3%, em 2 x 15min, para
blogueio da peroxidase endogena;

» Logo apos, lavagem com solucdo de Tris-Triton 3 X 5 min e posterior incubacdo em
BSA a 1% diluido em solugdo Tris-HCL (pH 7,4) para eliminacdo de coloracdo de
fundo;

» Ao término da primeira etapa, aplicacdo do anticorpo primario e incubacao overnight a
4°C por 14 ou 16 horas.

Segundo dia:

= Desincubacdo das laminas contendo o anticorpo, seguida de lavagem em solucdo de
Tris-Triton por 2 X 5 min;

= Aplicacdo do polimero de deteccdo — anticorpo secundario (Envision) (Dako,
Carpinteria, CA, USA) e lavagem das laminas com tampao Tris-Triton;

» Coloracdo com cromogeno DAB (Dako, Carpinteria, CA, USA), lavagem com &gua
para cessar a rea¢do quimica e contra-coloragdo com hematoxilina;

= Por fim, foram realizados banhos de reidratagdo com alcoois, fixacdo com xilol e logo

depois montagem das Iaminas para visualizagdo microscopica.
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4.5 ANALISE DA MARCACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Todas as reacGes imunohistoquimicas foram avaliadas em microscopio optico
(Zeiss, Meditec, Oberkochen, Germany).

Devido a marcagdo heterogénea de BAPL, a imunorreatividade nuclear foi
avaliada semiquantitativamente com base na contagem de nucleos positivos e negativos de 10
campos na area ‘“hot-spot” do tumor sob aumento de 400x. Esses 10 campos histologicos
foram realizados em um eixo unico (horizontal ou vertical). Os eixos escolhidos apresentaram
a maior quantidade de células tumorais (pontos quentes) com ampliacdo de 100x. O nimero
médio de células negativas obtidas nos 10 campos foi expresso em porcentagem. A expressao
de BAP1 foi pontuada usando um sistema de categorizacdo de 3 pontos: leve (menos de 30%
dos nucleos tumorais com perda de expressdo), moderado (31-69% dos ndcleos tumorais com
perda de expressao) e alto (> 70% dos tumores nucleos com perda de expressao). A presenca
de coloracao citoplasmatica foi interpretada como negativa, ndo sendo considerada durante a
avaliacdo. Fibroblastos, linfocitos e células endoteliais serviram de controle interno positivo

para 0 marcador.

5 RESULTADOS

Dos 34 casos selecionados, 33 casos de ameloblastoma foram submetidos a IHQ
por questdes relacionadas a qualidade da amostra. Os resultados clinico-patolégicos e da IHQ
dos ameloblastomas incluidos no presente estudo estdo resumidos na Tabela 1. A maioria dos
casos estava localizada na mandibula (91,2%), principalmente na regido posterior (80,6%) e
apresentou discreta predominéncia masculina (58,8 %), com uma relagdo homem / mulher de
1,4: 1. A idade média no momento do diagndstico foi de 34 anos, variando de 6 a 73 anos.
Considerando a classificacdo clinico-patolégica, a maioria dos casos (27/34) foi do tipo
solido, com discreto predominio pelo subtipo histolégico folicular (44,5%; 12/27). Em relacdo
ao estado do tumor, 70,6% (24/34) dos casos eram tumores primarios e 29,4% (10/34) eram
recorrentes, com tempo medio de acompanhamento de 4,1 anos. As Figuras 2A-C ilustram

exemplos de casos solidos e unicisticos.
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Considerando a imunoexpresséo de BAP1, foi observada marcagéo heterogénea e
perda da expressdo de BAP1 nuclear em &reas de células semelhantes aos ameloblastos, bem
como areas semelhantes ao reticulo estrelado do érgdo de esmalte (Figura 2D). Todas as
amostras de ameloblastoma avaliadas apresentaram perda de expressdo em pelo menos um
dos 10 campos avaliados. A perda de expressao de BAP1 foi considerada alta na maioria dos
casos (60,6%; 20/33), e alguns casos apresentaram baixa (Figura 2E, 2F) e moderada perda
de expressdo nuclear de BAP1. A marcacdo citoplasmatica de BAP1, embora néo tenha sido
avaliada, foi observada.

N&o foi possivel estabelecer associacao significativa entre a expressdo de BAP1 e
as variaveis clinico-patologicas avaliadas (Tabela 2).

A heterogeneidade na imunocoloracdo nuclear BAP1, representada por areas bem
demarcadas de auséncia de expressdo nuclear de BAPL coexistindo com a presenca de
expressao nuclear de BAP1 no mesmo campo, estava presente em todos os tumores avaliados,

embora fosse mais evidente em algumas amostras (Figura 3).
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Tabela 1 - Dados clinico-patolégicos e imunohistoquimicos dos 34 casos de ameloblastomas.

. . . i . Perda de

Caso Idade Sexo Localizacio Regido Subtipo Subtipo histoldgico Manifestagédo expressio de
(anos) clinico Sélido tumoral
BAP1

# 1 6 F Mandibula Posterior Unicistico _ Primario Moderada
# 2 11 M Mandibula Posterior Unicistico _ Recorrente Alta
# 3 13 F Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Baixa
# 4 13 M Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Alta
# 5 14 M Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Alta
# 6 19 F Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Alta
# 7 20 F Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Alta
# 8 21 M Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Alta
# 9 25 F Mandibula Posterior Unicistico _ Primario Moderada
# 10 24 F Mandibula Posterior Unicistico _ Primario Alta
# 11 26 F Mandibula Posterior Sélido Folicular Primério Moderada
# 12 28 F Mandibula Anterior Unicistico _ Recorrente Alta
# 13 28 F Mandibula Posterior Sélido Folicular Recorrente Moderada
# 14 29 M Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Priméario Alta
# 15 29 F Maxila Posterior Sélido Plexiforme Priméario Alta
# 16 29 M Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Primério Baixa
# 17 32 M Mandibula Posterior Sélido Folicular Primério Moderada
# 18 32 M Mandibula Posterior Sélido Folicular Primério Alta
# 19 32 M Mandibula Anterior Unicistico _ Primério Moderada
# 20 33 M Mandibula Posterior Sélido Folicular Priméario Alta
# 21 34 F Mandibula Posterior Sélido Folicular Recorrente Baixa
# 22 35 M Mandibula Anterior Sélido Plexiforme Priméario Alta
# 23 35 F Mandibula Posterior Sélido Plexiforme Recorrente Alta
# 24 39 M Mandibula Posterior Sélido Folicular Priméario Alta
# 25 47 F Mandibula Anterior Unicistico _ Primario Moderada
# 26 48 M Maxila Posterior Sélido Folicular Recorrente NA
# 27 52 F Mandibula Posterior Sélido Desmoplasico Recorrente Alta
# 28 54 M Maxila Posterior Sélido Folicular Recorrente Alta
# 29 54 M Mandibula Posterior Sélido Células basais Recorrente Moderada
# 30 54 M Mandibula Posterior Sélido Células granulares Recorrente Moderada
# 31 58 M Mandibula Posterior Sélido Folicular Priméario Moderada
# 32 63 M Mandibula Anterior Sélido Folicular Priméario Alta
# 33 69 M Mandibula Anterior Sélido Células granulares Primério Alta
# 34 73 M Mandibula Posterior Sélido Folicular Primério Alta

M, masculino; F, feminino; _, N&o aplicavel; NA, N&o avaliado;
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Tabela 2 - Anélise univariada da associacdo entre variaveis clinico-patoldgicas e perda da
expressao de BAPL.

Perda de expressao de BAP1

Variaveis clinicas Numero Baixa Alta valor-
de casos p*
Idade (anos) n=33
<32 19 8 11 1,00
>32 14 5 9
Sexo n=33
Masculino 19 6 13 0,472
Feminino 14 7 7
Localizacéo n=233
Mandibula 31 13 18 0,508
Maxila 2 0 2
Regido da mandibula n=31
Anterior 6 2 4 1,00
Posterior 25 11 14
Classificagéo clinica n=233
Sélido 26 9 17 0,393
Unicistico 7 4 3
Subtipo histolégico n=26
s6lido
Folicular 11 5 6 0,419
Outros 15 4 11
Manifestacédo tumoral n=33
Primaéria 24 9 15 1,00
Recorrente 9 4 5

* Valor P para o teste exato de Fisher. Significativo quando o valor P <0,05
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Figura 2 - Achados microscOpicos em casos representativos de ameloblastomas investigados para expressdo de
BAP1. Fig. 2A - Os ameloblastomas solidos exibem células epiteliais odontogénicas em proliferagdo na
periferia, semelhantes aos ameloblastos, dispostas em ilhas de padrdo folicular, e corddes anastomosados

continuos do subtipo plexiforme (Fig. 2B) dentro de um estroma fibroso (aumento de 100 x). Fig. 2C - A
variante unicistica mostra uma capsula revestida por epitélio ameloblastico (ampliagdo de 100 x). Fig. 2D -
Células de ameloblastoma mostrando alta perda de expressdo de BAP1 nuclear em células periféricas colunares
em paligadas, semelhantes aos ameloblastos e nas células frouxamente arranjadas que se assemelham ao reticulo
estrelado no centro (imunocoloragdo, aumento de 400). Fig. 2E e 2F - Células de ameloblastoma exibindo a

baixa (E, F) perda da expressdo de BAP1 nuclear (imunocoloracdo, aumento de 400 x).

Figura 3 - Fotomicrografias representativas que ilustram a expressdo heterogénea de BAP1 em um
ameloblastoma sdlido. Na caixa detalhada, uma coexisténcia de perda e presenca de coloragdo nuclear de BAP1
no mesmo campo (imunocoloragéo, ampliagéo de 100 x 400).
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6 DISCUSSAO

Ameloblastomas exibem alteracdes moleculares em proteinas que compde a via
MAPK, sendo a mutacdo BRAF V600E a mais comum. N&o obstante, essa oncoproteina tem
sido descrita como agente participativo na patogénese de varias outras lesoes, especialmente
em tumores melanociticos, os quais também exibem alteracfes de inativacdo em BAP1. De
fato, alguns estudos sugerem a combinacdo da mutacdo no BRAF e a perda de expressédo
nuclear em BAP1 (WIESNER et al., 2011; WIESNER et al., 2012; BUSAM et al., 2013;
PIRIS et al., 2015; WEBSTER et al., 2018).

Tumores com perda de expressdo nuclear em BAP1 tendem a apresentar um pior
progndstico, sobretudo por alguns aspectos, que envolvem a migracdo celular acentuada,
sobrevivéncia, agressividade tumoral, expansao e risco prevalente de metastase (KALIRAI et
al., 2014; CHEN et al., 2018). Nesse sentido, a possibilidade de perda de expressdo de BAP1
em ameloblastomas, pode explicar em parte o comportamento neoplasico do tumor, incluindo
0 seu carater agressivo, bem como as elevadas taxas de recidiva e os casos que desenvolvem
malignizag&o.

Song et al. (2017) identificaram a perda de expressdo em BAP1, em 04 das 12
amostras de melanoma oral analisadas e, até 0 momento, caracteriza-se como a Unica lesdo de
boca a exibir alteragdes tanto em BAP1 quanto em BRAF. Além disso, ensaios in vivo
demonstraram que a supressio em BAP1 colabora conjuntamente com BRAF para o
desenvolvimento de melanomas cutaneos e sugerem que a delecdo em BAP1 exerce um papel
chave para expansdo tumoral e migracdo celular (WEBSTER et al., 2018). Interessante que
esse mesmo trabalho revelou que tumores com perda de expressdo em BAP1 responderam
adequadamente a terapia com vemurafenib e cobimetinib, farmacos aplicados no tratamento
de lesdes BRAF V600E-positivas (WEBSTER et al., 2018).

No presente estudo, 60% dos ameloblastomas apresentaram alta perda da
expressdo nuclear de BAP1. Devido a heterogeneidade da marcagdo observada em toda
extensdo do tecido tumoral, optou-se por estabelecer um score diferente daquele definido para
as lesdes melanociticas e demais tumores com alteragdo em BAP1, que empregam uma
andlise binéria positiva ou negativa, quanto a presenca de marcagdo nuclear (MOCHEL et al.,
2015; PIRIS et al., 2015; FARQUHAR et al., 2018). Alem disso, foi a primeira tentativa de
estabelecer um padrdo de interpretacdo desse tipo de marcador em ameloblastomas. A
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abordagem adotada para ndo classificar os tumores simplesmente como positivos ou negativos
pode caracterizar melhor os resultados, uma vez que considera a heterogeneidade intratumoral
encontrada.

Em estudos de Song et al., (2017), a perda da expressdo nuclear de BAP1 foi
considerado um fator prognostico independente de baixa sobrevida global e associado a
metéstases distantes no melanoma de mucosa oral. Diferentemente, neste trabalho, ndo houve
associacdo entre a perda da expressdo nuclear de BAPL e as caracteristicas tumorais que
caracterizam mau prognastico, como recorréncia ou variante sélida. No entanto, o tamanho da
amostra foi limitado com apenas 7 casos unicisticos versus 26 do tipo sélido, e o periodo de
acompanhamento foi relativamente curto.

A andlise da expressdo nuclear do BAP1 por meio da IHQ se mostrou como um
bom indicador dessa inativacdo. Este método foi utilizado por Song et al. (2017) para
identificar a perda da expressdo nuclear de BAP1 em melanomas da mucosa oral,
posteriormente confirmada a presenca da mutagdo por meio do sequenciamento de Sanger;
assim como em Wiesner et al. (2012) ao demonstrarem que a avaliacdo de BAP1 por IHQ foi
uma ferramenta atil para também predizer a ocorréncia de mutacdo em neoplasias
melanociticas. Portanto, pode-se concluir que nos tumores ja avaliados, a avaliacdo de BAP1
por IHQ se mostrou um método de prognéstico Util, seguro, uma analise rapida e de baixo
custo.

Por outro lado, por ser este um estudo pioneiro na investigacao da proteina BAP1
em ameloblastoma, ndo € possivel ainda avaliar quais 0s possiveis efeitos biologicos da perda
de expressdo nuclear encontrada no comportamento ou prognéstico desses tumores. Além
disso, € importante que novos estudos sejam feitos no sentido de se investigar a ocorréncia ou
ndo de mutacdo no gene BAP1 em funcdo da perda de expressdo proteica encontrada nas

nossas amostras.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, detectou-se perda da expressdao nuclear de BAP1 em uma alta
proporcdo de ameloblastomas. A perda de expressdo nuclear ndo foi associada aos parametros
clinico-patologicos investigados. No entanto, estudos adicionais sao necessarios para melhor

caracterizar se 0 BAP1 desempenha um papel na tumorigénese dos ameloblastomas.
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ANEXO C - ARTIGO SUBMETIDO AO PERIODICO HISTOPATHOLOGY

Histopathaokogy

Histopathology

Ameloblastoma shows loss of nuclear BAP1 exprassion,
independently of the BRAFVG00E status
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