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RESUMO

Nevos melanociticos s&o neoplasias benignas derivadas de melandcitos. O nevo
melanocitico adquirido comum cutaneo é frequente na pele humana e apresenta
maior incidéncia na terceira década de vida. E, embora uma taxa pequena de
transformacao maligna tenha sido estimada, considera-se que os nevos adquiridos
sejam precursores de uma parcela dos melanomas cutaneos. A mutagdo somatica
BRAF p.V600E, que ativa a via MAPK/ERK e proliferagdo celular, esta implicada na
formagdo dos nevos adquiridos comuns de pele e de um grupo de melanomas
cutaneos, de sitios nao cronicamente expostos ao sol. A partir da caracterizagao
molecular do melanoma seu tratamento foi aprimorado pelo uso de inibidores de
Braf e Mek. O nevo melanocitico adquirido mucoso oral (NMO) e o melanoma
mucoso oral (MMO) séo lesdes raras e de patogénese incerta. Ha escassa literatura
sobre aspectos moleculares do NMO e um numero ligeiramente maior de estudos
sobre os MMOs, em sua maioria em séries que englobam uma mistura de diferentes
tipos de melanomas mucosos de diversos sitios. No presente estudo, investigou-se
a mutagdo BRAF p.V600E em um grupo de 14 NMOs intramucosos e 7 MMOs
primarios, excluidas amostras de labio, por meio de reagdo em cadeia da polimerase
alelo-especifico (PCR-AE). Realizou-se também uma revisdo narrativa de literatura
para calcular a frequéncia da mutagdo BRAF p.V600E em NMOs e MMOs. Foram
incluidos artigos originais em lingua inglesa que exibissem o sitio primario da leséo e
status mutacional, seja por amostra ou sua frequéncia. Informacgbes sobre a idade
dos pacientes, pais de origem e tipo de tumor, se primario, recorrente ou
metastatico, e técnica de analise do DNA utilizada também foram coletadas. Cinco
das quatorze amostras de NMOs (35,7%) avaliadas no presente trabalho foram
positivas para BRAF p.V600E, enquanto trés das sete amostras de MMOs (42,8%)
exibiram a mutagdo. Na revisao narrativa de literatura, em conjunto com nossos
resultados, 19 NMOs foram avaliados e 8 NMOs apresentaram a mutagcdo BRAF
p.V600E, correspondendo a uma frequéncia de 42,1%. Dos 374 MMOs avaliados,
24 MMOs exibiram a mutagcao BRAF p.V600E, totalizando a frequéncia de 6,4%. Em
conclusao, amostras de NMOs e MMOs foram analisadas quanto a presenca da
alteracédo genética oncogénica BRAF p.V600E. E junto a revisdo da literatura pode-
se calcular a frequéncia da mutacdo em NMOs e MMOs, contribuindo para uma
melhor caracterizacdo molecular dessas lesdes.

Palavras-chave: Nevo melanocitico oral. Melanoma oral. Melanoma mucoso.
BRAFVG600E. Mutagéao ativadora. Oncogene.



ABSTRACT

Study of BRAF p.V600E mutation frequency in oral melanocytic nevi and oral
mucosal melanomas

Melanocytic nevi are benign neoplasms derived from melanocytes. Common
cutaneous acquired melanocytic nevus is frequently in human skin and it has a
higher incidence in the third decade of life. Although a low rate of malignant
transformation is estimated, a portion of cutaneous melanoma is preceded by a
melanocytic acquired nevus. BRAF p.V600E somatic mutation activates the
MAPK/ERK pathway and cell proliferation. It is implicated in the cutaneous
melanocytic acquired common nevus pathogenesis and cutaneous melanoma that
arise in sites not chronically sun-exposed. After melanoma molecular description, its
therapeutic was improved by Braf and Mek inhibitors. Oral mucosal acquired
melanocytic nevus (NMO) and oral mucosal melanoma (MMO) are rare lesions with
uncertain pathogenesis. There is scanty literature about NMOs molecular features
and few studies on MMOs. Most articles are series that evaluate mucosal
melanomas from several sites collectively. In the present study, BRAF p.V600E
mutation was assessed in 14 intramucosal NMOs and 7 primary MMOs, excluding lip
samples, by allele specific quantitative polymerase chain reaction (AS-qPCR). A
narrative literature review had been performed to calculate BRAF p.V600E frequency
in NMOs and MMOs. Original articles in English language were included, since it was
possible to identify the primary sample site and mutational status, by sample or its
frequency. Data about patient age, country, type of tumor (primary, recurrent or
metastatic) and sequence technique used also were collected. Five in fourteen
NMOs samples (35.7%) analyzed in the present study were BRAF p.V600E positive
and three in seven MMOs samples (42.8%) showed the mutation. In the narrative
literature review, added to our results, 19 NMOs were evaluated and 8 NMOs
presented BRAF p.V600E mutation, corresponding to a frequency of 42.1%.
Between 374 MMOs evaluated, 24 MMOs showed the mutation totalizing the
frequency of 6.4%. In conclusion, BRAF p.V600E oncogenic mutation was assessed
in NMOs and MMOs samples. Additionally, in combination with the literature review,
it calculated the mutation frequency in NMOs and MMOs, improving the molecular
characterization of those lesions.

Keywords: Oral melanocytic nevi. Oral melanoma. Mucosal melanoma.
BRAFVG600E. Point mutation. Oncogene.
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1 INTRODUGAO

Nevos melanociticos adquiridos comuns s&o neoplasias benignas de
melanocitos, que se apresentam tipicamente como maculas ou papulas de cor
acastanhada. A avaliagao clinica dos nevos € importante para o diagnostico precoce
do melanoma, uma neoplasia maligna agressiva que também se origina de células
melanociticas (SHAIN e BASTIAN, 2016).

Nevos melanociticos e melanomas podem acometer diferentes sitios do
corpo, sendo classificados em cutaneos, mucosos, uveais ou acrais. As lesbes
cutdneas sdo as de maior incidéncia (MACKIE et al., 1985; RABBIE et al., 2019;
TUMA et al., 2015; ZHANG et al., 2016). O melanoma cutaneo representa 90% de
todos os melanomas diagnosticados nos Estados Unidos, considerando-se o sitio
primario da doenga (MCLAUGHLIN et al., 2005).

Os nevos melanociticos adquiridos comuns sao entendidos como
precursores de um grupo de melanomas de pele de sitios intermitentemente
expostos a radiagao ultravioleta (UV). Apesar disso, a taxa de transformacéao
maligna & baixa, estimada entre 1 a cada 33.000 nevos (TSAO et al.,, 2013). O
modelo de progresséo tumoral que associa essas lesdes parece ter sido inicialmente
proposto por Clark e colaboradores em 1984. Diversas evidéncias contribuem para
essa elaboragao, incluindo que cerca de 30% a 50% dos melanomas cutédneos
surgem associados a um nevo melanocitico, e que as lesdées compartilham
caracteristicas em nivel molecular (ELDER et al.,, 2020; PAMPENA et al., 2017;
PANDEYA et al., 2018; SHAIN et al., 2015).

Nevos e melanomas cutaneos exibem alteragcdes na via de sinalizagao
MAPK/ERK, (proteina-cinase ativada por mitdégeno/ cinase regulada por sinal
extracelular, do inglés Mitogen Activated Protein Kinases/ Extracellular Signal-
Regulated Kinases), com frequéncia no gene BRAF. De forma individual, 80% dos
nevos adquiridos comuns e 40% dos melanomas cutaneos exibem a mutagao
somatica ativadora BRAF p.V600E. Braf € um componente da via de sinalizacao a
jusante MAPK/ERK, que induz respostas celulares de crescimento e proliferacao,
principalmente (Cancer Genome Atlas Network, 2015; LAVOIE et al., 2020;
POLLOCK et al., 2003; YEH, 2020). Em estudo com modelos animais, BRAF

p.V600E promove o crescimento de neoplasias melanociticas, semelhante a nevos,
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e coopera na formagao do melanoma (GOEL et al., 2009). Na pratica clinica, Braf é
um potencial alvo terapéutico no tratamento no melanoma cutédneo avangado
(SCHADENDOREF et al., 2018).

Os nevos melanociticos sdo incomuns na cavidade bucal. E os
melanomas mucosos como um todo s&o lesbes raras. Estima-se a incidéncia anual
do melanoma mucoso em 2 casos a cada 1 milhdo de pessoas, sendo mais
frequentemente encontrado no trato anogenital, cavidade nasal e bucal, nessa
ordem (CHI et al., 2011; MCLAUGHLIN et al., 2005; RABBIE et al., 2019). Devido a
raridade e morfologia, essas lesdes usualmente tém sido estudadas em conjunto.

Os MMOs em geral sao diagnosticados tardiamente, de modo que cerca
de 50% dos pacientes apresentam acometimento linfonodal e/ou metastases. A
lesdo tem um mau prognostico com taxa de sobrevida especifica a doenca de 40%
dos pacientes em 5 anos (GOLDEMBERG et al., 2020; LEE et al., 2017). A
ressecgao cirurgica € a principal modalidade de tratamento do MMO, resultando em
danos estéticos e funcionais importantes. Além disso, o envolvimento de estruturas
vitais adjacentes limita 0 manejo cirurgico da lesdo (CHAE et al., 2020; SUN et al.,
2012; WUSHOU e ZHAO, 2015).

Pouco se sabe sobre as condi¢gbes que levam ao aparecimento de nevos
melanociticos e melanomas nas superficies mucosas. E ha investigagdes incipientes
sobre a relagao entre 0 NMO e o MMO (LIU et al., 2020; MELETI et al., 2007b; RAJ,
PATIL e RAJKUMAR, 2018). No ambito do perfil molecular dos NMOs, Cohen e
colaboradores (2012) avaliaram a mutacdo BRAF p.V600OE. A alteracdo estava
presente em 60% (3/5) dos NMOs, embora o numero de amostras do estudo tenha
sido pequeno (n=5), e em 33% (1/3) dos MMOs (COHEN et al., 2012). E importante
notar que BRAF p.V600E é relatado frequentemente também em neoplasias nao
relacionadas a radiagcdo UV, como o carcinoma colorretal e carcinoma de tiredide
(ZAMAN, WU e BIVONA, 2019).

A compreensdo das alteragdes genéticas dos melanomas mucosos tem
avangado recentemente com o uso de técnicas de sequenciamento em larga escala.
No entanto, a maioria dos estudos inclui melanomas de mucosas diversas
dificultando a comparacdo de alteragbes entre sitios distintos, os quais
provavelmente surgem em contextos bioldgicos que apresentam diferengas entre si.
Simultaneamente a realizagdo do presente trabalho, Nassar e Tan (2020) revisaram

e resumiram as alteragbes genéticas de melanomas mucosos em dois grupos,
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regido superior e regido inferior do corpo. Os autores calcularam em 6% a
frequéncia de mutagdées BRAF p.V600 para melanomas mucosos da regiao superior
do corpo (NASSAR e TAN, 2020). Ainda assim, ndo haviam dados reunidos
especificamente sobre a frequéncia da mutacdo BRAF p.V600E entre os MMOs.

Portanto, a mutacdo BRAF p.V600E esta envolvida na patogénese de
cerca de 80% dos nevos adquiridos comuns e 40% dos melanomas cutaneos. E
expressiva a diferenca de frequéncia desse oncogene entre as duas lesdes, sendo
mais alta na neoplasia benigna (KATO et al., 2016). Quanto as lesdes orais, a
frequéncia de BRAF p.V600E nao esta estabelecida, seja para NMOs ou MMOs.
Assim, esse estudo auxilia na caracterizagao molecular de NMOs e MMOs e permite
a comparagao entre o padrao de frequéncia da mutacdao BRAF p.V600E em lesbes
melanociticas benignas e malignas da boca.

Em razdo da importancia da alteragdo BRAF p.V600E no contexto das
lesdes melanociticas cutaneas, hipotetiza-se que a mutagdo também possa ser
recorrente em NMOs e MMOs. O presente trabalho tem como objetivo investigar a

frequéncia da mutacédo oncogénica BRAF p.V600E em NMOs e MMOs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nevo melanocitico mucoso oral

Os nevos melanociticos sédo proliferagdes benignas de células névicas.
Essas células sdo provavelmente derivadas de melandcitos, com os quais
apresentam semelhangas fenotipicas. Os melandcitos sdo encontrados, por
exemplo, nos foliculos pilosos, entre os queratindcitos basais da epiderme e das
mucosas (BARRET e RAJA, 1996; BARRET e SCULLY, 1994; ROH et al., 2015).

O nevo melanocitico é classificado segundo suas caracteristicas clinicas e
histologicas. Dois grupos podem ser definidos: os nevos adquiridos e 0s nevos
congénitos. Nevos congénitos sao nevos que surgem durante a fase intrauterina,
enquanto os nevos adquiridos se desenvolvem ao longo da vida de um individuo. Os
nevos adquiridos podem ser classificados em nevo adquirido comum, nevo azul,
nevo de Spitz e nevo displasico. Cada variante esta associada a diferentes
mutacdes que foram investigadas principalmente nas lesées de pele (YEH, 2020).
Na mucosa bucal o subtipo adquirido comum € o mais frequente, seguido pelo nevo
azul (BUCHNER, MERREL e CARPENTER, 2004; TAVARES et al., 2018).

Os nevos melanociticos adquiridos sdo amplamente encontrados na pele
humana, mas raramente vistos na cavidade bucal. Os pacientes apresentam em
média 27 nevos cutaneos na terceira década de vida, faixa etaria de maior
incidéncia (MACKIE et al., 1985; TUMA et al., 2015; ZHANG et al., 2016). Enquanto
isso, estudos retrospectivos indicam que o numero de bidpsias de NMOs ¢é inferior a
0,5% entre diversos servigos de patologia bucal, indicando uma baixa frequéncia
relativa dessas lesées (BUCHNER, MERREL e CARPENTER, 2004; FERREIRA et
al., 2015; TAVARES et al, 2018). Em consonancia, a excisdo de NMOs numa
populacdo da Europa foi estimada em 4,35 casos por 10 milhdes de habitantes por
ano (MELETI et al., 2007b).

Clinicamente, o NMO apresenta-se como uma macula ou papula bem
circunscrita, assintomatica, de formato redondo a oval, de pigmentagédo castanha a
cinzenta ou enegrecida. NMOs nao-pigmentados sao relatados numa frequéncia de
32% dos casos. A maioria dos NMOs apresenta até 0,6 cm de didmetro (BUCHNER
e HANSEN, 1987; FERREIRA et al., 2015). Palato, mucosa jugal e gengiva sao os
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sitios mais afetados pela lesdo, nessa ordem, excluidos os casos de labio
(FERREIRA et al., 2015; TAVARES et al., 2018).

Os diagnésticos ocorrem principalmente na terceira década de vida, mas
com ampla variagao de faixa etaria (BUCHNER et al., 1987; BUCHNER, MERREL e
CARPENTER, 2004; FERREIRA et al., 2015; TAVARES et al., 2018). De 53 a 66%
das biopsias de NMOs foram relatadas em individuos referidos como caucasianos
(BUCHNER e HANSEN, 1987; FERREIRA et al., 2015).

O NMO é caracterizado microscopicamente por exibir células ovoides
agrupadas, com escasso citoplasma eosinofilico e granulos focais de melanina.
Seus nucleos sédo pequenos e uniformes. As células névicas podem estar situadas
apenas no componente epitelial da mucosa, sendo o NMO classificado juncional,
apenas na lamina prépria e denominado NMO intramucoso ou subepitelial, ou
situado em ambos, epitélio e lamina prépria, sendo chamado NMO composto
(FIGURA 1) (YEH, 2020).

Figura 1 — Classificac&o histoldgica do nevo melanocitico adquirido comum oral (NMO)

Legenda
A. Mucosa bucal; B. NMO juncional; C. NMO composto; D. NMO intramucoso

"/ Epitélio

Lamina propria/ Células névicas
Melandcitos tecido conjuntivo

Fonte: autoral, criado com BioRender e baseado em DEHDASHTIAN et al., 2018.

O NMO intramucoso (FIGURA 2) é o subtipo mais frequente, compreende
de 40 a 60% dos espécimes coletados, e foi associado a uma média de idade maior

aquela encontrada para os NMOs juncional e composto (BUCHNER et al., 1990;
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BUCHNER, MERREL e CARPENTER, 2004; FERREIRA et al., 2015; TAVARES et
al., 2018).

Figura 2 — Nevo melanocitico oral intramucoso

S e

Legenda: a) Imagem microscoépica de um NMO intramucoso. Proliferagao de células névicas
arranjadas em corddes no tecido conjuntivo (Hematoxilina e eosina 100x).
b) Em maior aumento observam-se células redondas a ovais com citoplasma
escasso e areas focais de deposi¢cao de pigmento (Hematoxilina e eosina 400x).

Fonte: arquivo pessoal (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3).

O diagndstico diferencial de um NMO inclui o melanoma, condi¢cdes
benignas e pigmentagdes exdgenas, a exemplo do melanoacantoma, macula
melandtica e tatuagem por amalgama, sendo recomendada a sua remogao e

avaliagao microscopica (FEMIANO et al., 2008).
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Enquanto a mutagdo BRAF p.V600E é encontrada em 82% dos nevos
cutdneos adquiridos (POLLOCK et al., 2003), e com menor frequéncia ocorram
mutagcdes em NRAS (6%) (ROH et al,. 2015), a caracterizagdo molecular dos NMOs
permanece incipiente. Cohen e colaboradores relataram em 2012 a presenca de
BRAF p.V600E em 3/5 NMOs intramucosos, correspondendo a 60% dos NMOs que

investigou, excluindo-se uma leséo de labio (COHEN et al., 2012).

2.2 Melanoma mucoso oral

O MMO é uma neoplasia maligna incomum, com incidéncia anual
estimada em 0,01 casos a cada 100.000 habitantes (SORTINO-RACHOU et al.,
2009). Em comparacao, sao diagnosticados cerca de quinze melanomas cutaneos a
cada 100.000 habitantes por ano nos Estados Unidos (MCLAUGHLIN et al., 2005).

Enquanto a exposi¢cao a radiagao UV e a presenga de multiplos nevos
melanociticos com 2 mm ou mais de didmetro foram identificados como fatores de
risco para o melanoma cutaneo (MURALI et al., 2018), ndo ha eventos
predisponentes conhecidos para o desenvolvimento do MMO. Embora tabaco e
esforco mecanico cronico tenham sido especulados como possiveis fatores de risco
para o MMO, as evidéncias sao insuficientes (LIDA et al., 2018; PRIETO et al., 2018;
RAMBHIA, STOJANOV e ARBESMAN, 2019; WILLIAMS, SPEIGHT e WENIG,
2017).

Muitos autores citam diferengas na incidéncia do melanoma mucoso entre
grupos com descendéncias étnicas diferentes. No entanto, a incidéncia parece ser
similar entre os grupos e o que parece diferir € a propor¢édo entre melanomas
cutaneos, mucosos, uveais e acrais entre populacdes diferentes. Por exemplo, ha
um elevado percentual de melanomas mucosos diagnosticados na China e no
Japao, mas isso se deve a baixa incidéncia do melanoma cutaneo nesses paises em
comparagao aos Estados Unidos. Apesar disso, os continentes e paises ndo estéao
igualmente representados nos estudos epidemiolégicos do MMO (CHI et al., 2011;
LIAN et al., 2017; MCLAUGHLIN et al., 2005; SORTINO-RACHOU et al., 2009;
TOMIZUKA, NAMIKAWA e HIGASHI, 2017).

O MMO afeta pessoas do sexo feminino e masculino numa mesma
propor¢cao e € mais frequente nos idosos, com cerca de 50% dos diagndsticos

ocorrendo em pacientes com 65 anos ou mais (MCLAUGHLIN et al., 2005;
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SORTINO-RACHOU et al., 2009). Dados do Brasil mostram prevaléncia por idade e
sexo similares a de outros paises, embora os autores tenham incluido lesdes de
labio, faringe e MMO em um mesmo grupo para analise (GOLDEMBERG et al.,
2020). O palato é o sitio mais afetado da cavidade bucal, seguido pela gengiva
(HICKS e FLAITZ, 2000; MCLAUGHLIN et al., 2005; SORTINO-RACHOU et al.,
2019).

Clinicamente, o MMO se apresenta como uma macula ou ndédulo
hiperpigmentado, nos tons enegrecido, acastanhado, acinzentado, avermelhado
elou esbranquicado. Lesdes amelandticas representam de 10 a 30% dos casos e
seu diagnostico é dependente de reagdes imunohistoquimicas. Usualmente as
lesdes ndo apresentam sinais ou sintomas, que sé aparecem em estagios mais
tardios da doencga, tais como ulceragdo e hemorragia. O diagnédstico diferencial
clinico pode incluir o Sarcoma de Kaposi, tatuagem por amalgama, nevo
melanocitico, macula melanética e pigmentacdes fisiologicas (ASCIERTO et al.,
2017; FEMIANO et al., 2008).

Ao exame microscopico observa-se proliferacdo de ilhas ou lengdis de
melandécitos com atipia citoplasmatica e nuclear (FIGURA 3). Os melandcitos
neoplasicos podem apresentar morfologia epitelioide, fusiforme, plasmocitoide ou
citoplasma claro. Uma minoria dos MMOs nao possui pigmentagdao melanica
(BARKER et al., 1997; MELETI et al., 2007a).

O MMO pode ser classificado histologicamente em in situ, quando as
células da lesao estdo limitadas ao epitélio e interface epitélio-conjuntivo, MMO
invasivo quando as células estao localizadas apenas no tecido conjuntivo, ou MMO
combinado, em que as células situam-se nos dois componentes teciduais (BARKER
et al., 1997). Necrose, ulceragao e invasao vascular sdo comuns em MMOs do tipo
invasivo (SONG et al., 2015). Além disso, os MMOs podem ser caracterizados
quanto a sua arquitetura em sélido, organdide, em lengdis ou alveolar. Melan-A,
HMB-45 e S-100 sdo imunomarcadores uteis para diagndstico (HICKS e FLAITZ,
2000).

O prognéstico dos MMOs é ruim, com taxa de sobrevida geral estimada,
por meio de revisdes institucionais, entre 20% e 53% dos pacientes nos primeiros 5
anos apos o diagnéstico. O indice de sobrevida especifica a doencga foi calculado em
40% para o periodo de 5 anos. Fatores como idade, tamanho do tumor,

profundidade de invasado, presenca de metastase e possibilidade de resseccgao
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cirargica influenciam o tempo de sobrevida do paciente (CHAE et al., 2020; LEE et
al., 2017; SUN et al., 2012).

Figura 3 — Melanoma Mucoso Oral

Legenda: a) Imagem microscopica de melanoma oral. Proliferacdo de células melanociticas
atipicas e hiperpigmentadas ao longo da camada basal e superiores do epitélio,
além de infiltrar o tecido conjuntivo subjacente (Hematoxilina e eosina 100x).

b) Em maior aumento €& possivel observar hipercromatismo nuclear e
pleomorfismo celular, além da presenga de infiltrado inflamatério crénico na
ldmina prépria (Hematoxilina e eosina 400x).

Fonte: arquivo pessoal (Captura de tela obtida no aplicativo Case Viewer 2.3).

Os critérios de estadiamento do melanoma mucoso primario de cabecga e
pescogo estdo em continua revisdo e discussdo. Segundo recomendacao da ultima

edicdo do Comité Americano (American Joint Committee on Cancer, 8% edi¢céo), o
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estadiamento deve se iniciar em T3, o que busca refletir o mau prognéstico do
melanoma mucoso desses sitios (LYDIATT et al., 2017). No entanto, ha evidéncias
de que o MMO restrito ao epitélio e jungdo epitélio-conjuntivo (in situ) apresente
melhor desfecho clinico quando comparado a lesdes invasivas, nas quais as células
malignas se estendem a lamina propria e tecidos profundos como 0sso e musculo
esquelético (PRASAD et al. 2004; WU et al., 2018). Wu e colaboradores (2018)
avaliaram retrospectivamente 170 pacientes com MMOs. A taxa de sobrevida geral
dos pacientes com lesdes in situ foi de 89%, enquanto na leséo invasiva esse indice
chegou a 35% (p<0,0001) (WU et al., 2018).

O MMO pode surgir de novo, a partir da transformacao de melanécitos-
tronco ou de um melanécito-maduro, ou se desenvolver a partir de uma lesao
melanocitica precursora (ASCIERTO et al., 2017; RAJ, PATIL e RAJIKUMAR, 2018).
Ha poucos trabalhos acerca do tema. Ao avaliar retrospectivamente NMOs, Meleti e
colaboradores (2007) n&do encontraram associagdo com o risco de desenvolver
MMO (MELETI et al., 2007b). Ao passo que, no estudo de Liu e colaboradores
(2020) apenas o NMO de subtipo juncional foi associado a esse risco (LIU et al.,
2020).

O melanoma cutaneo é marcado por alteragdes na via de sinalizagao
MAPK/ERK, que medeia estimulos a proliferacao celular. BRAF, NRAS e NF1 estao
frequentemente mutados nessas lesées (Cancer Genome Atlas Network, 2015).
Mutagdes no gene BRAF aparecem entre 40% e 50% dos melanomas de pele, das
quais cerca de 75% séao do tipo BRAF p.V600E (GREAVES et al., 2013). Além
dessas, alteragbes nos genes CDKNZ2A, PTEN, AKT e TERT ocorrem com
frequéncia (RABBIE et al., 2019).

Em contraste a frequéncia nas lesdes de pele, apenas 28% dos
melanomas das mucosas nasal, oral e do trato gastroesofagico, apresentam
mutag¢des somaticas nos genes BRAF, NRAS e NF1. Mutagdes somaticas no codon
V600 do gene BRAF aparecem em 6% das lesdes nesse grupo (NASSAR e TAN,
2020). Revisbes anteriores haviam relatado a frequéncia de mutagbes no gene
BRAF variando de 3% e 6% nos MMOs (ABLAIN et al., 2018; OZTURK-SARI et al.,
2017). Mutagcbes em KIT ocorrem em 13% dos melanomas mucosos da regido
superior do corpo, frequentemente nos éxons 9, 11, 13 e 17 (NASSAR e TAN,
2020). Lyu e colaboradores (2016) relataram a alteragdo em 7% dos casos, ao

estudarem exclusivamente MMOs. O gene KIT codifica um receptor tirosina cinase
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transmembrana que regula a ativacédo de diversas vias de sinalizagdo, como MAPK
e AKT (LYU et al., 2016; TODD et al., 2014).

Mutag¢des no gene SF3B1 aparecem em 6% dos melanomas mucosos de
cabeca e pescoco e trato gastrointestinal superior. O gene codifica uma proteina que
participa do splicing de RNA mensageiro. Essas mutagbes podem resultar na
produgdo de proteinas aberrantes ou regular negativamente os niveis de RNA
mensageiro. Tais melanomas mucosos exibem ainda alteragbes variadas em outras
vias de sinalizagdo, em genes da regulacdo do ciclo celular e dos telémeros:
amplificagdes do numero de cépias nos genes NOTCH2, CDK4, CCND1, TERT e
delegbes em CDKN2A e TP53 (NASSAR e TAN, 2020).

O tratamento primario dos melanomas € a excisao cirurgica. Em caso de
doencga avangada locorregional ou metastatica, devem ser considerados métodos
adicionais, incluindo radioterapia, imunoterapia e terapias direcionadas, tais como
inibidores de Braf, Mek e Kit. Ha evidéncias limitadas acerca da efetividade dos
inibidores de Braf e Mek nos melanomas mucosos de cabeca e pescogo com
mutagcdes em BRAF, e existe a necessidade de realizagdo de mais ensaios clinicos
incluindo pacientes com melanomas mucosos (ALICEA e REBECCA, 2020;
NENCLARES et al., 2020).

2.3 BRAF e via MAPK/ERK

A via de sinalizacdo MAPK/ERK ou Ras/Raf/MEK/ERK é uma cascata de
sinalizagao intracelular composta por trés classes de proteinas cinases: MAPK,
MAPKK e MAPKKK, além da proteina Ras (LAVOIE, GAGNON e THERRIEN, 2020).

A ativacao fisiolégica da via ocorre a partir da ligacdo de fatores de
crescimento a receptores tirosina cinase transmembrana. Esse evento induz a troca
de GDP por GTP em Ras. Ras-GTP liga-se a proteina Raf induzindo a dimerizacao
de Raf e sua atividade cinase. Ao interagir com Mek, Raf dimerizado promove a
adicdo de um grupo fosfato a proteina Mek. Por fim, Mek fosforila a proteina Erk,
que tem acgao sobre centenas de substratos efetores. A translocacao de Erk para o
nacleo €& fundamental em pelos menos duas respostas a via MAPK/ERK:
proliferacdo e crescimento celulares, nos quais Erk ativa fatores de transcricdo
(FIGURA 4a). Além disso, diversas evidéncias tém sugerido que a proteina Erk esta

envolvida em outros processos celulares como sobrevivéncia, metabolismo e
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migracao (LAVOIE, GAGNON e THERRIEN, 2020; LAVOIE e THERRIEN, 2015;
SIMANSHU, NISSLEY e MCCORMICK, 2017).

Figura 4 — Via de sinalizagcao MAPK/ERK
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Legenda: a) Esquema de ativagao fisiologica da via de sinalizagdo MAPK/ERK. A interacao
entre seus componentes, aqui demonstrada, depende de um estimulo mitogénico,
ou seja, a ligacdo de um fator de crescimento (FC) ao receptor tirosina cinase
(RTK).

b) Na presenca da mutacdo BRAF p.V600E, a via MAPK/ERK permanece em
continua atividade sinalizadora.
FC: fator de crescimento; RTK: receptor tirosina cinase; FT: fator de transcricdo.

Fonte: autoral, criado no Biorender e baseado em Lavoie e Terrien, 2015.

A dimerizacdo de Raf e a fosforilagdo de trés regides estruturais dessa
proteina sdo mecanismos regulatérios de sua atividade. Raf requer a fosforilacdo da
regiao amino-terminal, do segmento de ativagao e da regido carboxi-terminal para
que ocorram mudancas conformacionais e atividade catalitica. A dimerizagcao
funciona como estabilizador de Raf ativa e pode ocorrer entre as trés isoformas da
proteina Araf, Braf e Craf - também chamado Raf-1. Entretanto, variantes
oncogénicas dessa proteina  demonstraram  exercer sua  atividade
independentemente desses eventos (LAVOIE e THERRIEN, 2015).

A mutacdo BRAF p.V60OE provoca a substituicdo de um aminoacido

valina por um acido glutdmico no residuo 600 da proteina codificada. Essa troca esta
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localizada no segmento de ativagao de Braf e promove a sua ativagao constitutiva,
atuando provavelmente como um mimético da fosforilagdo (FIGURA 4b) (LAVOIE e
THERRIEN, 2015). A atividade cinase basal da proteina Braf'6%°E jn vitro é cerca de
dez vezes maior que a atividade de Braf do tipo selvagem ou endégeno (Braf™, do
inglés Wild-type). Braf6%%E também demonstrou ser capaz de ativar Erk em niveis
superiores a Braf™ em cultivos celulares (DAVIES et al., 2002; WAN et al., 2004).
Modelos de estudo em peixes-zebra, que induziram a expressdo de
BrafV60%E em células melanociticas, evidenciaram que a mutagdo da origem a
proliferagdes melanociticas focais sem induzir a formagdo de melanoma. Ja ao
introduzir esse oncogene em peixes-zebra com deficiéncia de p53, os autores
observaram a formagdo da neoplasia melanocitica maligna (PATTON et al., 2005).
Estudos experimentais em camundongos demonstraram a mesma tendéncia, com a
expressdo induzida de Braf'6%%E e posterior perda do gene CDKN2A, que é
frequentemente deletado no melanoma cutaneo humano (GOEL et al., 2009). Nessa
linha, diversos autores buscaram entender os mecanismos que atenuam a
proliferacdo celular nos nevos melanociticos adquiridos e alteracbes que ocorrem
para a progressao tumoral (DAMSKY e BOSENBERG, 2017; HUANG, CHIKEKA e
HORNYAK, 2017). O estudo de nevos atipicos ou ‘melanocitomas’ evidenciou a
presenca da mutacdo BRAF p.V600OE em associagdo a outras alteracbes em
oncogenes e supressores tumorais (YEH, 2020). De forma que a mutacdo BRAF
p.V600E parece ser suficiente para a formacéo do nevo (YEH, VON-DEIMLING e
BASTIAN, 2013), mas dependente de alteracbes moleculares adicionais para a

progressao para melanoma.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia da mutacdo oncogénica BRAF p.V600E em nevos

melanociticos adquiridos mucosos orais € melanomas mucosos orais.

3.2 Objetivos especificos

a) Analisar a presenca da mutagdo BRAF p.V600E em amostras de nevos
melanociticos adquiridos orais € melanomas mucosos orais;

b) Reunir dados da literatura de frequéncia da mutagcao BRAF p.V600E
em nevos melanociticos  adquiridos  mucosos orais e

melanomas mucosos orais por meio de revisao literaria narrativa.



24

4 METODOLOGIA

4.1 Estudo experimental

4.1.1 Aspectos éticos

Esse projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG) identificado pelo CAAE
30178020.0.0000.5149 e aprovado sob o parecer 4133614, conforme documento

apresentado no Anexo A.

4.1.2 Obtengao da amostra

Uma amostra de conveniéncia de NMOs intramucosos e MMOs primarios
fixados em formol e embebidos em parafina (FFPE) foi selecionada do arquivo do
Laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia da UFMG. Casos adicionais
foram cedidos por pesquisadores das seguintes instituicdes: Universidade Federal
do Rio de Janeiro (Brasil), Universidade Estadual de Campinas (Brasil), Universidad
Peruana Cayetano Heredia (Peru) e Universidad Auténoma Metropolitana
Xochimilco (México).

A disponibilidade de uma quantidade suficiente de tecido para a
confecgdo de uma lamina histolégica corada em Hematoxilina e Eosina (H&E) e
extracdo de DNA foram critérios iniciais de inclusao no estudo. Casos localizados em
labio foram excluidos devido a dificuldade em se diferenciar de lesdes cutdaneas com
extensdo mucosa. As amostras foram submetidas a avaliacdo histolégica por um
patologista experiente para confirmacao diagndstica e receberam um codigo alfa-
numeérico. Dezessete NMOs intramucosos e quinze MMOs primarios foram

selecionados.

4 1.3 Processamento da amostra

4.1.3.1 Microdissecgao a laser
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As amostras foram submetidas a microdissec¢do e captura a laser
utilizando-se o equipamento MMI CellCut Plus (Olympus, Glattbrugg, Switzerland),
software MMI CellTools v.4.0.7 RC2 (MMI Molecular Machines & Industries, Tokyo,
Japan) e microscépio optico Olympus. Na microdissecgdo foram selecionadas as
areas tumorais das amostras de NMOs e MMOs.

Foram obtidos cortes dos blocos de tecido FFPE na espessura de 8
micrédmetros. Os cortes foram montados em uma membrana com suporte metalico
(MMl Membrana Slides - Molecular Machines & Industries GmbH,
Eching, Germany), desparafinizados e corados com hematoxilina. Essa membrana,
ja corada e seca, foi acoplada a uma lamina de vidro convencional e levada ao
microscopio. As areas de interesse foram selecionadas no monitor do equipamento
para disseccao pelo laser, sendo automaticamente coletadas em microtubos MMI

IsolationCap® (Molecular Machines & Industries GmbH, Eching, Germany).

4.1.3.2 Extragdo do DNA

O DNA genbmico das amostras foi obtido utilizando-se o kit QlAamp DNA
FFPE Tissue Kit (Qiagen, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. A
extracdo de DNA é composta de quatro etapas: lise celular, ligagdo do DNA a
membrana de silica, seguida por lavagem para remogéo de proteinas, gorduras e
contaminantes, e eluicdo, que consiste na liberacdo do DNA da membrana
utilizando-se agua ou a solugao-tampao do referido kit. Foram obtidas trés eluicbes
de cada uma das amostras em solugdo-tampao, as quais foram codificadas e

armazenadas em freezer a -20°C.

4.1.3.3 Analise de pureza e concentragao do DNA

As amostras de DNA foram avaliadas quanto ao grau de pureza e
concentragcdo por meio do espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA). Proporgéo de absorbancia 260/280 de aproximadamente 1,8 e a
razao de absorbancia de 260/230 entre 1,8 e 2,2 foram os paradmetros considerados

na escolha da elui¢ao a ser utilizada na técnica de PCR-AE.
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4.1.4 Reacao em cadeia da polimerase alelo-especifico (PCR-AE)

A mutacdo BRAF p.V60OE corresponde a uma transversdo T>A na
posicdo ¢.1799 do gene BRAF, localizado no brago longo do cromossomo 7. A
presenca dessa alteracdo genética foi testada por PCR-AE utilizando-se duas
sondas comerciais, BRAF_476_mu (Hs00000111_mu, Applied Biosystems, Foster
City, EUA) e BRAF_rf (Hs00000172_ref, Applied Biosystems, Foster City, EUA). As
reac¢des foram padronizadas usando-se 30ng de DNA gendmico de cada amostra.

A termociclagem foi realizada no equipamento StepOne Plus (Applied
Biosystems), e seguiu o protocolo universal de ciclagem térmica de detecgdo de
mutacao: 95° C por 10 min; 5 ciclos: 92° C por 15s e 58° C por 1 min; 40 ciclos: 92°
C por 15s e 60° C por 1 min, conforme recomendagdes do fabricante (BAO et al.,
2012; BARBANO et al., 2015).

Os dados gerados nas reacdes de PCR-AE foram exportados para o
software Tagman Mutation Detector™ (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
EUA) e analisados de acordo com o método Ct Comparativo (Ct: cycle-threshold).
Para isso, o software calcula a diferenca entre o valor (delta, isto €, A) de Ct do
ensaio do alelo mutante e o valor de Ct do ensaio do alelo de referéncia (ACt = Ct
BRAF_476_mu — Ct BRAF_rf) para uma mesma amostra. Amostras com AC: inferior
a 9,96 foram consideradas mutadas para BRAF p.V600E enquanto amostras com
ACt acima do referido valor foram consideradas indeterminadas. O status mutacional
W1 foi indicado quando ocorreu amplificacdo do alelo de referéncia, mas nao do alelo
mutante. Por fim, amostras com C: de referéncia maior que 34 ou Ctdo alelo mutante
maior que 37 foram consideradas também indeterminadas. Esses parametros estao
de acordo com as recomendacgdes do fabricante do ensaio de deteccdo utilizado.

A figura abaixo (FIGURA 5) ilustra graficamente os dados obtidos pela
PCR-AE para duas amostras do estudo: um NMO negativo para a mutacao BRAF
p.V600E, e um NMO BRAF p.V600E.

4.1.5 Analise de resultados

As informagdes clinicas do grupo amostral e de deteccdo de BRAF

p.V600E em NMOs e MMOs foram analisadas por meio de estatistica descritiva.
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Figura 5 — Exemplos de curvas de amplificacdo de amostras do estudo
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Legenda: a) Grafico da PCR-AE para a amostra NMO2, em que ndo houve amplificagcdo do
alelo mutante BRAF p.VG60OE.
b) Na segunda imagem, observa-se a curva de amplificacdo da PCR-AE da
amostra NMO1. Nota-se a amplificagcao do alelo de referéncia para o gene BRAF
e também do alelo mutante BRAF p.V600E.

Fonte: Gerado por meio de StepOne™ Software v2.3.

4.2 Revisao narrativa de literatura

A revisao literaria foi feita em junho de 2020 utilizando-se a busca na base
de dados Pubmed. Nao foram incluidas restricbes de data de publicacdo. Os
seguintes descritores foram utilizados na busca bibliografica: (oral melanocytic nevi)
OR (oral melanocytic nevus) OR (oral nevus) OR (oral nevi) AND brafv600e e (oral
melanoma) OR (oral mucosal melanoma) OR (mucosal melanoma) AND brafv600e.
O termo braf, sem especificacdo, foi adicionado a pesquisa sobre os NMOs na
tentativa de expanséo dos resultados: (oral melanocytic nevi) OR (oral melanocytic
nevus) OR (oral nevus) OR (oral nevi) AND braf. Os artigos encontrados foram preé-
selecionados de acordo com o resumo. A partir do manuscrito completo e materiais

suplementares dos trabalhos realizou-se a seleg¢ao, observando se eles perfaziam
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os critérios de inclusdo. A lista de referéncias dos artigos incluidos foi consultada em
busca de novas fontes.

Foram considerados critérios de inclusdo: artigos em lingua inglesa,
identificacdo do sitio primario das amostras como sendo NMOs ou MMOs e status
mutacional por amostra para BRAF p.V600E ou frequéncia de BRAF p.V600E. Além
do status mutacional para BRAF p.V600E em amostras de NMOs e MMOs, foram
coletadas também informacdes sobre idade, pais ou descendéncia do paciente, tipo
de amostra (primario, recorréncia ou metastase) e técnica molecular utilizada.
Amostras de labio foram excluidas dessa revisdo. Publicagdes duplicadas foram

excluidas. Os dados obtidos foram compilados e analisados de forma descritiva.
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5 RESULTADOS

Os resultados desse trabalho foram redigidos sob a forma de artigo
cientifico e publicados no periédico cientifico Oral Oncology no formato Carta ao
Editor, conforme Apéndice A, e estdo descritos nesta secdo (RESENDE et al.,
2021).

5.1 Resultados do estudo experimental

Quatorze amostras de NMOs intramucosos e sete amostras de MMOs
primarios atingiram os parametros de qualidade para a execugcéo da PCR-AE.

Os pacientes com NMO apresentaram mediana de idade igual a 29 anos,
variando de 16 a 67 anos, e eram predominantemente mulheres (n=10). Mucosa
jugal (n=5) e palato duro (n=4) foram os sitios mais afetados nesse grupo. Cinco das
quatorze amostras (35,7%) apresentaram a mutagcdo BRAF p.V600E (TABELA 1).

Tabela 1- Dados clinicos e status mutacional de amostras de nevo melanocitico oral
intramucoso

Amostra Sexo Idade Localizacado BRAF p.V600E

NMO1 F 36 Gengiva Positivo
NMO2 F 26 Gengiva Negativo
NMO3 F 45 Mucosa jugal Positivo
NMOA4 F 27 Palato duro  Negativo
NMO5 M 26 Mucosa jugal Negativo
NMO6 M 16 Palato duro  Positivo
NMO7 F 41 Sl Negativo
NMO8 F 35 Mucosa jugal Positivo
NMO9 F 25 Palato duro  Negativo
NMO10 F Sl Palato duro  Positivo
NMO11 M 29 Sl Negativo
NMO12 F 67 Mucosa jugal Negativo
NMO13 F 49 Mucosa jugal Negativo
NMO14 M 28 Sl Negativo

Abreviagées: NMO: nevo melanocitico adquirido comum oral; F: feminino; M: Masculino; SI:
Sem informagdes

Fonte: Adaptado de RESENDE et al., 2021.

Os MMOs analisados foram mais frequentes em palato duro (n=5); quatro

eram de pacientes do sexo feminino e trés do sexo masculino. A mediana de idade
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foi de 65 anos, variando de 47 a 86 anos. Trés amostras (42,8%) foram positivas
para BRAF p.V600E (TABELA 2).

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e status mutacional dos melanomas mucosos orais

Amostra Sexo Idade Localizagao BRAF p.V600E
MMO1 F 65 Palato duro Positivo
MMO2 M 70 Gengiva superior Negativo
MMO3 F 76 Palato duro e gengiva Negativo
MMO4 F 86 Palato duro e gengiva Negativo
MMO5 F 54 Palato duro Negativo
MMOG6 M 47 Gengiva superior Positivo
MMO7 M 55 Palato duro Positivo

Abreviacbes: MMO: melanoma mucoso oral; F: feminino; M: masculino

Fonte: Adaptado de RESENDE et al., 2021

5.2 Resultados da revisdo narrativa de literatura

Atendendo aos critérios de revisdo, um artigo foi incluido para os NMOs e
vinte para os MMOs (TABELA 3). No total, adicionados os resultados do presente
estudo, 42,1% das amostras de NMOs (8/19) e 6,4% dos MMOs (24/374) testaram
positivo para a mutacdo BRAF p.V600OE. A revisdo reune amostras de paises
variados e de MMOs primarios, recorrentes e metastaticos (TABELA 3).

Calculou-se a média de idade dos pacientes em dois grupos, Wt e BRAF
p.V600E-positivo, para as amostras em que foi possivel identificar a idade
individualmente. O artigo revisado de NMOs apresentou a idade dos pacientes para
cada amostra e dentre os 20 artigos de MMOs incluidos 11 (55%) apresentaram a
idade de cada paciente com a lesdo. A média de idade dos pacientes com NMOs
positivos para BRAF p.V600E (n=7) foi de 35,6 anos +12,8, e para os NMOs Wt
(n=11) de 34,7 anos * 13,5 anos. Para os MMOs, os casos positivos para a mutagao
(n=09) tiveram média de idade de 59,1 + 11,2 anos e os casos Wt (n=128) média

igual a 57,4 + 14,3 anos.
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Tabela 3 — Resumo da avaliacdo de BRAF p.V600E em nevos melanociticos adquiridos mucosos orais € melanomas mucosos orais

Trabalhos com Método de deteccdo Casos Casos BRAF Pais® Mediana Mediana Tipo de amostra
NMO e MMO intrabucais positivos p.V600E de idade de idade
(n)¢ para % BRAF de
BRAF p-V600E amostras
p-V600E (anos) BRAF Wt
(anos)

Nevos

intrabucais

(Intramucosos)

Cohen et al, MALDI TOF MS+ ~ .

20128 Sanger 5 60 Israel 35 32 N&o se aplica

Estudo atual PCR-AE 14 5 35,71 Brasil 35,5 28 Nao se aplica

Total 19 8 421

Melanoma

mucoso oral

Wong C. W. et al., . Tumores  primarios

2005 Sanger 7 0 0 China NI NI ou metastases

Beadling ef al Tumores  primarios,

2008b 9 " DHPLC e Sanger 7 0 0 EUA NI NI recorréncias ou
metastases

Buery et al., 2011 Sanger 15 0 0 Japao NI NI Tumores primarios

Cohen et al. 2 gALDI—TOF MS+ 3 1 33,33 Israel 38 71,5 Tumores primarios

anger

rraphammer et WES e Sanger 1 0 0 EUA NI 75 Metéstases

Soomemno-etal, - sanger 1 0 0 Italia NI NI Nao informado
Tumores  primarios

Soma et al., 2014 Pirosequenciamento 2 1 50 Italia 63 79 ou metastases
linfonodais

Lyu et al., 2016° HRM e Sanger 57 0 0 China NI NI Tumores primarios

Hsieh et al., 2017  Pirosequenciamento 14 3 21,42 Brasil, Bolivia 69 63 Tumores primarios

Lian et al., 2017¢ Nao informado 104 13 12,5 China NI NI Tumores primarios

SOZ:L;rk Sari et al., Sanger 13 0 Turquia NI NI N&o informado

Ablain et al., 2018  Sequenciamento 6 0 0 EUA NI 64 Tumores  primarios
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direcionado ou metastases
Chen et al., 2018 Sanger ou WES 8 0 0 China NI 56,5 Tumores primarios
Gao et al., 2018 Sanger 3 0 0 Taiwan NI NI Tumores primarios
Lyu et al., 20182 WES e Sanger 19 0 0 China NI 57 Tumores primarios
Maldonado-
Mendoza et al., PCR-AE 25 2 8 México NI NI Tumores primarios
2019
Tumores  primarios,
Australia, China, recorréncias,
Newell et al.,, 2019 WGS ou WES 20 1 5 Reino Unido, 59 51 metastases
EUA linfonodais ou a
distancia
Shi et al., 2019 Sequenciamento 2 0 0 EUA NI NI N&o informado
direcionado
;Vong K. et al, WES 3 0 0 Descendentes NI 70 Tumores primarios
019 europeus
Zhou et al., 20192 WGS + Sanger 57 0 0 China NI 57 M?'O,r'? de tumores
primarios
Peru (n=1),
Estudo atual PCR-AE 7 3 42,85 México (n=4), 55 73 Tumores primarios
Brasil (n=2)
Total 374 24 6,42

a Cohen et al., 2012; Krauthammer et al., 2012, Lyu et al., 2018 e Zhou et al., 2019 utilizaram o sequenciamento de Sanger para validar as mutac¢des
encontradas.

b Apenas amostras positivas ou ambiguas in DHPLC e HRM foram sequenciadas por Sanger nos trabalhos de Beadling et al., 2008 e Lyu et al., 2016.

¢Lian et al. (2017) nao especificam se as mutagdes no gene BRAF detectadas eram p.V600E. Os dados foram inseridos na tabela considerando que sim.

d Amostras localizadas em labio ndo foram incluidas nessa tabela quando as informagdes ndo permitiram diferencia-la de lesdes cutaneas.

¢ O pais representa a localizagédo da instituigdo dos autores quando nao especificado por amostra no artigo.

O trabalho de Heppt et al.(2017) nao foi incluido na tabela, porque os autores ndo especificam quantos dos 24 melanomas orais abrigam a mutagao BRAF
p.V600E. Apenas estudos com descricdo exata do numero de MMO investigados foram incluidos nessa tabela. NMO: nevo melanocitico adquirido mucoso
oral; MMO: melamoma mucoso oral; BRAF Wt: BRAF do tipo selvagem, ou seja, ndo-mutado para BRAF p.V600E; PCR-AE: reacdo em cadeia da
polimerase alelo-especifico; DHPLC: Desnaturagdo em cromatografia liquida de alta performance; HRM: Analise de alta resolucao por fusdo (High Resolution
Melt); MALDI_TOF MS: Espectrémetro de massa de tempo de ionizacdo e dessorgcéo a laser assistido por matriz baseado em chip (Chip-Based Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometer) (FU et al., 1998); WES: Sequenciamento do exoma (Whole Exome Sequencing);
WGS: Sequenciamento do genoma (Whole Genome Sequencing); NI: Nao informado por status mutacional.

Fonte: Adaptado de RESENDE et al., 2021.
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6 DISCUSSAO

A mutacdo BRAF p.V600E esta frequentemente envolvida na patogénese
do nevo melanocitico adquirido comum e do melanoma cutédneo de sitios sem
exposi¢ao solar crbnica, nos quais provavelmente representa o primeiro evento
oncogénico. Cerca de 80% desse subtipo de nevo e até 50% dos melanomas
cutaneos exibem a alteragcdo. Sobre essa tematica molecular ha evidéncias
incipientes para duas lesdes melanociticas da mucosa bucal: NMOs e MMOs. No
trabalho que se apresenta, investigou-se um grupo de 14 NMOs intramucosos e 7
MMOs primarios quanto a mutagao p.V600E no gene BRAF e revisou-se a literatura
para calcular a frequéncia da mutacao nessas lesoes.

Os NMOs incluidos nesse estudo se localizaram com maior frequéncia em
mucosa jugal e palato duro, apresentaram mediana de idade de 29 anos e essa
lesao foi mais frequente em mulheres. Esses dados estdo de acordo com o que é
reportado na literatura para a lesdo em termos de maior incidéncia (TAVARES et al.,
2018). O grupo de 7 MMOs avaliados também apresentou caracteristicas clinicas
compativeis com aquelas da literatura, acometendo mais frequentemente o palato
duro, em uma proporgao similar entre homens e mulheres e com mediana de idade
ao diagnostico de 65 anos (SORTINO-RACHOU et al., 2009).

Das 14 amostras de NMOs incluidas no presente trabalho, 35,7%
exibiram a mutagao BRAF p.VG600E. Na reviséo narrativa de literatura, encontrou-se
apenas um trabalho que havia investigado essa mutacdo em NMOs, e esse
apresentou frequéncia de 60% dos casos mutados (COHEN et al., 2012). Em
conjunto, 8/19 amostras de NMOs intramucosos exibiram a mutagdo BRAF p.V600E,
correspondendo a 42,1% das lesbGes. Nevos adquiridos comuns cutaneos e da
regido anogenital exibem a mutagcdo numa taxa de 80% e 73,2% (30/41),
respectivamente. Os estudos de nevos da regido genital incluem lesdes mucosas e
da pele glabra e ndo-glabra circundante (ICHI NAKATO et al., 2006; NGUYEN et al.,
2010; TSENG et al., 2014; WU et al., 2007). Os resultados apontam para menor
prevaléncia da mutacdo BRAF p.V600OE em NMOs comparados a outros sitios,
apesar da limitacdao do numero de amostras bucais avaliadas. Provavelmente outras
mutagdes somaticas ocorrem no NMO, incluindo mutagcdes em NRAS, o que merece

investigacao.
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Quando estratificados por subtipo histolégico, nevos adquiridos comuns
cuténeos juncionais exibem BRAF p.V600E menos frequentemente (20% a 35,7%)
que os subtipos composto (50% a 70%) e intradérmico (63,6% a 88%) (POLLOCK et
al., 2003; QI et al., 2011; ZALAUDEK et al., 2011). O subtipo intradérmico é o
correspondente histolégico do NMO intramucoso, cuja frequéncia de BRAF p.V600E
foi calculada em 42,1% na revisdo narrativa. NMOs juncionais e compostos néo
foram avaliados até o momento quanto a alteragbes genéticas.

A média de idade nao diferiu entre os pacientes com NMOs BRAF
p.V600E (35,6 = 12,8 anos) e NMOs Wt (34,7 £13,5 anos). Zalaudek et al. (2011)
sugerem que no nevo melanocitico adquirido comum cutaneo mutagbes BRAF
p.V600E sejam encontradas frequentemente em pacientes mais jovens, sendo a
meédia de idade de 37 anos. Nos pacientes com nevos Wt a média de idade relatada
no estudo supracitado foi de 44 anos. Os autores n&o calcularam o desvio padrao
(ZALAUDEK et al., 2011). Outros autores encontraram média de idade de 48 + 16,7
anos para nevos adquiridos comuns cutaneos que expressam BrafV6%%€ ¢ 53 5 + 11,3
anos para nevos adquiridos comuns cutaneos que nao expressam a proteina citada
(KIURU et al., 2018).

O calculo da frequéncia da mutagcao BRAF p.V600E em 374 casos de
MMOs resultou em frequéncia de 6,4%. Nassar e Tan (2020) indicaram
recentemente que 6% dos melanomas mucosos da regido superior do corpo
apresentam mutagdes no gene BRAF p.V600 (NASSAR e TAN, 2020). Portanto,
com base nos nossos dados e de outros estudos, o MMO exibe BRAF p.V600E
numa frequéncia menor do que o melanoma cutaneo. E frequéncia comparavel a
BRAF p.V600 em melanomas anogenitais (3%; n= 8/249) e a frequéncia geral de
mutacdes no gene BRAF em melanomas sinonasais (5%; n=10/214) (NASSAR e
TAN, 2020; OZTURK-SARI et al., 2017). Zhou et al. (2019 — trabalho incluido na
revisdo narrativa) demonstraram que mutagdes somaticas pontuais como um todo
sao menos comuns no MMO em comparagao a lesdao de pele. Ao passo que,
rearranjos genémicos em grande escala (variagdo do numero de cépias génicas e
variantes génicas estruturais) ocorrem com maior frequéncia nos MMOs. Até o
momento Zhou et al. (2019) obtiveram a maior amostra de MMOs para analise com
tecnologia de sequenciamento de nova geracéo (ZHOU et al., 2019).

Nota-se certa variabilidade entre o percentual de MMOs mutados para

BRAF p.V600OE entre os diversos estudos da Tabela 3. As mais altas taxas
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mutado/Wt foram observadas no contexto de tamanhos amostrais limitados (COHEN
et al., 2012; HSIEH et al., 2017; RESENDE et al., 2021; SOMA et al., 2014), de
modo que as diferengas podem ser atribuidas, pelo menos parcialmente, ao acaso
pelo numero amostral. Além disso, a sensibilidade da técnica de deteccéo influencia
as frequéncias mutacionais observadas. No estudo atual, identificou-se a mutacgéao
BRAF p.V600E em 42,8% dos MMOs. O resultado é atribuido também a alta
sensibilidade do PCR-AE, uma vez que a capacidade de deteccdo do ensaio € de
até 1 célula mutada em 1000 células Wt, de acordo com o fabricante (BAO et al.,
2011; BAO et al., 2012).

A idade de cada paciente estava disponivel em cerca de metade dos
estudos de MMOs da Tabela 3, totalizando 137 amostras. Calculou-se a média
separadamente para MMOs Wt e com a presenca da mutacdo BRAF p.VG60OE. A
média de idade néo foi diferente entre os dois grupos, sendo de 57,4 + 14.3 anos e
59,1 £ 11,2 anos, respectivamente. Nos melanomas cutaneos, idade inferior a 60
anos foi correlacionada a frequéncia aumentada de mutagcées BRAF. Melanomas
cutdneos com a mutacdo BRAF surgem em individuos mais jovens quando
comparados a outros subtipos moleculares do melanoma de pele (BAUER et al.,
2011; SHAIN e BASTIAN, 2016).

A concordancia do status mutacional de BRAF entre a lesao primaria do
melanoma e sua metastase € de grande interesse para o uso clinico de inibidores
moleculares. Além disso, esse aspecto pode fornecer indicios sobre o processo de
evolugao clonal do tumor. Valachis e Ullenhag (2017) estimam uma taxa de
discrepancia do status BRAF de 13,4% para melanomas cuténeos (VALACHIS e
ULLENHAG, 2017). Na revisdo apresentada, limitou-se a citar coletivamente a
procedéncia dos MMOs, e a correlacédo do tipo de amostra com o status mutacional
nao pode ser analisada (RESENDE et al., 2021).

De acordo com a revisédo narrativa (TABELA 3) a frequéncia da mutagao
BRAF p.V600E foi maior na lesao benigna, o NMO (42,1%), do que no MMO (6,4%),
de modo semelhante ao que ocorre em nevos melanociticos adquiridos comuns e
melanomas cutaneos e nevos comuns € melanomas de regides anogenitais - que
incluem mucosa e pele adjacente (Cancer Genome Atlas Network, 2015; TSENG et
al., 2014; WU et al., 2007; YELAMOS et al., 2016). Diversos autores investigam o
fato de que algumas neoplasias benignas exibem determinados oncogenes numa

maior frequéncia que a neoplasia maligna de mesma origem celular (KATO et al.,



36

2016). Uma possivel explicagdo biolégica para os nevos adquiridos comuns
cutaneos, que sao em maioria clinicamente estaveis, € que BRAF p.V600E promova
ativacado da via MAPK/ERK, levando a proliferagao celular e formagao da leséo, e
em seguida atuem mecanismos regulatérios da via. Ha algumas evidéncias de
senescéncia celular em melandcitos que expressam BrafV6%%E em cultura celular, nos
modelos animais e também em amostras de nevos melanociticos adquiridos comuns
cutaneos (DAMSKY e BOSENBERG, 2017; GOEL et al., 2009; HUANG et al., 2017,
LAVOIE, GAGNON e THERRIEN, 2020; MICHALOGLOU et al., 2005).

E possivel que mecanismos similares ocorram no NMO, apesar da
auséncia de estudos que correlacionem a presenca da mutacdo BRAF p.V600E e
fosforilacdo (ativacdo) de Erk nessa lesdo. Meleti et al. (2007b) e Liu et al. (2020)
indicam que o NMO apresenta um risco baixo ou nulo de transformag¢ao maligna
(LIU et al, 2020; MELETI et al., 2007b). Outras publicagcbes indicam a
superexpressao em NMOs de alguns inibidores do ciclo celular, como p16 e p27 e
baixa taxa proliferativa, evidenciada pelo indice de expressdo de Ki-67 (<1) e
auséncia da expressdo de ciclina D1 (AMERIGO-GONGORA et al., 2017; DE
ANDRADE et al., 2012; DE ANDRADE et al., 2013).

De modo interessante, Tang e colaboradores (2020) ndo encontraram a
mutacdo BRAF p.V600E ao sequenciarem melandcitos individuais de diferentes
sitios cutaneos. Os melandcitos apresentaram, por outro lado, algumas mutag¢des
em BRAF que em outros estudos mostraram a capacidade de ativar apenas
fracamente a via MAPK/ERK. Esses resultados reafirmam a teoria de que a mutagao
BRAF p.V600E esta diretamente implicada no desenvolvimento do nevo, dada a
prevaléncia de BRAF p.V600E nessa lesdo e as evidéncias experimentais, que
indicam que a mutagao confere uma vantagem de proliferagéo celular em relagéo as
células inalteradas (KUHNER, KOSTADINOV e REID, 2016; POLLOCK et al., 2003;
TANG et al., 2020).

Uribe, Andrade e Gonzalez (2006) demonstraram que 93% dos
melanomas cutdneos BRAF p.V600E exibem fosfo-Erk (pErk) citoplasmastico ou
nuclear. Venesio et al. (2008), por outro lado, nao encontraram associagao
estatistica entre o status mutacional do melanoma cutaneo e expressao de pErk. No
entanto, evidenciam que o padrao de expressao imunohistoquimica de pErk era alto
ou moderado no melanoma cutaneo, indicando hiperativagdo da via MAPK/ERK
(URIBE, ANDRADE e GONZALEZ, 2006; VENESIO et al., 2008). Apesar disso, a
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ativagao dessa via de sinalizagao proliferativa € um evento esperado no melanoma e
pode ser decorrente de outras alteragdes moleculares. Hsieh (2012) observou
superexpressao dos componentes de MAPK/ERK em 35 MMOs, 82,8% exibiam
marcacao citoplasmatica para Braf, 51,4% para Mek2 e 74,2% para Erk2
(citoplasmatica e nuclear), o que pode refletir sinalizagdo por essa cascata de
MAPKs (HSIEH, 2012; HSIEH et al.,, 2017). No entanto, as proteinas avaliadas
foram as proteinas totais, sendo que a deteccdo das formas fosforiladas das
proteinas poderia melhor ser traduzida como ativagao da via.

Em resumo, ao reunir informagdes sobre a frequéncia de BRAF p.V600E
em um sitio anteriormente pouco explorado, este trabalho fornece novas evidéncias
sobre o envolvimento da mutagdo na patogénese dos nevos melanociticos
adquiridos. A partir dos resultados nota-se ainda que, semelhante ao que ocorre em
outros locais do corpo, BRAF p.V600E é mais frequente na lesao benigna do que na
neoplasia melanocitica maligna, o que pde em discussdo a denominagao dessa
alteracdo como mutagdo driver (condutora) (KATO et al., 2016; KUHNER,
KOSTADINOV e REID, 2016).

Além disso, o estudo revelou uma baixa frequéncia do oncogene no
MMO. E apesar de pouco numeroso, € possivel que o grupo com MMO BRAF
p.V600E se beneficie pelo uso dos ja aprovados inibidores de Braf e Mek em casos
de doenga metastatica, e estudos clinicos sdo encorajados (CHAPMAN et al., 2011;
LUKE et al., 2017; NENCLARES et al., 2020).

Por fim, a revisdo aponta que ha escassa literatura sobre os aspectos
moleculares de NMOs e MMOs, cujo entendimento ira favorecer a identificacdo de
marcadores progndésticos para o MMO e também o desenvolvimento de terapias

especificas para essa lesao.



38

7 CONCLUSAO

Em conclusdo, avaliou-se a presenca da mutacdo BRAF p.V600E em
amostras de 14 NMOs intramucosos e 7 MMOs primarios por meio da técnica PCR-
AE. Os resultados experimentais foram adicionados aos dados compilados da
literatura, apdés analise detalhada, e calculou-se que a mutacdao BRAF p.V600E
ocorre em uma frequéncia de 42,1% dos NMOs e 6,4% dos MMOs. A frequéncia nas
duas lesbes € menor do que encontrado nos nevos melanociticos adquiridos
comuns e melanomas cutaneos (80% e 40%, respectivamente), mas de modo
similar € mais elevada na lesdo benigna do que na neoplasia maligna. Os resultados
desse trabalho contribuem para a caracterizagao molecular de NMOs e MMOs, em
associagao a algumas informacdes clinicas. Outros estudos deverdo melhorar a
compreensao do papel de BRAF p.V600E no contexto da patogénese de NMOs e
MMOs, assim como potencial terapéutico em um subconjunto de pacientes com a

lesdo maligna.
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numa elevada frequéncia. Essa caracteristica possibilitou inovagies no tratamento dos melanomas
cutdneos e refletiv em aumentio na schrevida dos pacientes. Investigagies acerca do perfil de alteragies
gendmicas de melanomas mucosos revelaram uma carga mutacional mener quando comparados as lesbes
de pele e frequéncia variavel de mutagies em BRAF entre os estudos. Os melanomas de mucosa bucal s3o0
lestes raras e pouco estudadas, sendo sua etiologia pouco entendida. Da mesma forma, pouco se sabe
sobre as alteragbes moleculares do nevo melanccitico da cavidade bucal. Assim, o objetivo do
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estudo & avaliar a presenga de mutagies patogénicas no gene BRAF nessas lesbes. O projeto sera
submetido para avaliagio e aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG. Serd utilizada uma
amostra de conveniéncia de tecidos fixados em formol e embebidos em parafina (FFPE) de nevos
melanociticos e melanomas orais do servigs de Patologia Bucomasilofacial da UFMG. Serdo realizadas a
extragio de DMA gendmico e a Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativo em Tempe Real (FCR em
tempo real) das amostras, utilizando ensaios comerciais especificos para o akelo de interesse. A analise dos
resultades e descrigio poderdo contribuir no entendimento da patogénese dessas lesdes, diagnostico
precoce e indicar oportunidades terapéuticas.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primaria:

Investigar a presenga de mutagies em nevos melanociticos adquiridos orais e melanomas mucosos orais.

Objetivo Secundario:
I. Investigar a presencga da mutagio BRAF p.VB00E em MMOs.
II. Investigar a presenga da mutagie BRAF p.VEDDE em melanomas MUcosos orais.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Por ndo haver intervengio de procedimentos com os participantes envolvidos e apenas a utilizagao de
materiais e dados fomecidos para fins de pesquisa, ha o risco de gquebra de sigilo de dados. O risco de
perda de confidencialidade das informagbes dos pacientes sera minimizado por meio da atribuigio inicial de
um codigo alfa-numérico para cada um dos participantes, assim como o compromisso dos pesquisadores
em manter o sigilo de dados dos participantes, conforme TCUD assinado.

Beneficios:
Favorecer o delineamento de biomarcadores, estratificagdo de risco e estratégias precoces de intervencao
de lesies melanociticas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesguisa relevante para as areas de Patologia Bucal, Estomatologia & Oncologia. Termino previsto para
30072021, O projeto de pesquisa foi aprovado pelo departamento em 10012/2018 e foi aprovado pelo
Colegiado do Programa de Pos-graduagio em Odontologia da Faculdade de
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A presente emenda busca atender 4s recomendagdes solicitadas pelo parecer n® 4133614 emitido pelo
CEF/UFMG em 03 de julho de 2020. Os (as) pesquisadores (as) realizaram as seguintes alteragbes:

1. Foi incluido ao TALE os beneficios da pesquisa;

2. Ao TCUD foram incluidos os blocos de parafina e ldminas histologicas coradas em

hematoxilina-eosina na descrigio dos dados.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Alem dos documentos anexados anteriormente para a analise do projeto de pesquisa, foram anexados para
a presente emenda:

- TCUD modificado;

- TALE ldminas e blocos nevos melanomas modificado;

- Carta-resposta informando sobre os objetivos da emenda;

- Informagdes basicas da pesquisa com as informagdes atualizadas da emenda.

Recomendagies:

Recomenda-se, 5.m.j.. que a atual emenda ao projeto de pesquisa "Investigacio de alteragbes moleculares
em lesdes melanociticas orais” da pesquisadora responsavel ProP Dr? Carclina Cavalieri Gomes seja
aprovada.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

Emenda aprovada.

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Tendo em vista a legislagio vigente (Resclugdo CNS 468/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualguer alteragdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocomido durante o desenvohvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagio relatorios parciais do
andamento do mesmo a cada D8 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatério final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo | Postagem | Autor |S|‘hmgﬁu |
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SBrad

Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_150028 D6/07/2020 Acaito

do Projeto 4 E1.pdf 18:55:14

Ourtros Carta_resposta_cep 2 pdf DE8/O07/2020 |Lucyene Miguita Luiz | Aceiio

18:54:02

Declaragdo de TermoTCUD_nevosemelanomas_alt.pdf | DEO7/2020 (Lucyene Miguita Luiz | Aceito

Pesguisadores 18:51:01

TCLE! Termos de | TALE_laminaseblocos_nevosemelanom | DEO7/2020 |Lucyene Miguita Luiz | Aceito

Assentimento | as_alt pdf 18:50:33

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_resposta_cep. pdf 05/08/2020 |Lucyene Miguita Luiz | Aceiio

18:04:33

TCLE/! Termos de | TCLE_laminaseblocos_maiores_de_ida | D5/08/2020 |Lucyene Miguita Luiz | Aceito

Assentimento | de_nevosemelanomas.pdf 18:03:25

Justificativa de

Auséncia

TCLE ! Termos de | TCLE_laminaseblocos_destinade_aos_p|  D5/06/2020 |Lucyene Miguita Luiz | Aceito

Assentimento / ais_de_menocres_de_jdade_nevosemela 18:03:15

Justificativa de nomas. pdf

Auséncia

TCLE! Termos de | Carta_justificativa_dispensa_ TCGLE_nev | D5/DE/2020 |Lucyene Miguita Luiz | Aceito

Assentimento / osemelanomas.pdf 18:02:38

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| 2020_Taynara Resende projeto_mesir | D5/082020 (Lucyene Miguita Luiz | Aceito

Brochura ado_alteracao pdf 18:02:21

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_lesoes_melanociticas_tayna| 12/03/2020 |Carolina Cavalieri Aceitn
ra.pdf 204543 | Gomes

Parecer Anterior Parecer_consubstanciado lesoes_mela | DB/03/2020 |Carolina Cavalieri Aceito
nociticas. pdf 13:27:52 | Gomes

Declaragao de Autorizacac_L_Pafologia FO_UFMG_le | 0B/O3/2020 |Carolina Cavalieri Acsito

Manuseio Material | soes_melanociticas. pdf 13:27:20 | Gomes

Biolagico !

Biorepositario /

Biobanco

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao
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