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RESUMO

A lesao central de células gigantes (LCCG) é uma lesdo 6ssea que ocorre
principalmente na mandibula e é caracterizada histologicamente por células
gigantes multinucleadas em um estroma de células mononucleares ovoides. Sua
etiologia é desconhecida, sendo mais comum em adultos jovens. O padrao
radiografico e histolégico das LCCG pode ser encontrado em outras doencas e
sindromes que acometem os maxilares, sendo uma delas o Querubismo. O
Querubismo é uma sindrome autossObmica dominante, com penetrancia variada,
caracterizada por uma extensa destruicdo 6ssea maxilo-mandibular, causando o
aspecto alterado da face. A sindrome foi relacionada com mutagbes no gene
SH3BP2, localizadas no exon 9, mas um modelo para sua patogénese nao foi
definido até o momento. No presente estudo, quatro casos de LCCG e dois casos de
Querubismo foram investigados, sendo um deles agressivo. O DNA foi extraido do
sangue periférico e do tecido tumoral. Todas as regides codificadoras do SH3BP2
foram amplificadas por PCR e sequenciadas. Uma mutagcdo heterozigética de
sentido trocado (A1442T - Q481L) foi encontrada no exon 11 de um dos casos
esporadicos de LCCG. O caso de Querubismo nao-agressivo apresentou mutagao
heterozigética no exon 4, germinativa e no tecido tumoral: C320T (T107M). O caso
de Querubismo agressivo apresentou uma nova mutagao localizada no exon 3,
dominio de homologia pleckstrin (PH) do SH3BP2. Os resultados demonstraram que
as mutagdes no gene SH3BP2 podem estar fora da regidao hot spot em casos de
Querubismo e que podem estar presentes em LCCG esporadicas. Estes achados
sugerem uma nova perspectiva na investigacdo da possivel relacdo entre a

patogénese do Querubismo e da LCCG.
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1 INTRODUGCAO



1 Introducgao

1.1 Lesao Central de Células Gigantes (LCCG)

A Lesdo Central de Células Gigantes (LCCG) foi inicialmente descrita como
sendo um granuloma reparativo de células gigantes dos maxilares (JAFFE, 1953).
Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude definiu a LCCG como uma lesdo
benigna localizada, mas que eventualmente apresenta-se como uma proliferagao
osteolitica agressiva, consistindo de tecido fibroso com &areas de hemorragia e
depdsitos de hemossiderina, presenga de células gigantes semelhantes a

osteoclastos e formacéo 0ssea reacional (BARNES et al., 2005).

A LCCG é uma lesao intra-6ssea, geralmente unica, que ocorre com maior
freqUéncia na regiao anterior da mandibula, em pacientes do sexo feminino, na faixa
etaria entre 10 a 25 anos (WHITAKER & WALDRON, 1993). O termo reparativo,
inicialmente descrito por Jaffe, foi abandonado, mas ainda € utilizado por alguns
autores para as lesdes que ocorrem em areas de extracdo e ao redor de implantes

(DE LANGE, 2007c).

Chuong et al. (1986), baseados em sinais, sintomas e nos aspectos
histologicos, foram os primeiros a classificar as lesbes em agressivas e ndo-
agressivas. As lesbes agressivas sao caracterizadas por um ou mais aspectos
como: dor, parestesia, reabsorcao radicular, crescimento rapido, perfuragcdo da
cortical e um alto indice de recorréncia apds a curetagem cirurgica. Elas sao
também maiores e histologicamente apresentam uma fracdo de superficie com
maior ocupagao por células gigantes. As lesbes agressivas apresentam aspecto

radiolucido multilocular e o deslocamento dentario ocorre com frequéncia, podendo



acarretar mal-oclusdo. No aspecto intra-bucal pode-se observar um aumento de
volume, as vezes marrom-azulado (VAN DAMME & MOOREN, 1994; DE LANGE et
al.,, 2007c). As lesdes n&o-agressivas normalmente apresentam-se indolores,
assintomaticas, com crescimento lento, sem reabsorcao de cortical ou envolvimento
de raizes dentarias e com baixa recorréncia. Radiograficamente, sdo solitarias e

com aspecto unilocular (HORNER, 1989).

Na literatura, sempre houve uma tentativa de distinguir o tumor de células
gigantes dos ossos longos (TCG) das LCCG, sendo que o TCG é mais agressivo e
mais dificil de ser tratado. O TCG se destaca por ser um processo neoplasico que
acomete epifises de ossos longos. Ele apresenta taxa de recorréncia mais elevada
do que a LCCG, além de envolver pacientes mais idosos (AUCLAIR et al., 1988).
Esses autores demonstraram que histologicamente, a unica diferenca quantitativa
estatisticamente significativa entre as duas lesées foi 0 maior numero de nucleos
nas células gigantes do TCG. Eles sugeriram que o TCG e a LCCG representam um

unico processo patologico, modificado pela idade do paciente e area de ocorréncia.

Souza et al. (1999) verificaram pequenas diferencas histolégicas entre essas
lesbes: no TCG existe uma extensa area fibrosa, células gigantes mais
arredondadas e com um maior numero de nucleos; enquanto que na LCCG, a
presenca de hemorragia, depdsito de hemossiderina e tecido ostedide sdo mais

freqUentes.

As células gigantes multinucleadas apresentam tamanho e morfologia
variada, com nucleos ovaoides, vesiculosos e centralizados. Caracteristicas tipicas de
osteoclastos foram observadas nelas. Localizadas em maior niumero ao redor de

areas hemorragicas, nao sao necessariamente abundantes e podem estar
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agregadas focalmente ou difusas na lesdo, em um fundo de células mononucleares,
cuja morfologia varia de fusiforme a ovoide (FLANAGAN et al., 1988; MARX &

STERN, 2002).

Em alguns casos, areas de calcificagao distrofica e ossificagcdo metaplasica
podem ser encontradas, especialmente na periferia das lesbes (LOMBARDI et al.,

2006; DE LANGE et al., 2007c).

A origem e a formacao das células gigantes multinucleadas na LCCG e na
lesdo periférica de células gigantes (LPCG) tem sido alvo de varios estudos. Uma
teoria hipotetizada € da fusdo entre as células mononucleares da lesdo, através de
interdigitagbes na membrana citoplasmatica das mesmas (TIFFEE &

AUFDEMORTE, 1997).

As células gigantes presentes nas LCCG sao derivadas de uma sub-série de
fagdcitos mononucleares. As células mononucleares precursoras diferenciam-se em
células gigantes maduras, sob a influéncia das células fusiformes do estroma
(semelhantes a osteoblastos), que se mantém em proliferagao e expressam o ligante

do receptor de ativagao do fator nuclear kB (RANKL) (MIYAMOTO et al., 2000).

Apesar de estarem presentes de forma destacada, ndao se presume que as
células gigantes multinucleadas sejam as células tumorais proliferativas no TCG e
na LCCG. Hipotetiza-se que estas células advenham de células mononucleares do
sangue periférico e sejam recrutadas pelas células fusiformes do estroma.
Provavelmente, estas ultimas s&o as células proliferativas tumorais (ITONAGA et al.,

2002).
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ltonaga et al. (2003) realizaram uma melhor definicdo das células
mononucleares e gigantes da LCCG. Dentre as células mononucleares, trés
populagdes distintas foram identificadas através de reagdes de imunoistoquimica e
imunofluorescéncia. A maioria das células apresentou caracteristicas tipicas de
macrofagos, como positividade para CD68, CD11a, CD11b, CD14 e HLA-DR. A
minoria das células mononucleares apresentou caracteristicas tipicas de
precursores de osteoclastos como positividade para receptor de vitronectina (VNR) e
para fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP). Poucas células fusiformes isoladas
apresentaram caracteristicas de osteoblastos como positividade para fosfatase
alcalina e se encontravam espalhadas pela lesao ou ao redor de areas de formacao
Ossea. Estas células também foram positivas para o PCNA, ou seja, estavam em
proliferacdo. Através de culturas de células da LCCG, os autores observaram ainda
que as células fusiformes proliferavam e permaneciam por maior tempo que as
células gigantes e as mononucleares ovoides. Elas ainda expressavam os
marcadores de osteoblasto, RANKL e fosfatase alcalina, além de marcadores de
fibroblasto como prolil-4-hidroxilase e vimentina. Ainda neste trabalho, os autores
fizeram co-cultura de células mononucleares da LCCG com células mononucleares
de sangue periférico de individuos sadios; acrescentaram a cultura M-CSF;
observando posteriormente a formacao de células multinucleadas TRAP+ e VNR+,
dado este que confirma a tese de que as células tipo-osteoblastos possibilitam a

formacgao de osteoclastos (ITONAGA et al., 2003).

As células gigantes multinucleadas presentes na LCCG e na LPCG sao
morfologicamente e histoquimicamente semelhantes a osteoclastos. Possuem
enzimas hidroliticas e antigenos especificos de osteoclastos, além de receptores

para calcitonina. S&o capazes de reabsorver 0sso in vitro, tendo sua funcdo de
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reabsorgcao 6ssea e mobilidade celular moduladas na presencga de calcitonina (LIU et

al., 2003).

As LCCG podem ocorrer de forma isolada, em formas multiplas, recorrentes
ou ainda associadas a Sindromes como o Querubismo, a Sindrome de multiplas
lesdes de células gigantes / tipo-Noonan (SMLCG/TN) e a Neurofibromatose do tipo
1 (NF-1) (HYCKEL et al, 2005). Tais lesdes sao histologica e

imunoistoquimicamente indistinguiveis (VAN DAMME & MOOREN, 1994).

Existe uma diferenga consideravel na literatura referente aos dados
estatisticos destas lesdes, provavelmente devido ao numero de casos e critérios de
selegdo utilizados. Na maioria dos artigos, a amostra € relativamente pequena
(n<20) e os pacientes s&o referenciados de um unico Centro de Saude, sendo este

um Bias (DE LANGE, 2007c).

de Lange & Van den Akker (2005) realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar aspectos clinicos e radiograficos das LCCG diagnosticadas na Holanda no
periodo entre Janeiro de 1990 e Janeiro de 1995. A incidéncia foi de 89 lesdes em
83 pacientes. Sinais e sintomas de agressividade (dor, parestesia e reabsorgao
radicular) foram encontrados em 16 pacientes (19,3%). Les6es multiplas ocorreram
em trés pacientes (3,6%). A taxa de recorréncia foi de 26,3%, sendo maior nos
pacientes com lesdes agressivas (RR=1.6). Em cinco pacientes (14 lesbdes) houve
um diagnostico clinico de Querubismo isolado ou concomitante com a NF-1. Os
autores concluiram que em uma populagdo em geral, lesbes de células gigantes
maiores e agressivas sao menos comuns do que o sugerido pela literatura.
Entretanto, lesbes multiplas ocorrem com maior freqiéncia do que foi descrito

previamente. Em pacientes com sinais e sintomas agressivos, a curetagem cirurgica,
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isoladamente, ndo € uma terapia efetiva.

O diagnéstico clinico diferencial para LCCG deve ser feito com Querubismo,
tumor marrom do hiperparatireoidismo, Ameloblastoma e Ceratocisto. Nos casos em
que a lesdao se localiza periapicalmente, pode ser confundida com cistos ou
granulomas radiculares de origem endodéntica, principalmente quando ndao ha

resposta pulpar (LOMBARDI et al., 2006).

1.2 Querubismo

O Querubismo foi inicialmente descrito por Jones (JONES, 1933). E uma
doenca rara que apresenta heranga autossémica dominante (MIM 118400).
Geralmente caracteriza-se pela destrui¢ao bilateral da mandibula, maxila ou ambas,
podendo alcangar a regiao orbitaria. A destruicdo é frequentemente acompanhada
de um aumento de volume facial, causando uma assimetria indolor. A pele na regiao
da bochecha fica esticada e projeta as palpebras inferiores para baixo. Os olhos
parecem estar deslocados para cima, lembrando os anjos querubins das pinturas

renascentistas (MANGION et al., 1999; UEKI et al., 2001).

Radiograficamente, o Querubismo é caracterizado por areas radiolucidas
multiloculares que podem ser unilaterais. Normalmente a doencga restringe-se as
regides maxilar e mandibular, apesar de anormalidades radiograficas serem

ocasionalmente observadas nas costelas (ARNOTT, 1978).

Avaliagbes histopatoldgicas das lesées mostram um tecido conjuntivo fibroso
proliferativo, contendo numerosas células gigantes multinucleadas (SOUTHGATE et

al., 1998).
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Os aspectos clinicos e histolégicos do Querubismo podem apresentar
similaridade diagnostica com: TCG, LCCG, fibroma ossificante, displasias fibrosas

dos maxilares e doenca de Paget (WHITAKER & SINGH, 1995).

Os individuos afetados n&o apresentam alteragbes ao nascimento.
Normalmente a doenga se manifesta no inicio da infancia (entre 2 a 5 anos) e se
torna mais evidente até a puberdade, fase na qual as lesbes 6sseas comegcam a
regredir. Entretanto, a distorcdo dos maxilares leva a anormalidades dentarias
permanentes. Outras complicacbes como disturbios visuais (devido as lesbes que
atingem a orbita) e mesmo 6bito, foram descritos; porém sao relativamente raros
(HAWES, 1989). Segundo o autor, a penetrancia da doenca ¢é alta, mas a estimativa
precisa depende do critério diagnodstico utilizado. A freqliéncia e gravidade da

doencga € maior no sexo masculino que no feminino.

Se apenas a mandibula esta envolvida e ndo ha histérico familiar, torna-se
impossivel diferenciar o quadro de Querubismo de multiplas LCCG (DE LANGE et
al., 2007b). Os achados microscépicos do Querubismo s&o essencialmente
semelhantes aqueles da lesédo central de células gigantes isoladas, ndo permitindo
um diagnostico especifico de Querubismo na auséncia de informagdes clinico-

radiograficas (YAMAGUCHI et al., 1999).

Histologicamente, as lesdes do Querubismo contém células gigantes
multinucleadas com atividade osteoclastica, em um estroma fibroso contendo células
mesenquimais ovais e fusiformes. Estes aspectos sdo similares aqueles presentes
em outras lesbes que contém células gigantes, incluindo displasia fibrosa, LCCG e
LPCG, granuloma reparativo do osso de células gigantes, TCG e tumor marrom do

hiperparatireoidismo (DE LANGE et al., 2005).
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Normalmente, o contexto clinico e a histéria natural sdo pré-requisitos para
um diagndstico diferencial definitivo entre estas lesdes histologicamente similares. A
distincgdo e mesmo a nomenclatura entre estas doencas podem depender de cada

instituicdo (LIETMAN et al., 2007).

MANGION et al. (1999) e TIZIANI et al. (1999) demonstraram que o
Querubismo é causado por mutagdo na regido codificadora do gene SH3BP2,

localizado no cromossomo 4p16.3.

Em 2003, Imai et al. encontraram uma mutagao de sentido trocado Pro418Arg
no exon 9 do gene SH3BP2, em uma paciente diagnosticada com Querubismo ndo-
familiar. Segundo os autores, casos de Querubismo n&o-familiar como o estudado,

apresentam grande similaridade clinica e dificil diagnéstico diferencial com LCCG.

Li & Yu (2006) investigaram uma familia com 21 membros, sendo que 3 foram
diagnosticadas com Querubismo, todas do sexo feminino. Um dos casos de
Querubismo apresentou uma particularidade: o envolvimento da regido orbitaria
ocorreu ja na idade adulta, apdés remissdo das lesdes mandibulares. Dezessete
membros foram recrutados para analise genética. Os autores realizaram o
sequenciamento do gene SH3BP2 no exon 9, e encontraram uma mutagdo de
sentido trocado nos pacientes com Querubismo: uma troca de base A1517G,
causando uma substituicdo de aminoacido Asp419Gly. Esta mutagcdo nao foi

encontrada em nenhum dos 100 controles avaliados.

de Lange et al. (2007a) realizaram a analise clinica, radiografica e genética de
11 membros de uma familia com histérico de Querubismo. Cinco membros
apresentaram mutagao pontual no exon 9, até entdo ndo descrita: uma transi¢cao

C1513A, resultando em uma substituicdo Pro418Thr. Dois individuos apresentavam
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os aspectos classicos de Querubismo e a mde de um deles, sinais de um
“Querubismo solucionado”. Dos dois outros membros que nao apresentavam sinais,
sintomas e ou histérico de Querubismo, um era do sexo masculino, o que segundo
os autores pode contradizer a literatura, que mostra 100% de penetrancia da doenca

nos homens.

Lee et al. (2008) examinaram um paciente com 6 anos de idade e sua familia.
Encontraram uma mutagdo no gene SH3BP2 Pro418Arg no probando e em sua

mae.

1.3 O gene SH3BP2

As mutacgdes encontradas em pacientes com Querubismo foram evidenciadas
em uma porgcado do exon 9 que codifica uma regido rica em prolina (aminoacidos

415-420) (UEKI et al., 2001).

A funcdo especifica desta regido, codificada pelas mutagdes de sentido
trocado no SH3BP2 em pacientes com Querubismo permanece incerta, apesar
deste padrao de sentido trocado sugerir uma mutagao ativadora (UEKI et al., 2001;

LIETMAN et al., 2006).

Todas as mutacdes identificadas no SH3BP2 estao localizadas no exon 9 e
afetam trés aminoacidos, em uma sequéncia de seis (RSPPDG), no dominio de
ligacdo SH3. As mutagdes no SH3BP2 promovem um ganho de fungéo ou atuam de
forma negativa-dominante. Apesar desse gene ser um regulador da fungédo da c-ABL

em algumas células como osteoblastos, ele pode afetar diferentes moléculas
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sinalizadoras em outras células, como as progenitoras de osteoclastos (UEKI et al.,

2001).

A regido do cromossoma 4p16.3, localizacdo do SH3BP2, esta
frequentemente deletada nos pacientes com a Sindrome de Wolf-Hirschhorn; uma
condi¢cdo rara caracterizada pelo desenvolvimento debilitado, incluindo tamanho e
crescimento limitados. Apesar da haploinsuficiéncia do SH3BPZ2 nesta sindrome,
estes pacientes possuem aspectos faciais e de desenvolvimento distintos que nao

se assemelham ao Querubismo (BATTAGLIA & CAREY, 1999).

A proteina codificada pelo cDNA com as mutagdes do SH3BP2 no
Querubismo € ativadora, pois ela aumenta a atividade do Fator nuclear de células T
ativadas (NFAT) mais que no cDNA do SH3BPZ2 tipo-selvagem (LIETMAN et al.,

2006).

E possivel que a presenca da SH3BP2 nas LCCG, evidenciada pela
imunoistoquimica, represente na verdade, uma relativa expressao aumentada do
SH3BP2 tipo-selvagem nas lesdes de células gigantes n&o-sindrébmicas. Tal
aumento na quantidade de SH3BP2 poderia aumentar a ativacdo de sua propria via,
simulando assim, a atividade aumentada observada nas mutacdes de ativagcado do
gene SH3BP2 no Querubismo (LIETMAN et al., 2006). De acordo com estes
autores, existem indicagdes que o gene SH3BP2 apresenta um papel na regulagao
da atividade aumentada de osteoblasto e osteoclasto, observada na erupgao

dentaria normal.

Segundo Foucault et al. (2003), proteinas adaptadoras sao componentes
sinalizadores criticos que podem integrar multiplos caminhos, ao permitirem a

reunidao de complexos sinalizadores multimoleculares. O adaptador citoplasmatico
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SH3BPZ2 promove atividades transcricionais do NFAT e da proteina ativadora 1 (AP-
1) em células T através da ativagdo dos caminhos RAS e calcineurina dependentes.
Entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais o0 SH3BPZ2 regula a sinalizagéo
e ativacdo celular permanecem pouco conhecidos. Os autores apresentaram
evidéncias da interacao fisica entre 0 SH3BP2 e a proteina chaperona 14-3-3. Uma
proteina SH3BP2 mutante, incapaz de se ligar a 14-3-3, mostrou potencial
aumentado para estimular atividades transcricionais do NFAT, sugerindo que esta

interacéo regula negativamente a fungéo adaptadora da SH3BP2 em linfocitos.

Miah et al. (2004) sugeriram que mutagbes pontuais no SH3BP2 poderiam
causar a ativacao patoldgica de osteoclastos, presumidamente pela disfungéo deste
gene na via regulatoria da osteoclastogénese. Além disto, hipotetiza-se que a
mutagdo no gene SH3BP2 tem provavelmente alguma influéncia na regulagdo do
desenvolvimento dental pelo gene Msx-1 e que o desenvolvimento das LCCG
poderia estar ligada a desregulacdo desse gene. A expressdo nao fisiolégica do
Msx-1 poderia levar a uma falha na diferenciacao osteoclastica que entdo causaria a

formagao de um tecido lesional.

Neste processo, o SH3BP2 possui uma influéncia na regulagcao do receptor
do Horménio da Paratiredide (PTH) e na proteina relacionada ao PTH (PTHrP). O
PTH medeia uma reducao na expressao da osteoprotegerina (OPG) nos foliculos
dentarios, que promovem osteoclastogénese (TAZAWA et al. 2003; WISE et al.

2004).

Segundo Hyckel et al. (2005), a ocorréncia hereditaria do Querubismo indica
uma provavel etiologia genética, uma vez demonstrada sua correlagdo com a

mutagdo no gene SH3BPZ2. Uma definicdo de sua patogénese ainda nao foi
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elucidada. Devido a sua associagdo com o desenvolvimento dos segundos e terceiro
molares, o Querubismo poderia ser definido como uma alteracdo do
desenvolvimento dentario, geneticamente determinada. A determinagao temporal e
espacial dos sintomas clinicos € explicada pela interacdo entre o caminho de
transducao de sinais SH3BP2-dependentes com a morfogénese mandibular. Devido
a indeterminacao da fase de capuz dos segundos e terceiros molares induzida pela
doenca, uma compartimentagcdo espacial necessaria para o desenvolvimento
dentario normal ndo ocorre. Isto causa a desregulacdo da formagéo de tecido 6sseo

a partir do mesénquima.

Lietman et al. (2006) demonstraram que as mutacdes encontradas no
SH3BP2 comportam-se como ativadoras do NFAT e determinam um ganho de
funcdo ao promoverem a ativagao de osteoclastos, o0 que é consistente com as
lesbes que produzem o fendtipo clinico do Querubismo. Ainda permanece
desconhecido como as mutagdes relacionam-se com o fato das lesdes serem sitio-

especificas.

A fungdo precisa do SH3BPZ2 é incerta; seu dominio de homologia 2 Src
(SH2) e dominio ligante de homologia 3 Src (SH3BD) sao caracteristicos de
proteinas adaptadoras, que apesar de serem limitadas na atividade catalitica
intrinseca, exercem papéis criticos ao acoplar receptores quinase a processos

especificos de sinalizagcao celular (DECKERT et al., 1998; FOUCAULT et al., 2003).

O dominio SH2 no SH3BPZ2 liga-se as proteinas citoplasmaticas Syk, Vav,
PLC-y, 14-3-3, c-CBL e LAT. Em um nivel celular, o gene SH3BP2 foi relacionado a
sinalizagao de células T e ao processo inflamatério, e sua atividade é reduzida ao

interagir com a proteina chaperona 14-3-3. O NFAT esta aumentado em resposta a
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expressao elevada do SH3BP2, sendo que o NFAT citoplasmatico calcineurina-
dependente 1 (NFATc1), a isoforma primaria do NFAT presente nos osteoclastos, &
o regulador mestre da osteoclastogénese (DECKERT et al., 1998; FOUCAULT et al.,

2003, TAKAYANAGI, 2005).

A proteina adaptadora SH3BP2 é conhecida por exercer um papel regulador
na sinalizagao de imunoreceptores. Em linfécitos, a ligacdo de receptores de células
B ou T desencadeia a fosforilagdo de tirosina. A analise genética revela que a
SH3BP2 ¢ requisitada para a proliferacdo de células B e receptores de sinalizagao
de células B. As mutacbes pontuais no gene SH3BPZ2 incluem substituicbes e
delecbes. As células mieldides em Camundongos Knockout exibem respostas
aumentadas ao Fator Estimulador de Colénia de Macrofago (M-CSF) e ao RANKL,

acarretando a ativagao de osteoclastos (HATANI & SADA, 2008).

As células gigantes multinucleadas mostraram-se positivas para CD68 e para
Fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP). Inimeras células fusiformes do estroma
expressaram RANKL. Estes resultados apontam evidéncias que o RANKL tem um
papel critico na diferenciacdo de células precursoras de osteoclastos em células

gigantes multinucleadas no Querubismo (LEE et al., 2008).

Lietman et al. (2008) investigaram o significado funcional da proteina SH3BP2
na osteoclastogénese, na presenca do RANKL soluvel (SRANKL). O estudo indicou
que a SH3BP2 aumenta tanto a translocacdo nuclear de NFATc1 quanto a
expressdao de TRAP em células pré-osteoclasticas tratadas com sRANK. Diante
destes achados, os autores propuseram que as lesdes do Querubismo resultam do
efeito de ganho de funcao produzido pelas mutagdes no gene SH3BPZ2 nas células

pré-osteoclasticas.
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1.4 Estudos moleculares das LCCG

de Lange et al. (2007b) analisaram o DNA extraido do sangue de quatro
pacientes diagnosticados com LCCG agressiva — caracterizada por um ou mais dos
seguintes aspectos: dor, parestesia, crescimento rapido e reabsorgéo radicular. Os
autores n&o encontraram mutac¢des no exon 9 do gene SH3BP2. Porém, sugeriram
que uma mutagdo somatica em um grupo especifico de células poderia causar as
lesbes focais nas LCCG e indicaram a necessidade de analise do DNA tecidual

destas lesoes.

Lietman et al. (2007) investigaram se lesdes de células gigantes esporadicas
possuem mutacdées na mesma area do gene SH3BPZ2 como nas raras lesdes
sindrébmicas do Querubismo. Eles hipotetizaram que as mutagdes no SH3BP2,
similarmente aquelas encontradas no Querubismo, estavam presentes em lesdes
centrais ndo-sindroémicas. A expressao das proteinas do SH3BP2 e do NFATc1 nao
pareceram correlacionar diretamente, uma vez que em algumas amostras a
expressao da NFATc1 é mais difusa que da SH3BP2. Neste estudo ndo foram
identificadas mutacdes no exon 9 do gene SH3BP2 no tecido da lesdao de 10
amostras de TCG e nem em 9 casos de LCCG, sugerindo que mutacoes
germinativas ou somaticas tipo-Querubismo s&o incomuns em Lesdes de células

gigantes ndo-sindrémicas.

Idowu et al. (2008) avaliaram o tecido de Lesdes de células gigantes para
mutagdes no exon 9 do gene SH3BPZ2. As células foram obtidas pela micro-
dissecagao do tecido lesional embebido em parafina. Os autores n&do detectaram

mutagdes em 26 Lesdes (15 centrais e 11 periféricas) e sugeriram que pacientes
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com Lesdes de células gigantes ndo portam as mutagdes germline no SH3BP2

relacionadas ao Querubismo.

Apesar da etiologia da LCCG ser desconhecida, os aspectos histoldgicos
similares desta lesdo com o Querubismo sugerem que ambas as condigbes
poderiam compartilhar da mesma alteracdo genética. Como até o momento, as
mutacdes encontradas no SH3BP2 foram pesquisadas somente no exon 9, torna-se

extremamente relevante avaliar outras regides do gene.
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2 OBJETIVO
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2 Objetivo

Realizar a analise molecular do gene SH3BP2, no Querubismo e em Lesdes
Centrais de Células Gigantes esporadicas, através do sequenciamento das regides

codificadoras dos 13 exons.
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Summary Cherubism is an autosomal dominant inherited syndrome characterized by exces-
sive bone degradation of upper and lower jaw and its replacement with large amounts of fibrous
tissue, which causes a characteristic facial swelling. A correlation with a mutation in the gene
SH3BP2 has been previously demonstrated, but a model for its pathogenesis is not yet available.
Here we describe a novel mutation in an aggressive case of cherubism located in the pleckstrin

homology domain (PH) of the SH3BP2.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Cherubism (MIM #118400) is a rare autosomal dominant dis-
order with incomplete penetrance first described by Jones
in 1933." This condition is caused by germline mutations in
the gene that encodes the adapter protein SH3BP2 (Src

" Corresponding author. Tel.: +55 31 3499 2717; fax: +55 31 3499
2983.
E-mail address: |demarco@ufmg.br (L. De Marco).

Homology-3 Binding Protein-2; MIM *602104).27¢ Cherubism
starts in early childhood, usually affecting both jaws with
a symmetric distribution, causing an angel-like appearance
of the patients. During its evolution, the bone is replaced
by a proliferating fibrous tissue containing numerous giant
cells, but spontaneous regression is expected to occur even
without surgical intervention.? The size and extent of the
jaw lesions and the clinical presentation of patients with
the condition range from minor lesions without facial defor-
mity to large, deforming, destructive lesions with massive
involvement of both jaws.”~®

1368-8375/$ - see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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The adapter protein SH3BP2 contains three modular pep-
tide recognition domains, an N-terminal pleckstrin homol-
ogy domain (PH), a ten-amino acid SH3 binding site and a
C-terminal SH2 domain.’® All mutations identified so far
are in exon nine and affect three amino acids within a six-
amino acid sequence (RSPPDG) located 31—36 amino acids
upstream of the SH2 domain and 205—210 amino acids
downstream of the SH3-binding domain.?

We have recently reported a case in an 8-year boy, which
progressed rapidly and 17 months later he died of septice-
mia."" Considering the rapid and aggressive course of the le-
sions and the fact that SH3BP2 is related to the condition,
we aimed to investigate this gene in the case previously re-
ported and advance the understanding of the etiology and
pathogenesis of cherubism.

Materials and methods

Extraction of the tumor cell DNA was performed from the
paraffin block in accordance with protocols described by
Isola et al (1994)." The primers used have been previously
described. '3 Briefly, PCR reactions were performed in a final
volume of 50 ul containing a proofreading taq DNA polymer-
ase (Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity, Invitro-
gen). Thirty-five cycles of amplification were done in a
PTC-100-60 thermocycler (MJ Research, Watertown, MA,
USA) with the appropriate parameters. The amplified prod-
ucts were analyzed by electrophoresis on a 6.5% polyacryl-
amide gel followed by silver stain. DNA sequencing
reactions were carried out using the BigDye terminator kit
and a DNA ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) always performed in duplicate, both
strands, from different amplification products to lessen arti-
ficial artifacts. Numbering of nucleotide and amino acid re-
fers to the complete cDNA sequence of SH3BP2 (GenBank
NM003023).

Results

Sequencing of all coding regions of the SH3BP2 gene demon-
strated a novel mutation in the exon 3. The mutation corre-
sponds to a deletion of cytosine (408delC) (Fig. 1). This
mutation is located in a PH domain of the SH3BP2 (Fig. 2).
The 408delC led to a premature stop codon 1460bp up-
stream the wild type stop codon TGA (GenBank:
NMO003023) with loss of SH3 and SH2 domains (GenBank
AAH22996).

wT GCGCTTTGTIT Mu

I CG1 T1TT1TGI1

Figure 1 (a) Wild type DNA sequence of exon 3; (b) DNA
sequence showing the deletion of cytosine (408delC).

2 X [Pro] K
26 130 201 240 455 559
b
sx [T __[Pro] | sHz |
26 74 130 201 240 455 553
Figure 2 (a) Schematic structure of the SH3BP2 and its

domains: pleckstrin homology domain (PH), a proline-rich
region (Pro), and an SH2 domain (SH2). (b) The truncated
protein and loss of remaining domains.

Discussion

The adaptor protein SH3BP2 was originally isolated as a pro-
teintyrosine kinase c-Abl-Src homology 3 (SH3) domain-
binding protein of unknown function.' SH3BP2 has 13
exons, but all SH3BP2 mutations described in patients with
cherubism occurred within a six amino acid region, encoded
by exon 9.%%'3 The SH3BP2 gene lies within a region that is
frequently deleted in individuals with Wolf-Hirschhorn syn-
drome (WHS; MIM #194190), but haploinsufficiency of
SH3BP2 in patients with WHS does not result in cherubism
or cherubism-like characteristics.'> ¢

Our genetic analysis showed a novel mutation (408del C)
associated with an aggressive behavior of cherubism. This
deletion occurred in an important N-terminal pleckstrin
homology domain, which has diverse functions in the cell.
It specifically binds phosphatidylinositol-3,4,5-trisphos-
phate (PtdIns(3,4,5)P3) via its PH domain and it acts as a
PI 3-kinase effector mediating biological responses such as
cell adhesion and membrane trafficking.'”” PH domain is of-
ten involved in targeting proteins to the plasma membrane,
but few display strong specificity in lipid binding."”

Although all studies have shown that SH3BP2 mutations in
cherubism affect different domains, it remains unclear how
SH3BP2 mutations could lead to different cherubism pheno-
types. We believe that further genotype-phenotype associa-
tion studies in individuals with cherubism will help to
establish the basis for the phenotypic variability and provide
important clues of the pathogenesis of this disease.
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Central giant cell lesion (CGCL) is a reactive bone lesion
that occurs mainly in the mandible, characterized by the
multinucleated osteoclast-like giant cells in a background
of oval to spindle-shaped mononuclear cells. The etiology
is unknown and occurs more commonly in young adults.
Cherubism, a rare disease found predominantly in
females has histologic characteristics indistinguishable
from those of CGCL and is caused by mutations mostly
present in exon 9 of the SH3BP2 gene. In this study, we
investigated four cases of CGCL and one case of cher-
ubism. DNA was extracted from peripheral blood and
tumor tissue and all coding and flanking regions of the
SH3BP2 amplified by PCR and directly sequenced to
identify underlying mutations. Two novel mutations were
found; a heterozygous missense mutation c.1442A>T
(Q48IL) in exon |1 in one sporadic case of CGCL and a
heterozygous germline and tumor tissue missense
mutation ¢.320C>T (T107M) in exon 4 in one patient with
cherubism. These findings open a new window to inves-
tigate the possible relationship between the pathogenesis
of the cherubism and CGCL.

Oral Diseases (2009) 15, 106110

Keywords: central giant cell
SH3BP2; cherubism

lesion; SH3-binding protein;

Introduction

The central giant cell lesion (CGCL) was first described
by Jaffe (1953) as a giant-cell reparative granuloma of
the jaw bones. CGCL is a reactive intra-osseous lesion
resulting from a local reparative reaction of unknown
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etiology. It occurs mainly in the mandible and the age of
most patients ranges from 10 to 25 years (de Lange
et al, 2007c). Radiographic findings are diverse, varying
from small unilocular lesions to large multilocular
lesions with displacement of teeth, root resorption,
and cortical perforation (Horner, 1989). Histologically,
CGCL is characterized by the presence of multinucle-
ated osteoclast-like giant cells in a background of oval
to spindle-shaped mononuclear cells (Neville et al,
2002). Cherubism (MIM 118400) is an autosomal
dominant inherited syndrome characterized by excessive
bone degradation of the upper and lower jaws followed
by development of fibrous tissue masses, which causes a
characteristic facial swelling (Ueki et a/, 2001). The gene
responsible for cherubism is located on chromosome
4p16.3 and named SH3BP2 (Mangion et al, 1999). To
date, all mutations of the SH3BP2 identified in familial
cherubism are present in exon nine and affect three
amino acids within a conserved six amino acid sequence
(RSPPDG), the SH3-binding domain (Hatani and Sada,
2008). Recently, a mutation in the SH3BP2 gene was
described in a case of non-familial cherubism (Imai et al,
2003) and also in one aggressive case of sporadic
cherubism (Carvalho er al, 2008). Although the etiology
of CGCL is unknown, the similar histologic features of
this lesion with cherubism suggest that both conditions
share the same genetic alteration. Therefore, we inves-
tigated all coding and flanking sequences of the SH3BP2
gene in patients with CGCL.

Material and methods

In this report, we studied frozen samples from four cases
of CGCL and one case of cherubism, collected between
1998 and 2004 and stored at —80°C. The criteria for
CGCL diagnosis is described elsewhere (Neville et al,
2002; de Lange et al, 2007¢c). All lesions were located in
the midline or posterior region of the mandible. The
University Ethics Committee approved the work. After
an informed written consent signed by all patients,
fragments of the lesions were obtained during surgical



removal procedures. A piece of the fragment was fixed
in 10% formalin buffer and paraffin-embedded tissue
blocks were used for routine histologic staining to
confirm the clinical diagnosis. All five lesions studied
showed typical histologic features of CGCL described in
the literature (Neville et al, 2002; de Lange et al, 2007c).
Another piece of the specimen sample was immediately
stored at —80°C for subsequent molecular analyzes. In
addition, peripheral blood was collected from all sub-
jects. The CGCL was considered aggressive when the
lesion was larger than 4 cm in size and the cortical bone
was damaged or expanded and teeth displaced (Chuong
et al, 1986).

One case was referred to the School of Dentistry as
bilateral CGCL and her clinical chart did not report
cherub face or familial cases of cherubism. After an intra
oral examination, a discreet expansion of the mandible
was noted. Radiographic findings showed bilateral
multilocular lesions of the mandible with tooth dis-
placement. Although no cherub face was seen, our
diagnostic hypothesis was that of cherubism with low
expressivity. Therefore, in addition to clinical and
biochemical data, DNA of tumor and blood cells was
extracted and the SH3BP2 gene investigated.

All patients were unrelated and underwent detailed
hematologic and biochemical evaluation, including
parathyroid hormone (PTH) levels, alkaline phospha-
tase activity, serum calcium and phosphorus concen-
trations. All these parameters were within normal
ranges.

Genomic DNA was extracted from lesions and
peripheral blood using the GenomicPrep kit according
to the manufacturer’s instructions (Amersham Pharma-
cia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA). All coding and
flanking regions of the SH3PB2 gene were investigated
using previously described PCR primers and reaction
conditions (Imai et a/, 2003). Briefly, PCR reactions
were performed in a final volume of 50 ul containing
200 ng of template DNA, 200 uM dNTPs, 10 pM of
each primer and 1.25 U of a proofreading Taq poly-
merase (Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Thirty-five cycles of
amplification were performed in a PTC-100-60 thermo-
cycler (MJ Research, Watertown, MA, USA) with the
appropriate parameters. The amplified products were
analyzed by electrophoresis on a 6.5% polyacrylamide
gel followed by silver stain. DNA bands corresponding
to expected size were purified using the GFX PCR DNA
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and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA). DNA sequencing reactions were
carried out using the BigDye Terminator kit in a DNA
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). All experiments were performed
in duplicate with both strands and from different
amplification products to lessen artificial artifacts.
Numbering of nucleotide and amino acid refers to the
complete cDNA sequence of SH3BP2. In order to
exclude single nucleotide polymorphisms (SNPs), we
sequenced DNA from 50 unrelated control subjects with
the same ethnic background. This group was comprised
of patients without history of CGCL or Cherubism. The
NCBI SNP database was also checked to rule out
polymorphisms.

Results

To verify the presence of mutations of the SH3BP2 gene
in CGCL and cherubism patients, all 13 coding and
flanking regions were sequenced from PCR products
from tumor DNA as well as peripheral blood DNA.
Clinical and radiological features as well as the molec-
ular alterations found in the SH3BP2 gene are shown in
Table 1.

The patient with cherubism (#1) presented a germline
heterozygous substitution of cytosine to thymine
¢.320C>T (T107M) in exon 4 (Figure la). This muta-
tion leads to an exchange of the amino acid threonine to
methionine in the N-terminal pleckstrin domain. The
presence of this germline mutation led us to screen the
patient’s close relatives. Besides her parents, no other
relatives were available for clinical assay. Oral mucosal
cells were collected from them, DNA extracted and
sequencing of the SH3BP2 gene performed.

The mother was shown to carry the same heterozy-
gous mutation ¢.320C > T found in the propositus (data
not shown). To predict whether the molecular altera-
tions present in both patients would affect protein
function, the algorithm SORTING INTOLERANT FROM
TOLERANT (SIFT) (http://blocks.fherc.org/sift/SIFT.html)
was used.

Analysis of the SH3BP2 gene in patient with non-
aggressive CGCL (#2) showed the presence of a novel
heterozygous mutation c.1442A >T (Q481L) in exon 11
(Figure 1b), leading to an exchange of amino acid
Glutamine to Leucine in the C-terminal SH2 domain.
No germline mutation was found in this patient.

Table 1 Clinical data, radiological features and mutations detected in patients with cherubism (#1) and central giant cell lesion (#2 to #5)

Case Age Mutation Mutation
no. (years) Sex Aggressiveness X-ray findings (germline) (tumor)

1 12 F Yes Large destructive multilocular radiolucent lesions c.320C>T c.320C>T

with tooth displacement

2 41 F No Small unilocular radiolucent lesion Wild type c.1442A>T
3 46 M Yes Large destructive multilocular radiolucent lesion Wild type Wild type
4 11 M Yes Large destructive multilocular radiolucent lesion Wild type Wild type
5 19 M No Multilocular radiolucent lesion Wild type Wild type

Nucleotides are numbered according to the ENST00000356331.
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Figure 1 Chromatogram sequence data of the propositus #1 showing
the heterozygous ¢.320C >T mutation (a); Chromatogram sequence
data of the propositus #2 showing the heterozygous c.1442A>T
mutation (b)

Discussion

A number of conditions can present with lesions that
histologically are indistinguishable from CGCL of the
jaws, including giant cell tumors, aneurysmal bone cyst,
brown tumors of hyperparathyroidism, cherubism and
other inherited syndromes associated with genetic
mutations such as Noonan-like/multiple giant cell lesion
syndrome, Neurofibromatosis type 1 and Ramon syn-
drome (Pina-Neto et al, 1986; van Damme and Mooren,
1994; Lee et al, 2005).

The gene SH3BP2 that codes for the adapter protein
SH3BP2 was identified in 2001 on chromosome 4p16.3
(Mangion et al, 1999; Tiziani et al, 1999; Ueki et al,
2001). A mutation in exon 9 of the SH3BP2 gene was
described in a case of non-familial cherubism (Imai et al,
2003). Subsequently, SH3BP2 gene molecular analysis
of exon 9 in patients with sporadic central or peripheral
giant cells lesions have not demonstrated the presence of
mutations (de Lange et al, 2007b; Lietman et al, 2007,
Idowu et al, 2008). In this report, we analyzed all coding
and flanking regions of the SH3BP2 gene and found two
novel mutations of SH3BP2, one associated with a
sporadic case of CGCL and one in a patient with
cherubism.

Three functional domains of SH3BP2 have been
described; the N-terminal pleckstrin homology domain
(PH), a 10-amino acid SH3 binding site and C-terminal
SH2 domain (Ren ez al, 1993). Patient #2 presented a
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heterozygous mutation ¢.1442A > T (Q481L) in exon 11,
a SH2 domain of the SH3BP2. This mutation was
present only in tumor cells. The Src homology 2 domain
(SH2) is involved in recognition of phosphorylated
tyrosine (pTyr) and SH2 domains typically bind pTyr-
containing ligands via two surface pockets allowing
proteins with SH2 domains to localize to tyrosine
phosphorylated sites (Ingley, 2008). Analysis of the
protein function based on sequence homology and the
physical properties of amino acids using the sIFT
software program shows that the Q481L alteration in
the SH2 domain affects protein function, possibly
arresting SH3BP2 to localize tyrosine phosphorylated
sites. To date, functional studies of SH3BP2 mutations
have not been performed. But their association with
disease, location in areas of the molecule that are highly
conserved between species (http://www.ensembl.org/
Homo_sapiens/searchview?species = ;idx = ;q =sh3bp2)
and most important, their absence in normal controls,
suggest that they are pathogenic.

Lietman et a/ (2007) studied exon 9 of SH3BP2 gene in
10 giant cell tumors of bone and nine giant cell reparative
granulomas and did not find any molecular alteration. In
addition, they showed that SH3BP2 transcript and
protein as well as NFATcl protein were abundantly
expressed in CGCL. They also found a smaller transcript
in the RNA from one giant cell lesion and speculated that
a mutation outside exon 9 could be responsible for this
truncated protein. Idowu er a/ (2008) did not find
mutations in exon 9 of the SH3BP2 gene in CGCL of
the jaw and neither did de Lange et a/ (2007b). It is
important to emphasize that these authors limited to exon
9 their search for SH3BP2 gene mutations.

At this study, we found a novel germline mutation in
exon 4 (c.320C>T) in one young female patient
presenting with cherubism with low expressivity. This
mutation led to a substitution of threonine to methio-
nine in the N-terminal pleckstrin domain. PH domain is
only found in eukaryotes and is the eleventh most
populous domain family in the human genome (Lander
et al, 2001). PH domains is only found in cellular
signaling proteins such as serine/threonine Kkinase,
tyrosine kinases, regulators of G-proteins, endocytotic
GTPases, adaptors, as well as cytoskeleton associated
molecules and in lipid associated enzymes (Ingley and
Hemmings, 1994; Lemmon, 2004).

Our patient with cherubism fulfilled some clinical and
radiographic criteria used in its diagnosis such as
bilateral swelling of the jaw with expansion or thinness
of the cortical bone, bilateral multilocular radiolucen-
cies, tooth displacement and root resorption (de Lange
et al, 2007a). Cherubism shows 100% penetrance in
males and 50-70% in females (von Wowern, 2000;
Horton, 2002; Marx and Stern, 2002) and the expres-
sivity is wide, ranging from bilateral non-expansible to
highly destructive lesions (von Wowern, 2000). Because
of incomplete penetrance of cherubism in females and to
its variability of expressivity, some cases of cherubism
may be under-diagnosed. Recently, we reported a novel
mutation in the SH3BP2 gene outside exon 9 in one
aggressive case of cherubism (Carvalho et al, 2008).



Given that all but one previous report of mutations in
the SH3BP2 have looked only in exon 9, additional
studies analyzing the entire gene and trying to correlate
genotype—phenotype features in individuals with cher-
ubism will help to establish the basis for the disease’s
phenotypic variability.

Up to now, it has been suggested that the SH3BP2
gene plays a role in regulating increased osteoblast and
osteoclast activities (Ueki et al, 2007). Furthermore, it is
proposed that mutations in the SH3BP2 gene could
cause pathologic activation of osteoclasts, probably by
dysfunction of the SH3BP2 gene in the regulatory
pathway of osteoclastogenesis (Miah et al, 2004; Hyckel
et al, 2005). In this process, SH3BP2 has an influence on
the regulation of the PTH receptor and PTH-related
protein (PTHrP), interacting with the chaperone protein
14-3-3 (Foucault et al, 2003), which was recently
described as a regulatory protein of type I PTH/PTHrP
receptor (Tazawa et al, 2003).

Lietman ez a/ (2006) showed that heterozygotic
mutations in exon 9 of the SH3BP2 led to increased
NFAT (nuclear factor of activated T-cells), an oste-
oclastogenic mediator, indicating that the cherubism
results from gain of function mutations in SH3BP2.
The NFATc] isoform (also termed NFAT2) has been
proposed as an important master transcription factor
for osteoclastogenesis (Foucault et a/, 2003a,b). Dys-
function of SH3BP2 protein by point mutations
causes pathologic activation of osteoclasts in cherub-
ism, suggesting that endogenous SH3BP2 has a
regulatory role in the development and/or activation
of osteoclasts in jaw bones (Miah et al, 2004). The
maturation of osteoclasts requires osteoblasts and
stromal cells releasing macrophage colony-stimulating
factor and the receptor for activation of nuclear factor
kB ligand (RANKL) that are essential to promote
osteoclastogenesis (Roodman, 1999).

In this study, novel SH3BP2 gene mutations in
sporadic CGCL and in one case of cherubism were
demonstrated. Considering the diverse clinical
behavior of cherubism it is possible that some
non-familial cases of cherubism are undistinguishable
from sporadic cases of CGCL. Further sequencing of all
coding as well as flanking and promoter regions of the
SH3BP2 gene in CGCL and non-familial cherubism
cases with variable expressivity and penetrance are
necessary to provide important insights into molecular
mechanisms associated with these lesions.
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4 Consideragoes Finais

O TCG, o tumor marrom do hiperparatireoidismo, o Querubismo e outras
Sindromes herdadas como a de Noonan, a Neurofibromatose tipo1 e a de Ramon
sdo doencas podem apresentar lesdes histologicamente indistinguiveis das LCCG

(VAN DAMME & MOOREN, 1994; PINA-NETO et al., 1986; LEE et al., 2005).

O gene SH3BP2 foi identificado no cromossomo 4p16.3 e relacionado a
etiologia do Querubismo (UEKI et al., 2001; MANGION et al., 1999; TIZIANI et al.,
1999). Trés dominios funcionais do SH3BPZ2 foram descritos: um dominio de
homologia pleckstrin N-terminal (PH), um sitio de ligagdo SH3 com 10 aminoacidos e

um dominio SH2 C-terminal (REN et al., 1993).

O gene SH3BP2 possui 13 exons, mas todas as mutagdes descritas em
pacientes com Querubismo ocorreram em uma regido de 6 aminoacidos, codificada
pelo exon 9 (UEKI et al., 2001; IMAI et al. 2003, LO et al. 2003). Outros trabalhos
demonstraram a ocorréncia de mutacdo ao avaliarem o mesmo exon em casos de

Querubismo (LI & YU, 2006; DE LANGE et al., 2007a).

Apesar de todos os estudos mostrarem que as mutagdes no SH3BPZ2 do
Querubismo afetam diferentes dominios, ainda permanece incerto como estas

mutag¢des poderiam acarretar diferentes fendtipos.

Neste trabalho, todas as regides codificadoras do gene SH3BPZ2 foram
analisadas e trés novas mutacdes encontradas: uma associada a LCCG esporadica

e outras duas associadas a casos de Querubismo.

A nova mutacao (408delC) no caso de Querubismo agressivo deste estudo

ocorreu em um importante dominio de homologia pleckstrin N-terminal, que tem
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funcdes diversas na célula. Ela se liga especificamente ao fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato através de seu dominio PH e medeia respostas como adesao celular e
trafego de membrana. O dominio PH esta normalmente envolvido na captura de

proteinas para a membrana plasmatica (MARCHLER-BAUER et al., 2005).

A mutagao heterozigética associada ao caso de LCCG: A1442T (GIn481Leu),
ocorreu no exon 11, no dominio SH2 do SH3BP2. A analise da fungédo da proteina
baseada na sequéncia de homologia e nas propriedades fisicas de aminoacidos

usando o programa SIFT (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html) mostra que esta

alteragdo afeta a funcdo da proteina, possivelmente impedindo a SH3BP2 de

localizar regides de tirosina fosforiladas.

Enfatiza-se que tanto Lietman et al. (2007) quanto Idowu et al. (2008) e de
Lange et al. (2007b) ndo encontraram mutacdes nas LCCG, porém, eles limitaram

seus estudos ao exon 9 do gene SH3BP2.

Estudos funcionais das mutagcdes no SH3BP2 nao foram realizados até o
momento, mas por elas estarem associadas com a doenca, localizadas em areas da
molécula que séo altamente conservadas entre espécies

(www.ensembl.org/Homo sapiens/Search/Summary?species=Homo sapiens:idx=:q

=sh3bp2) e principalmente, por estarem ausentes em controles normais, torna-se

sugestivo que elas sejam patogénicas.

Uma nova mutacao germinativa no exon 4 (C320T) foi encontrada na paciente
diagnosticada com Querubismo de baixa expressividade. Esta mutagao acarretou a
substituicdo de Treonina por Metionina em um dominio Pleckstrin N-terminal. O
dominio PH é encontrado apenas em Eucariotos € € uma das familias de dominio

mais populosa no genoma humano (LANDER et al., 2001). Ele esta presente em
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proteinas de sinalizacao celular, tais como serina-treonina quinase, tirosina quinase,
reguladores de proteina G, GTPases, assim como moléculas associadas ao
citoesqueleto e em enzimas associadas a lipideos (INGLEY & HEMMINGS, 1994;

LEMMON, 2004).

O Querubismo apresenta 100% de penetrancia em homens e 50-70% em
mulheres (VON WOWERN, 2000; HORTON, 2002; MARX AND STERN, 2002) e a
expressividade é ampla, variando de lesdes bilaterais sem expansao 6ssea a lesdes

muito destrutivas (VON WOWERN, 2000).

Devido a penetrancia incompleta do Querubismo em mulheres e de sua
variabilidade de expressao, alguns casos podem ser diagnosticados erroneamente.
Considerando seu comportamento clinico variavel, &€ provavel que alguns casos de

Querubismo nao-familiar sejam indistinguiveis de casos esporadicos de LCCG.

Lietman et al. (2007) mostraram que o transcrito e a proteina do SH3BP2,
assim como a proteina NFATc1, estavam expressos de forma abundante nas LCCG.
Eles encontraram também um transcrito menor no RNA de uma LCCG e sugeriram
que uma mutacdo fora do exon 9 poderia ser a responsavel por esta proteina

truncada.

Ueki et al. (2007) sugeriram que o gene SH3BP2 exerce um papel regulador
em osteoblastos e osteoclastos, aumentando a atividade deles. Foi proposto que
mutagcdes neste gene podem causar ativagdo patologica de osteoclastos,
provavelmente pela disfuncdo do SH3BP2 na regulagcdo da via da

osteoclastogénese (MIAH et al., 2004; HYCKEL et al., 2005).

A disfungdo da proteina SH3BP2, devido a mutagdes pontuais no gene,

causam a ativagao patologica de osteoclastos observada no Querubismo, sugerindo
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que a SH3BP2 enddégena exerce um papel regulador no desenvolvimento e/ ou

ativacao de osteoclastos nesta Sindrome (MIAH et al., 2004).

Mutacdes heterozigéticas no exon 9 do SH3BP2 causaram o aumento de
NFAT, que é um mediador osteoclastogénico, indicando que o Querubismo resulta

de mutacdes funcionais (LIETMAN et al., 2006).

Considerando que este é o primeiro trabalho a avaliar o gene SH3BP2 por
completo, estudos adicionais similares, que relacionem gendtipo-fendtipo em
individuos com Querubismo e LCCG esporadicas, ajudardo a estabelecer a base da
variabilidade fenotipica destas doengas, assim como aspectos patogénicos

compartilhados entre elas.
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5 CONCLUSOES

1 Existe uma variabilidade genética nas alteragdes moleculares das Lesodes
centrais de células gigantes e do Querubismo, assim como na expressao fenotipica

destas doencas.

2 As Lesdes centrais de células gigantes esporadicas podem apresentar

mutacdes no gene SH3BP2.

3 Avaliagbes moleculares do gene SH3BP2 em LCCG e no Querubismo
devem incluir o sequenciamento de todos os exons, uma vez que as mutagdes

podem podem estar fora da regido hot spot em ambos os casos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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