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And you run, and you run, to catch up with the sun 

But it's sinking 

And racing around to come up behind you again 

The sun is the same in a relative way 

But you're older 

Shorter of breath and one day closer to death 
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Resumo 

 

Introdução: O carcinoma de células escamosas de lábio (CCEL) representa 

aproximadamente 30% dos carcinomas da cavidade oral e 2% de todos os cânceres 

humanos. A etiologia do CCEL é altamente relacionada com a exposição à radiação ultra 

violeta (UV). A queilite actínica (QA) é uma lesão em placa branco-vermelho com áreas 

ulcerativas, por vezes sob a forma de crosta, que afeta a totalidade ou parte do vermelhão 

do lábio. A QA é considerada uma lesão cancerizável do lábio e apresenta fatores 

etiológicos e características clínicas semelhantes ao CCEL. A perda de heterozigosidade 

(LOH) é definida como a perda de um alelo de um lócus heterozigoto constitucional. O 

gene TP53 caracteriza-se como um gene supressor de tumor muito frequentemente 

alterado nas neoplasias malignas de boca. Objetivo: Investigar LOH em regiões 

genômicas que anteriormente mostraram uma alta frequência de LOH em neoplasias 

malignas epiteliais e investigar mutações nos éxons do TP53. Metodologia: Utilizou-se 

17 amostras de CCEL e 16 de QA obtidas por conveniência nos arquivos da Faculdade 

de Odontologia da UFMG. O DNA dos tecidos normal e tumoral foi extraído, amplificado 

por PCR e analisado por meio de 6 marcadores para regiões microssatélites próximas a 

genes supressores de tumor (TP53, AFM238WF2, D9S157, D9S162, D9S171, D9S287) 

e foram sequenciados os éxons 5 a 9 do gene TP53. Nos 5 casos de CCEL coletados 

frescos foi realizado sequenciamento dos éxons 2 ao 11 do TP53 (2 a 11). A análise da 

LOH foi realizada após a eletroforese capilar dos produtos de PCR. Foi realizado 

imunohistoquímica para as proteínas p53 e ki-67. Resultados:  A LOH ocorreu em pelo 

menos um marcador em 15 de 17 amostras de CCEL e em nove de 16 amostras de QA. 

O marcador que mostrou maior frequência de LOH em CCEL foi o D9S157 (8/12 casos 

informativos) e o D9S287 em QA (4/11 casos informativos). Os resultados da 

imunohistoquímica não foram associados com LOH em nenhum dos marcadores 

investigados. Foram encontradas mutações missense no gene TP53 em ambos os grupos 

de lesões, e mutações nonsense em CCEL, incluindo uma transição CC>TT. Esta última 

mutação é considerada uma assinatura da radiação UV. Conclusões: Mutações do TP53 

e LOH estão presentes nas lesões de CCEL e QA, e podem fazer parte da patogênese 

molecular dessas lesões.   

 

 

Palavras chave: carcinoma de células escamosas de lábio, queilite actinica, perda de 

heterozigosidade, LOH, radiação UV. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Abstract 

 

Objectives: Lip squamous cell carcinoma (LSCC) and actinic cheilitis (AC) molecular 

pathogenesis is unclear. We aimed to assess loss of heterozygostity (LOH) and TP53 

mutations in these lesions. Materials and Methods: Formalin fixed paraffin-embedded 

(FFPE) samples of 17 LSCC and 16 AC were included. 5 fresh LSCC were added for the 

TP53 sequencing. We assessed LOH by using 6 polymorphic markers located at 9p22, 

9q22 and 17p13 and associated these results with cell proliferation (Ki-67) and P53 

immunostaining. Direct sequencing of TP53 exons 2–11 was performed in the fresh 

samples, and exons 5-9 in the FFPE. Results: LOH occurred in at least one marker in 

15/17 LSCC and in 9/16 AC. The marker that showed higher frequency of allelic loss 

(FAL) in LSCC was D9S157 (8/12 informative cases), and D9S287 in AC (4/11 

informative cases). IHC results were not associated with LOH or with the FAL. We found 

TP53 missense mutations in both lesions and nonsense in LSCC, including CC>TT 

transition, which is an UV signature. Conclusion: LOH and TP53 mutations occurred in 

LSCC and AC, which may be part of their molecular pathogenesis.  

 

Keywords: actinic cheilitis, mutations, lip cancer, LOH, oral cancer, p53, potentially 

malignant oral lesions, lip squamous cell carcinoma, head and neck cancer 
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1. Introdução 

 

 

 

O lábio é uma região em que pode ocorrer o desenvolvimento de neoplasias. O 

carcinoma de células escamosas de lábio (CCEL) é uma neoplasia epitelial originada no 

vermelhão dos lábios. Ele corresponde a aproximadamente 15% de todas as neoplasias 

do segmento cabeça e pescoço e a 25% de todos os tumores da cavidade bucal. Cerca de 

80% dos carcinomas do lábio acometem o lábio inferior, 5%-8% o lábio superior e 7%-

15% encontram-se em comissuras (LUNA-ORTIZ et al., 2004;  SALGARELLI et al., 

2005;  SUGERMAN; SAVAGE, 2002). Em um recente estudo brasileiro, as taxas de 

incidência de CCEL foram de 11% de todos os carcinomas de cavidade bucal e de 3,8% 

de todos os tumores do trato aero digestivo superior (SOUZA et al., 2011).  

O CCEL é uma lesão que ocorre com maior frequência em indivíduos do sexo 

masculino (80% a 90% dos casos), acometendo principalmente trabalhadores com 

histórico de exposição solar crônica (LUNA-ORTIZ et al., 2004;  POGODA; PRESTON-

MARTIN, 1996).  

Diversos fatores ambientais têm sido associados à etiopatogênese do CCEL, no 

entanto, os mecanismos de carcinogênese relacionados ao CCEL não parecem estar 

limitados a um único agente, mas a um complexo processo de interações entre fatores de 

risco. Os raios ultravioleta (UV) da radiação solar são importantes fatores modificadores 

do DNA. A proliferação das células que sofreram danos em seu DNA pode seguir alguns 

caminhos: o dano é reparado e a célula assume a sua função normal; a divisão celular 

prossegue com o modelo de DNA alterado; ou a célula sofre apoptose e é eliminada do 

tecido. Porém, a exposição crônica aos raios UV pode ocasionar o acúmulo de danos ao 

DNA, levando a célula alterada a estimular o seu próprio crescimento, resistir aos sinais 

inibitórios de crescimento, não entrar em apoptose, estimular a angiogênese e a 
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multiplicação celular, e, por fim, metastatizar para sítios distantes do tumor inicial 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Embora vários estudos tenham sido feitos no intuito 

de elucidar a patogênese do CCEL, os mecanismos moleculares envolvidos na ocorrência 

dessa neoplasia necessitam ser esclarecidos.  

Muitas vezes, o CCEL pode ser precedido pela queilite actínica (QA), uma lesão 

que normalmente se apresenta em placa branco-avermelhada com áreas ulcerativas, e, às 

vezes, em forma de crosta que acomete parte ou todo vermelhão do lábio.  A QA é 

caracterizada histopatologicamente por uma hiperceratose, com ou sem displasia 

epitelial, degeneração basofílica do colágeno (elastose solar), associada ou não a 

infiltrado inflamatório. A QA acomete principalmente homens a partir da quinta década 

de vida, e está diretamente relacionada com exposição crônica à luz solar. É considerada 

uma lesão cancerizável, embora não existam dados concisos na literatura sobre a sua taxa 

de transformação maligna (DUFRESNE; CURLIN, 1997;  VAN DER WAAL, 2009).   

Estudos de avaliação da perda de heterozigosidade (loss of heterozigosity - LOH) 

em carcinoma de células escamosas intrabucal (CCEB) e do trato aero digestivo superior,  

identificaram LOH  nas regiões 3p, 4q, 5q, 8p21–23, 11q13, 11q23, 13q, 14q, 17p, 18q, 

e 22q (GLAVAC et al., 2003;  LEE et al., 2010;  NG et al., 2000).  

O gene TP53 caracteriza-se como um gene supressor de tumor, localizado no braço 

curto do cromossomo 17 (LEVINE; MOMAND; FINLAY, 1991;  MAY; MAY, 1999) e 

codifica a proteína p53, (CRUZ et al., 2000;  SHIN et al., 1994). O TP53 é o gene mais 

frequentemente mutado em cânceres humanos e tem um papel fundamental na regulação 

do ciclo celular, sendo chamado de “guardião do genoma” (LANE, 1992).   

Não foram encontrados estudos na literatura que demonstrassem a presença de LOH 

nas regiões 9p, 9q e 17q, ou mutações genéticas do TP53 nas lesões de  CCEL e QA. 
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Levando em consideração que essas lesões têm fatores de risco diferentes do CCE 

intrabucal, é de grande importância entender essas alterações, suas associações com os 

fatores clinicopatológicos e buscar marcadores genéticos que possam predizer o 

comportamento clínico da QA e CCEL.  
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2. Revisão de literatura 

 

2.1. Queilite Actínica  

 

2.1.1 Sinonímias, breve histórico e conceito 

  

A QA, também conhecida como queilose solar, ceratose solar, ceratose actínica 

ou queilose actínica, é um termo clínico para uma lesão ulcerativa, às vezes com formação 

de crosta que acomete parte ou todo o vermelhão do lábio (VAN DER WAAL, 2009). A 

palavra “queilite” vem do grego “keilos” e está relacionada à inflamação do lábio; O 

termo “actínica” vem do grego “Aktis” que significa raio (BENTLEY; BARANKIN; 

LAUZON, 2003). Portanto, o termo Queilite actínica parece ser o mais apropriado para 

denominar a lesão (KAUGARS et al., 1999). 

Um dos primeiros artigos a tentar elucidar a causa da QA foi publicado em 1923 

por Ayres, que relata cinco casos de pacientes de regiões quentes e secas da Califórnia, 

que trabalhavam sob o sol constante e apresentavam lesões no lábio. Essas lesões eram 

caracterizadas por uma inflamação crônica com ulceração, localizada especialmente no 

lábio inferior, e ocorria com frequência nos meses de verão (AYRES, 1923). Foi o 

primeiro autor a levantar a hipótese de a causa da QA estar associada à radiação solar. 

Desde então vários estudos foram conduzidos para melhor elucidar a 

etiopatogênese, prevalência, perfil clínico, alterações clínicas e moleculares dessa 

doença. Atualmente a QA é conceituada como uma alteração que se dá no vermelhão 

labial, potencialmente maligna, causada pela exposição crônica aos raios solares, que 

pode apresentar displasia em sua histopatologia (MORTAZAVI; BAHARVAND; 

MEHDIPOUR, 2014;  PIÑERA-MARQUES et al., 2010;  YARDIMCI et al., 2014).  
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2.1.2 Aspectos epidemiológicos, etiopatológicos e clínicos da QA 

 

 

Clinicamente, a QA pode se apresentar em duas formas principais: a aguda e a 

crônica. A forma aguda não será abordada neste estudo, uma vez que é uma entidade 

distinta e sem potencial de transformação maligna.  

A forma crônica geralmente se manifesta como uma discreta elevação, podendo 

envolver toda extensão do lábio inferior até a comissura labial. Observam-se alterações 

de cor, frequentemente de aspecto pálido, lustroso, com superfície macia e perda da 

plasticidade usual do lábio, sendo que erosões e ulcerações podem estar presentes (figura 

1). Estudos demonstraram que o lábio inferior pode ser até 10 vezes mais afetado que o 

superior, devido principalmente à sua posição anatômica, estando mais diretamente 

exposto à radiação UV (KAUGARS et al., 1999;  MAIN; PAVONE, 1994;  

MANGANARO; WILL; POULOS, 1997). A QA afeta predominantemente homens, 

leucodermas, a partir da sexta década de vida, variando na incidência entre os 40 e 80 

anos. Para a confirmação do diagnóstico, faz-se necessário biópsia do local da lesão, 

inclusive para excluir a presença do CCEL (KAUGARS et al., 1999).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Aspecto clínico da QA em lábio inferior: lesões leucoplásicas distribuídas 

por todo o lábio inferior, com perda do limite do vermelhão do lábio e algumas áreas 

eritoplasicas. Fonte: http://www.regionalderm.com/Regional_Derm/Afiles/actinic_cheilitis.html 
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Silva et al., (2006), em seu estudo com pescadores de Santa Catarina – Brasil, 

verificaram que 43% da amostra (n total de 111 pescadores) apresentavam QA, e que 

todas as lesões envolviam o lábio inferior. O grupo de pescadores que tinha menos de 15 

anos de exposição diária ao sol, com média de oito horas por dia, apresentava menor 

número de casos de QA do que o grupo com mais de 45 anos de exposição, o que 

demonstrou a influência do tempo de exposição ao UV da radiação solar no 

desenvolvimento de QA. A média de idade dos pacientes examinados foi de 47 anos, 

sendo que 93% destes eram leucodermas e somente 7% melanodermas (SILVA et al., 

2006).   

Em outro estudo de 2008, com uma amostra de 38 pacientes com QA, 72% eram 

do sexo masculino, 75% tinham idade superior a 40 anos, 93% eram leucoderma e 72% 

eram fumantes.  Clinicamente, todos os pacientes apresentaram lesões multifocais 

(CAVALCANTE; ANBINDER; CARVALHO, 2008). 

No estudo de Marques (2010), foram analisados 125 pescadores com um 

histórico de exposição crônica à luz solar, moradores em Florianópolis, Santa Catarina – 

Brasil. A média de exposição dos pacientes foi de 32 anos de 7,7 horas por dia e 92% dos 

pescadores não utilizavam nenhum tipo de proteção à luz solar. Os resultados mostraram 

que dos 125 pescadores avaliados, 12  já apresentavam alterações displásicas na avaliação 

histopatológica da lesão e 4 pacientes já apresentavam CCEL (PIÑERA-MARQUES et 

al., 2010).  

No estudo de Martins-Filho (2011), a prevalência de QA em agricultores nas 

áreas do semiárido brasileiro foi de 16,7% dos casos.  A doença foi prevalente nos 

indivíduos do sexo masculino, de pele clara e com idade acima de 50 anos. Dois casos 

foram diagnosticados como carcinoma de células escamosas (MARTINS-FILHO; DA 

SILVA; PIVA, 2011). Esses dados e o dos estudos citados acima demonstram a 
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necessidade de se fazer a biópsia incisional para descartar a presença do 

CCEL(MARTINS-FILHO et al., 2011). 

A radiação solar é o principal agente etiológico da QA. Outros fatores etiológicos 

têm sido implicados no risco para a QA, tais como hábitos alimentares, uso do tabaco e 

predisposição genética. Exposição ao fumo, poluentes e o processo natural de 

envelhecimento da pele contribuem para a formação de radicais livres que estimulam o 

processo inflamatório na pele. A evidência científica existente, no entanto, ainda é fraca 

para sustentar a associação de tais fatores e a etiopatogênese da doença  (BENTLEY et 

al., 2003;  DOUGLASS; GAMMON, 1984;  KAUGARS et al., 1999;  LINDQVIST; 

TEPPO, 1978;  MANGANARO et al., 1997;  OLIVEIRA ALVES et al., 2014).  

O diagnóstico da QA é baseado nos achados clínicos e histopatológicos. A QA 

apresenta-se no vermelhão dos lábios como áreas leucoplásicas associadas a áreas 

eritematosas, eventualmente erosivas, ulceradas ou com crostas, nas quais pode ocorrer 

sangramento. Inicialmente, os lábios apresentam-se ásperos e ressecados, depois 

aparecem estrias ou fissuras perpendiculares no limite pele-vermelhão.  Nos casos mais 

avançados, é comum o edema difuso do lábio e perda do limite pele-vermelhão (DE 

OLIVEIRA RIBEIRO; DA SILVA; MARTINS-FILHO, 2014;  MARKOPOULOS; 

ALBANIDOU-FARMAKI; KAYAVIS, 2004;  OCHSENIUS et al., 2003).  

Alguns autores são unânimes em afirmar que,  nos casos em que há alterações 

histopatológicas moderadas a graves, na biópsia incisional, há a indicação de remoção 

cirúrgica da lesão (DUFRESNE; CURLIN, 1997;  KIM; SONG; KIM, 2013;  

MORTAZAVI et al., 2014;  SHAH; DOHERTY; ROSEN, 2010). Outros afirmam que, 

como não há correlação entre a aparência clínica e a agressividade histológica, a biópsia 

incisional é indicada em todos os casos, pois há risco de malignização (ABREU et al., 

2006;  BAKER, 1980). Esse risco foi demonstrado por  Markpoulos et al. (2004), em um 
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estudo com 65 casos de QA, identificou onze indivíduos que já apresentavam, 

histopatologicamente, carcinomas de células escamosas (MARKOPOULOS et al., 2004). 

As condutas terapêuticas para a QA visam tratar a doença em si e impedir que 

ela sofra transformação maligna. Nos quadros em que a histologia não demonstra atipia 

epitelial, pode-se optar pelo uso de protetores labiais e outras medidas que minimizem o 

índice de exposição solar. Alguns casos podem apresentar regressão espontânea e a 

grande maioria requer excisão cirúrgica da lesão (MAIN; PAVONE, 1994). Não existem 

estudos na literatura que mostram evidências de formação de campo de cancerização em 

lábio, como ocorre em leucoplasias bucais e carcinomas intrabucais, embora a presença 

do campo de cancerização seja provável.  

 

2.1.3 Características Histopatológicas 

 

A QA crônica apresenta um conjunto de alterações histológicas. O aspecto 

histopatológico da lesão pode variar desde uma hiperceratose sem displasia epitelial, até 

quadros de displasia epitelial severa. São componentes desse quadro a degeneração 

basofílica do colágeno (elastose solar) e, frequentemente, infiltrado inflamatório. A 

displasia epitelial pode ser restrita ao terço profundo ou médio do epitélio, envolver toda 

sua espessura (carcinoma in situ), e em casos em que haja áreas de rompimento da 

membrana basal, o diagnóstico passa a ser de um carcinoma de células escamosas (CCEL) 

(DE SANTANA SARMENTO et al., 2014;  KAUGARS et al., 1999). 

Os pacientes com QA e CCEL possuem perfis semelhantes, o que reforça os 

relatos da literatura que consideram a QA como lesão cancerizável (ABREU et al., 2006;  

BAKER, 1980;  CAVALCANTE et al., 2008). Além disso, os padrões morfológicos do 

CCEL sugerem uma evolução da QA para o CCEL. Porém, em relação à taxa de 
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transformação maligna, não existem dados conclusivos na literatura (VAN DER WAAL, 

2009). 

 

2.2 Carcinoma de Células Escamosas  

 

 

2.2.1 Aspectos epidemiológicos e clínicos do Carcinoma de Células 

Escamosas de Lábio 

 

 

O Carcinoma de Células Escamosas de Lábio (CCEL) é uma neoplasia epitelial 

maligna que acomete o vermelhão dos lábios. Pode originar-se na semi-mucosa/mucosa 

sem alterações (de novo) assim como a partir de lesões cancerizáveis como a QA. O 

CCEL corresponde a 30% dos carcinomas de cavidade oral e a 2% de todas as neoplasias 

malignas (SALGARELLI et al., 2005).  

Estimativas da incidência de câncer para 2014 no Brasil apontaram ser o câncer de 

boca (incluindo lábio, cavidade bucal e orofaringe) como o quinto mais frequente entre 

homens (com 11280 novos casos estimados) e o 11º entre mulheres (com 4010 novos 

casos estimados).  Sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer da 

cavidade oral em homens é o quarto mais frequente nas regiões Sudeste (15,48/ 100 mil) 

e Nordeste (7,16/ 100 mil). Na região Centro-Oeste, é o quinto (8,18/ 100 mil). Nas 

regiões Sul (15,21/ 100 mil) e Norte (3,21/ 100 mil) o sexto. Para as mulheres, é o nono 

mais frequente nas regiões Sudeste (4,88/ 100 mil) e Nordeste (3,72/ 100 mil). Na região 

Norte (1,60/ 100 mil), ocupa a 11ª posição. Na região Centro-Oeste (3,30/ 100 mil), é o 

12º mais frequente e, na região Sul (3,09/ 100 mil), o 15º. A última estimativa mundial 

apontou que ocorreriam cerca de 300 mil casos novos e 145 mil óbitos, para o ano de 

2012, por câncer de boca e lábio (INCA, 2014). Vale ressaltar que nessas estimativas não 

é possível obter dados apenas dos CCEL, uma vez que estão agrupados com o CCE 

intrabucal. 
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Em um estudo brasileiro de 2006, que traçou o perfil da incidência de pacientes 

com CCE intrabucal no Brasil, os autores relataram que o lábio inferior foi a terceira 

localização (17,9% dos casos) mais comum do CCE intrabucal (OLIVEIRA; RIBEIRO-

SILVA; ZUCOLOTO, 2006).  

Há inúmeros relatos na literatura que demonstram discrepâncias nas incidências do 

CCEL em diferentes áreas geográficas. Cidades litorâneas em que há grande exposição 

solar durante a maioria dos dias do ano têm uma alta taxa de CCEL. Isso pode ser 

parcialmente explicado pelas variações entre os grupos estudados no que se refere à 

exposição aos fatores associados, como exposição solar, uso de protetores labiais, 

consumo de tabaco e bebida alcoólica (LA VECCHIA et al., 1997;  LINDQVIST; 

TEPPO, 1978;  MOORE et al., 1999;  OCHSENIUS et al., 2003;  SUGERMAN; 

SAVAGE, 2002). As maiores incidências mundiais de câncer de lábio são relatadas na 

população branca do Canadá e Austrália. Acima de 50% dos cânceres bucais na Austrália 

são localizados no lábio (SUGERMAN; SAVAGE, 2002). A Espanha e o Irã têm o CCEL 

como uma das lesões malignas mais comuns da boca (PEREA-MILLA LOPEZ et al., 

2003;  SARGERAN et al., 2009).  

O CCEL ocorre principalmente em homens com histórico de longa exposição solar 

durante a vida (LINDQVIST; TEPPO, 1978). A alta incidência de CCEL parece estar 

associada a profissões em que os trabalhadores se expõem cronicamente a altos níveis de 

incidência solar, tais como fazendeiros, marinheiros, pescadores, trabalhadores da 

construção civil, garis e trabalhadores rurais (LUNA-ORTIZ et al., 2004;  SILVA et al., 

2006;  SOUZA et al., 2011;  SUGERMAN; SAVAGE, 2002).  

Classicamente, o CCEL apresenta-se clinicamente como uma úlcera de bordas 

elevadas e endurecidas, mal delimitada, podendo ter áreas leucoplásicas ou eritroplásicas 

no vermelhão labial (Figura 1). Embora a forma clínica ulcerada seja a mais frequente, 
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outras apresentações da doença podem ser vistas, como lesões exofíticas, com margens 

mal delimitadas (HASSON, 2008). 

 

Figura 2: Aspecto clínico do CCEL em lábio inferior: Lesão ulcerada, de bordas 

endurecidas e limites imprecisos, acometendo grande extensão do lábio inferior. 

 

2.2.2  Etiopatogênese do CCEL 

 

Vários fatores ambientais foram citados na tentativa de elucidar a etiopatogênese 

do CCEL, no entanto, tal carcinogênese não parece ser limitada a um único agente, mas 

a um complexo processo de interações entre fatores de risco. Diferentemente dos casos 

de carcinoma de células escamosas intrabucal, cujo principal fator de risco conhecido é o 

uso do tabaco, estudos mostram que a etiologia do CCEL está altamente relacionada à 

exposição crônica aos raios UV (LA VECCHIA et al., 1997;  PARKIN, 2001;  PATIL; 

MAHESHWARI, 2014) 

2.2.3 Prognóstico e tratamento do CCEL 

 

O CCEL apresenta prognóstico mais favorável que do CCE intrabucal. Esse fato 

ocorre, talvez por a neoplasia se localizar em uma área exposta, de fácil diagnóstico, o 

que facilita o diagnóstico precoce da lesão. Quando comparado ao CCE em pele, 

apresenta maior possibilidade de desenvolver metástase cervical, com taxas variando de 

3 a 20% (RODOLICO et al., 2004). As lesões labiais menores que 2 cm têm bom 

prognóstico, apresentam evolução lenta, baixo grau de invasão aos tecidos adjacentes e 
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de disseminação linfonodal, e constituem exceção ao prognóstico dos demais cânceres 

bucais (ABREU et al., 2006;  RENA et al., 2014). 

Um estudo de 1995 mostrou que a taxa de sobrevida de cinco anos é 

significativamente influenciada pela diferenciação histológica do tumor primário. 

Portanto, 91% dos pacientes que apresentam tumores bem diferenciados sobrevivem mais 

que cinco anos. Para tumores moderadamente e pobremente diferenciados, a prevalência 

muda para 75% e 39%, respectivamente (ANTONIADES et al., 1995).  

Metástases a distância são mais raras, variando de 0,5% - 2% e, quando ocorrem, 

são mais frequentes em pulmão e fígado. O risco de metástase a distância está diretamente 

relacionado ao estágio avançado do tumor e a recorrência locorregional (BETKA, 2001;  

VAHTSEVANOS et al., 2007).  

O tratamento de escolha para o CCEL é a remoção cirúrgica com margens de 

segurança, porém a associação com a radioterapia pós-operatória é a mais indicada em 

casos avançados. Associado a essas condutas, pode ser realizado esvaziamento cervical 

seletivo, mesmo na ausência de metástases clinicamente identificáveis, pois a taxa de 

metástases ocultas é superior a 30% (KUMAR et al., 2014;  SALGARELLI et al., 2005).   

2.2.3.1 Sistema TNM para os tumores malignos do lábio 

 

O Sistema TNM para o estadiamento dos tumores malignos foi desenvolvido na 

década de 50 pela União Internacional do controle de Câncer (IUCC). Em 1950, um 

comitê nomeado pela UICC determinou a nomenclatura e a classificação para os tumores, 

como base para seu trabalho na classificação do estádio clínico, as definições gerais de 

extensão local dos tumores malignos sugeridas pelo Sub-Comitê de Registros de Casos 

de Câncer e Apresentação Estatística, da OMS. Em 1953, o Comitê da UICC, em reunião 

com várias comissões internacionais de tratamento do câncer, fez um acordo no que diz 
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respeito à técnica geral de classificação pela extensão anatômica da doença, usando o 

Sistema TNM (KREPPEL et al., 2010). 

A edição atual é a 6ª, feita no ano de 2002, e é amplamente utilizada no mundo 

inteiro como importante preditor de prognóstico. Abaixo segue a atual classificação para 

tumores de lábio (KREPPEL et al., 2010).  

T - Tumor Primário 

 TX O tumor primário não pode ser avaliado 

 T0 Não há evidência de tumor primário 

 Tis Carcinoma in situ 

 T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão 

 T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensão 

 T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensão 

 T4a (Lábio) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical óssea, nervo alveolar 

inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz) 

N - Linfonodos Regionais 

 NX Os linfonodos regionais não podem ser avaliados 

 N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais 

 N1 Metástase em um único linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior 

dimensão 

 N2 Metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em 

sua maior dimensão, ou em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com 

mais de 6 cm em sua maior dimensão; ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais, 

nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensão 

 N2a Metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em 

sua maior dimensão 
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 N2b Metástase em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com mais de 6 

cm em sua maior dimensão 

 N2c Metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 

6 cm em sua maior dimensão 

 N3 Metástase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensão 

M - Metástase a Distância 

 

 MX A presença de metástase a distância não pode ser avaliada 

 M0 Ausência de metástase a distância 

 M1 Metástase a distância 

 

2.2.4 Características histopatológicas  

 

O diagnóstico do CCEL é realizado através de um exame histopatológico, 

conjuntamente com os dados clínicos, a partir de um fragmento representativo do tumor 

mediante biópsia incisional do tecido neoplásico. É caracterizado histologicamente por 

ilhas e cordões infiltrativos de células epiteliais malignas, que mostram diferenciação em 

direção a uma morfologia escamosa (NEVILLE; DAY, 2002). 

As células do CCEL podem apresentar alterações morfológicas caracterizadas por 

nucléolos proeminentes, hipercromatismo e pleomorfismo nuclear, alteração na relação 

núcleo/citoplasma, eosinofilia citoplasmática, disceratose, pleomorfismo celular, número 

de mitoses elevado e mitoses atípicas. Quando as células mantêm a capacidade de 

produção de queratina, formam-se coleções dessa proteína no interior de ilhotas tumorais, 

denominadas pérolas de queratina. Alterações no estroma como desmoplasia, 

angiogênese e infiltrado inflamatório de intensidade variada também podem ser 

observadas (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN, 2010;  NEVILLE; DAY, 2002). 
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2.3 Carcinogênese  

 

 

A carcinogênese é um processo complexo que envolve alterações genéticas e 

epigenéticas que ocorrem em diversos processos relacionados, envolvendo o controle do 

ciclo celular, a apoptose, a diferenciação, a senescência e a angiogênese, além da 

motilidade celular e capacidade migratória.  Várias são as teorias desse processo 

carcinogênico, e a mais difundida é a teoria da mutação somática. Basicamente uma ou 

um grupo de células sofre mutações genéticas tornando as potencialmente capazes de se 

multiplicarem de modo autônomo, escapando de todos os mecanismos de proteção do 

DNA. A partir daí, ocorre a expansão clonal dessas células, a qual leva a um grande 

acúmulo de mutações genéticas e à transformação das mesmas em neoplasias 

(HANAHAN; WEINBERG, 2000;2011;  PITOT, 2001).  

Dentre os vários agentes promotores dessas alterações genéticas, a exposição à 

radiação ultravioleta é o principal fator associado ao desenvolvimento do carcinoma de 

células escamosas de lábio, esse e alguns processos relacionados à alteração da proteína 

do gene TP53 serão discutidos a seguir (DE VISSCHER et al., 2002). 

 

2.3.1 A Radiação UV 

 

A radiação ultravioleta natural, proveniente do sol, é dividida conforme o 

comprimento de onda que emite. Essa radiação é classificada em UVA (320-400nm), 

UVB (290-320nm) e UVC (200-290nm) (HUSSEIN, 2005;  LINCOLN, 2000). A 

radiação UVC é quase completamente absorvida pela camada de ozônio na atmosfera 

terrestre, e não traz dano a vida terrestre. Já as radiações UVA e UVB não são 

completamente absorvidas pela camada de ozônio e afetam diversas moléculas da pele 

que absorvem a radiação UV e sofrem alterações químicas. Essa absorção pode causar 

lesões como inflamação, eritema, queimaduras e danos ao DNA, que eventualmente 
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podem levar ao câncer (HUSSEIN, 2005;  LINCOLN, 2000;  MELNIKOVA; 

ANANTHASWAMY, 2005). Ambos os raios UVA e UVB podem contribuir para o 

envelhecimento da pele, danificando colágeno, quebrando a vitamina A, levando a uma 

imunossupressão local e por ionização, liberando radicais de oxigênio que podem 

danificar DNA das células (LINCOLN, 2000).  

O tipo de lesão causada pela radiação UV varia dependendo do seu comprimento 

de onda. Os efeitos deletérios da UVA acontecem através da geração de espécies reativas 

de oxigênio, que provocam uma diminuição na habilidade das células em produzir 

adenosina trifosfato (ATP), levando a um menor fornecimento de energia para as mesmas. 

Essas moléculas produzem ligações cruzadas de DNA - proteína, quebras de fita única e 

alterações de bases no DNA (LINCOLN, 2000). 

Já os raios UVB causam alterações celulares, devido à grande quantidade de energia 

que é levada ao estrato córneo e às camadas mais superficiais da epiderme. Há a formação 

de dímeros de pirimidina-ciclobutanos (CPD) e fotoprodutos  6-4 pirimidina-pirimidona  

(6-4PP)(CLINGEN et al., 1995;  MITCHELL, 1988;  RAHN, 1966). Essas duas lesões 

são formadas exclusivamente em resíduos de pirimidina, que constituem regiões 

altamente susceptíveis a mutações e lesões no DNA, que podem dar lugar a mutações 

específicas que compreendem a transição C→T e CC→ TT nas sequências 

dipirimidínicas (LINCOLN, 2000;  SINHA, R. P.; HADER, 2002).  

As bases do DNA contêm estruturas em anel com abundantes ligações 

conjugadas, o que faz o DNA ser um importante absorvedor de radiação UV nas células. 

(DE GRUIJL, 1999).  Acredita-se que raios UV possam provocar o rompimento da dupla 

hélice do DNA, bloqueando a replicação e a transcrição, causando vários danos, entre 

elas mutações no gene supressor de tumor TP53, com danos ao mecanismo de destruição, 

reparo e morte celular normal (SMITH et al., 2000). A proteína p53 mutada está presente 
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em mais de 50% de todos os tumores humanos, sugerindo que a inativação, tanto dessa 

proteína quanto do gene, realiza um papel importante no fenômeno da gênese tumoral 

(DARNTON, 1998;  LEVINE et al., 1991). 

 

2.3.2 Perda de heterozigosidade em regiões de genes supressores de tumor 

 

A perda de heterozigosidade (LOH) é uma alteração genética, na qual há perda de 

um ou ambos alelos de uma determinada região cromossômica específica presente em 

células normais. Essas alterações podem vir de fenômenos que podem causar uma 

diferença entre o tecido normal e tumoral do indivíduo (HAPPLE, 1999;  KNUDSON, 

1971). 

O mecanismo genético da LOH foi inicialmente estudado em 1929, pelo zoólogo 

americano John Patterson, para explicar o aparecimento de manchas mutantes induzidas 

por Raios X em Drosophila melanogaster. Em um embrião heterozigoto para uma 

mutação recessiva que afetava a cor dos olhos, a aplicação de raios X induzia a perda de 

um alelo selvagem em células somáticas, resultando em uma homozigosidade ou 

hemizigosidade para o alelo mutante, causando uma mancha mosaica no fundo dos olhos 

da Drosophila. Analogamente, essa perda alélica causava também uma dupla mancha 

(HAPPLE, 1999). 

Em 1973, Comings levantou a hipótese de que o mecanismo da LOH poderia ser 

um passo crucial para o desenvolvimento de neoplasias humanas.  Ainda na década de 

1970, em seus estudos, Knudson mostrou que alterações genéticas, como mutações, 

podem ser um dos passos importantes para a completa perda de um gene supressor de 

tumor. De acordo com esse modelo de supressão tumoral, conhecido como “Two-hit”, a 

inativação de um gene supressor de tumor requer alterações genéticas nos dois alelos 
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(KNUDSON, 1971). Porém, novos estudos mostraram que a LOH é um evento que pode 

estar associado a um estado de haploinsuficiência gênica. Portanto, a perda ou inativação 

de apenas um único alelo pode ser um fator importante para o comprometimento 

funcional de um gene supressor de tumor, o que pode induzir ao câncer (BERGER; 

KNUDSON; PANDOLFI, 2011). 

Genes supressores de tumor são um grupo de genes responsáveis pela codificação 

das proteínas que transmitem sinais negativos regulatórios do crescimento celular. Esses 

genes estão frequentemente envolvidos na regulação do ciclo celular, incluindo paradas 

do ciclo e apoptose. Diversos estudos mostraram que perdas somáticas em lócus de genes 

supressores de tumor são capazes de alterar a expressão e função desses genes, resultando 

assim em uma susceptibilidade ao desenvolvimento do câncer (LEE et al., 2010;  

VERMA; TRIANTAFILLOU, 1998). 

As regiões microssatélites são pequenas sequências repetitivas, altamente 

polimórficas na população e susceptíveis a erros durante a replicação do DNA (LI, Y.-C. 

et al., 2004).  Encontram-se distribuídos por todo o genoma humano, e algumas regiões 

cromossômicas como 3p, 9p, 11p, 17p são relatadas na literatura como deletadas em uma 

série de neoplasias  como câncer de mama, pulmão, melanoma, carcinomas de cabeça e 

pescoço e ameloblastomas (FIELD et al., 1995;  MIGALDI et al., 2008;  ROWLEY et 

al., 1996;  SINHA, S. et al., 2008).   Nunes e colaboradores (2000) realizaram uma análise 

de microssatélites de células provenientes da cavidade bucal de pacientes com câncer de 

boca e orofaringe por citologia esfoliativa, e encontraram LOH em 84% das amostras. 

Novamente diferenças foram observadas dependendo do estágio do tumor. Estes autores 

sugeriram que a avaliação da LOH pode ser útil para o diagnóstico precoce e para o 

acompanhamento do paciente. Porém esse estudo utilizou o DNA extraído de raspado de 
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mucosa e a avaliação da LOH por intensidade das bandas na eletroforese, o que exige 

cautela na interpretação dos resultados  (NUNES; KOWALSKI; SIMPSON, 2000). 

Em outro estudo, foram identificadas alterações genéticas como a LOH em todas as lesões 

malignas da cavidade oral (SPAFFORD et al., 2001). Por outro lado, nenhum dos 

pacientes saudáveis apresentou tais alterações, indicando a alta especificidade desses 

métodos. Estudos de avaliação da LOH em CCE intrabucal e de cabeça e pescoço 

identificaram perdas cromossomais nas regiões 3p, 4q, 5q, 8p21–23, 11q13, 11q23, 13q, 

14q, 17p, 18q, e 22q (AHMED; IDRIS; IBRAHIM, 2003;  LEE et al., 2010). A LOH 

nessas regiões cromossômicas, que apresentam alterações no carcinoma de células 

escamosas de boca, ainda não foi investigada em CCEL e em QA.  

 

2.3.3 O Gene TP53 

 

O TP53 é um gene supressor de tumor, localizado no braço curto do cromossomo 

17p, composto por onze éxons, sendo que o primeiro deles não é codificante e apresenta 

um primeiro íntron longo (10 kb). Apresenta uma região central hidrofóbica, codificada 

pelos éxons 5 a 8 (aa 110-296), flanqueados por regiões hidrofílicas: uma região N-

terminal ácida e uma C-terminal básica. A sequência codificante contém cinco domínios, 

cada um deles é responsável por funções específicas (LEVINE et al., 1991;  MAY; MAY, 

1999).  

O produto desse gene é uma fosfoproteina nuclear chamada p53, que apresenta um 

peso molecular aproximado de 53kD, e tem, ao todo, 393 aminoácidos. Entre as suas 

funções, a p53 atua bloqueando o ciclo celular entre as fases G1/S, permitindo a reparo 

de danos ocorridos no DNA (MAY; MAY, 1999).   

A p53 possui uma meia-vida que varia entre 6 a 30 minutos, sendo difícil, portanto 

a sua detecção. Porém, mutações genéticas, defeitos na via de degradação e a ligação 
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dessa proteína com outras como as do vírus símio 40 (SV40) e papilomavirus humano 

(HPV) podem induzir a estabilidade metabólica da proteína, aumentando 

consideravelmente sua meia vida, e com isso, é possível a sua detecção nos tecidos 

neoplásicos. O stress celular também pode levar a estabilização da p53 (BONGERS et 

al., 1995;  NYLANDER; DABELSTEEN; HALL, 2000). A detecção da p53 por 

imunohistoquímica nesse momento pode ser detectada (CRUZ et al., 2000;  SHIN et al., 

1994).  

O papel fundamental do TP53 na regulação do ciclo celular, na apoptose e no reparo 

do DNA consagrou-o com a denominação de “guardião do genoma” (LANE, 1992).  

Mutações são as principais alterações verificadas na carcinogênese, no entanto, diversos 

outros mecanismos de inativação da p53 nas células cancerosas podem ocorrer.  

O gene TP53 é frequentemente inativado por mutações pontuais do tipo missense, 

(onde há alteração do aminoácido codificado pela troca da base nitrogenada). Podem 

ocorrer também mutações nonsense (mudam o código para um código de parada da leitura 

da proteína), silenciosas (onde a troca da base não altera o aminoácido ou essa troca 

ocorre na parte não codificante da proteína) e outros tipos de alterações (OLIVIER et al., 

2002;  PETITJEAN et al., 2007).   

Foram descritas até hoje mais de 28 mil mutações diferentes do gene TP53, sendo 

que aproximadamente 75% são substituições de pares de bases e a maior parte ocorre em 

regiões exônicas localizadas no domínio de ligação ao DNA. Aproximadamente 30% das 

mutações de troca de sentido ocorrem em seis códons preferenciais (175, 245, 248, 273 e 

282), ou “hot-spots”. Outras mutações foram descritas em mais de 200 diferentes códons 

(OLIVIER et al., 2002;  OLIVIER, MAGALI; HOLLSTEIN, MONICA; HAINAUT, 

PIERRE, 2010;  PETITJEAN et al., 2007).  
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3.Objetivo 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

Estudar a perda de heterozigosidade (LOH) em regiões cromossômicas que 

previamente demonstraram LOH em CCE intrabucal e de pele e mutações nos éxons do 

gene TP53 em CCEL e QA.   

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

a) Avaliar a LOH nas regiões cromossômicas 9p, 9q e 17p em CCEL e QA utilizando 

os marcadores: D9S157, D9S162, D9S171, D9S287, AFM238WF2 e TP53. 

b) Avaliar a frequência de perda alélica (FAL) dos casos de CCEL e QA. 

c) Comparar o perfil de LOH entre CCEL e QA. 

d) Verificar se as amostras de CCEL em estágio mais avançado apresentam um perfil 

distinto de LOH. 

e) Investigar a expressão imunohistoquímica das proteínas p53 e ki-67 nos casos de QA 

e em CCEL. 

f) Testar a associação entre a LOH e a imunoexpressão em cada marcador  

g) Verificar a existência de mutações nos éxons do gene TP53 nas lesões de CCEL e 

QA. 
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4. Materiais e Métodos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais (Anexo I) sob o nº 99.057, de 19/09/2012 obedecendo à 

resolução brasileira do Conselho Nacional de Saúde CNS nº 466/12, que dispõe sobre as 

Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. 

 

4.1 Amostra 

 

O presente trabalho consiste em um estudo transversal-retrospectivo com 

amostras fixadas e frescas de CCEL e QA. As amostras fixadas e incluídas em parafina 

foram obtidas a partir de uma revisão dos casos de pacientes acometidos por CCEL e QA, 

entre os anos de 2000 a 2014, nos laboratórios de Patologia Bucal da Faculdade de 

Odontologia da UFMG e no Laboratório de Anatomia Patológica da Faculdade de 

Medicina da UFMG. Após esse levantamento, foram separados somente os casos que 

continham os dados clínicos, o bloco de parafina e a lâmina histopatológica corada em 

hematoxilina e eosina (H&E) (figura 03).  

Todos os tumores utilizados no estudo, parafinados ou congelados, tiveram suas 

lâminas em H&E revisadas por três patologistas bucais  (R.S. Gomez, C.C. Gomes e V.F. 

Bernardes) para a confirmação do diagnóstico, sendo adotados os critérios da OMS 

(BARNES; ORGANIZATION; CANCER, 2005). 
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Figura 3: Amostra histopatológicade uma amostra de CCEL do laboratório de 

Patologia Bucal da UFMG. Coloração H&E – Aumento 200x: Características 

histopatológicas do CCEL (ninhos de células neoplásicas caracterizados por células 

escamosas exibindo pleomorfismo celular e nuclear, núcleos hipercromáticos e pérolas 

de queratina, circundados por infiltrado inflamatório mononuclear).  

 

Os seguintes critérios de inclusão foram adotados para a escolha dos casos fixados 

em formol e incluídos em parafina 

 

Critérios de Inclusão: 

1. Confirmação histopatológica do diagnóstico da lesão; 

2. Bloco de parafina com tecido suficiente para realização da extração do DNA 

sem que houvesse dano ou perda de material para posteriores avaliações e ou 

pesquisas; 

3. Presença de tecido não epitelial morfologicamente normal e de tecido epitelial 

morfologicamente alterado nos fragmentos; 

4. Dados básicos nas fichas clínicas dos pacientes (como nome, idade, gênero); 

5. Pacientes maiores de 18 anos.  

Após essa seleção, 17 casos de CCEL e 16 casos de QA foram obtidos. Os tumores 

congelados foram coletados durante a biópsia excisional das lesões. Foram incluídos ao 
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todo, 5 amostras de CCEL, onde foram obtidos os dados clínicos (sexo, idade e 

estadiamento TNM), bem como coletadas amostras de tecido tumoral. O estadiamento 

clínico das lesões foi realizado no ambulatório, seguindo os padrões do TNM (KREPPEL 

et al., 2010).  

Os tecidos frescos foram obtidos durante o procedimento cirúrgico da remoção 

total da lesão (após diagnóstico obtido por biópsia incisional). Foram coletados do mesmo 

paciente 2 fragmentos do tumor, sendo um acondicionado em formol tamponado a 10%, 

para confirmação do diagnóstico histopatológico de CCEL, e o outro fragmento foi 

acondicionado em RNA-Holder (BioAgency, São Paulo, SP, Brasil) e mantido no meio 

por 24 h a 4 °C, e em seguida, guardados em nitrogênio líquido. Os tecidos eram 

acondicionados, o mais rapidamente possível, nessas soluções para preservação dos 

ácidos nucleicos e evitar a degradação (MELO et al., 2010).   

Assim, um total de 5 casos de CCEL congelados foram incluídos no estudo para 

as posteriores análises de sequenciamento gênico. Os critérios de inclusão para os tumores 

frescos utilizados foram tumores com diagnóstico histopatológico de CCEL e os dados 

clínicos disponíveis nas fichas.  

Para os tumores frescos de CCEL (N=5) utilizados no estudo, foi obtido termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) de todos os pacientes envolvidos. Já nos casos 

parafinados de CCEL e QA, por se tratar de uma revisão de arquivo, foi feita uma tentativa 

de contato com todos os pacientes para assinarem o TCLE (Anexo II). Entretanto, não foi 

possível a localização de todos os pacientes, por motivos como, mudança de endereço e 

telefone de contato, e óbito de alguns dos pacientes. Entretanto, todos os esforços foram 

feitos para que isso fosse minimizado.  A seguir (figura 4), é possível observar o 

fluxograma do desenho do estudo.  
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Figura 4: Delineamento e sequência de eventos para obtenção e processamento das 

amostras do estudo. 

  

4.2 Microdissecção dos tecidos incluídos em parafina para o estudo da LOH 

 

Confirmados os diagnósticos das lesões de CCEL e QA, foram identificadas e 

marcadas regiões normais (tecido conjuntivo, muscular, glândulas salivares e tecido 

adiposo) e tecido epitelial sabidamente alterado por meio de microscopia óptica de luz 

(100X) nas lâminas coradas em H&E. Após essa identificação, dos 33 casos de CCEL e 

QA, 29 foram selecionados para a microdissecção manual e outros quatro foram 

selecionados para a realização da microdissecção a laser (todos de CCEL). Esses quatro 

casos foram selecionados para a microdissecção a laser por apresentarem uma alta 

quantidade de tecido inflamatório nas áreas tumorais e / ou, um alto grau de invasão de 
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tecido tumoral no tecido conjuntivo adjacente, dificultando assim, a realização da 

microdissecção manual. Não foi realizada a microdissecção a laser para todos os casos, 

já que a quantidade de DNA obtida através dessa técnica é bastante limitada, além do alto 

custo dos insumos necessários para a realização dessa pesquisa e da demanda de tempo.  

Tabela 1: Descrição da procedência e do tipo de material utilizado na pesquisa. 

Amostras Procedência Tipo de tecido Microdissecção 

Diagnóstico: CCEL 

#1 FO - UFMG Parafina Manual 

#2 FO - UFMG Parafina Manual 

#3 FO - UFMG Parafina Manual 

#4 FO - UFMG Parafina Manual 

#5 FO - UFMG Parafina Manual 

#6 FO - UFMG Parafina Manual 

#7 FO - UFMG Parafina Laser 

#8 FO - UFMG Parafina Laser 

#9 FO - UFMG Parafina Manual 

#10 FO - UFMG Parafina Laser 

#11 FM - UFMG Parafina Manual 

#12 FO - UFMG Parafina Manual 

#13 FM - UFMG Parafina Manual 

#14 FO - UFMG Parafina Laser 

#15 FM - UFMG Parafina Manual 

#16 FM - UFMG Parafina Manual 

#17 FM - UFMG Parafina Manual 

Diagnóstico: QA 

#1 FO - UFMG Parafina Manual 

#2 FO - UFMG Parafina Manual 

#3 FO - UFMG Parafina Manual 

#4 FO - UFMG Parafina Manual 

#5 FO - UFMG Parafina Manual 

#6 FO - UFMG Parafina Manual 

#7 FO - UFMG Parafina Manual 

#8 FO - UFMG Parafina Manual 

#9 FO - UFMG Parafina Manual 

#10 FO - UFMG Parafina Manual 

#11 FO - UFMG Parafina Manual 

#12 FO - UFMG Parafina Manual 

#13 FO - UFMG Parafina Manual 

#14 FO - UFMG Parafina Manual 

#15 FO - UFMG Parafina Manual 

#16 FO - UFMG Parafina Manual 

Amostras Sequenciamento 

#1  FM – UFMG Fresco Não utilizado na LOH 

#2 FM – UFMG Fresco Não utilizado na LOH 

#3 FM – UFMG Fresco Não utilizado na LOH 

#4 FM – UFMG Fresco Não utilizado na LOH 

#5 FM – UFMG Fresco Não utilizado na LOH 

 
FO – UFMG – Faculdade de Odontologia da UFMG, FM – UFMG – Faculdade de Medicina da UFMG. 
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Para a microdissecção a laser, foi preparada uma nova lâmina, com um corte de 6 

µm de espessura, em uma membrana especial (MMI membrane slide, Glattbrugg, Suiça) 

para a utilização no microscópico de dissecção a laser do sistema Olympus IX 81-laser 

MMI Cell Cut (MMI Glattbrugg, Suiça). Em seguida, as áreas normais e tumorais foram 

selecionadas e seccionadas a laser, no aumento de 200x e coletadas em microtubos 

estéreis separados para posterior extração do DNA do tecido.  

Para a microdissecção manual, a lâmina corada por hematoxilina e eosina (HE) já 

com a delimitação das áreas normais e alteradas, foi sobreposta ao bloco de parafina e 

realizada a delimitação das áreas com o auxílio de uma lâmina de bisturi estéril (no 15). 

Em seguida, os blocos foram cortados em micrótomo em 10 cortes de 10 µm e o material 

foi coletado em microtubos estéreis separados para posterior extração do DNA do tecido 

de ambas regiões. 

 

4.3 Extração de DNA dos tecidos parafinados 

 

Para a extração de DNA dos tecidos incluidos em parafina (CCEL, N=17; QA, 

N=16), foi utilizado o kit de extração de DNA Qiagen, QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, 

de acordo com as recomendações do fabricante (Qiagen, Hilden, Germany).  O protocolo 

de extração encontra-se no apêndice 1. 

4.4 Extração de DNA dos tecidos frescos 

 

Para extração do DNA dos espécimes frescos, utilizou-se kit DNeasy Blood & 

Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com as recomendações do fabricante. O 

protocolo de extração encontra-se no apêndice 2. 
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4.5 Avaliação da LOH 

 

A avaliação da LOH foi realizada a partir da amplificação de regiões genômicas 

específicas, chamadas de regiões de microssatélite. Para tal análise, inicialmente, cada 

sequência foi amplificada pela Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain 

Reaction – PCR) com um par de oligonucleotídeos (iniciadores), sendo o primer Forward 

marcado com os agentes fluorescentes.  

Para avaliar LOH, foi selecionado, inicialmente, um painel de oito marcadores 

para os casos de CCEL e de QA. Os primers possuem marcadores fluorescentes e 

englobam regiões microssatélites próximas a genes supressores de tumor. Os marcadores 

foram escolhidos baseados em estudos prévios de LOH que demonstraram alta frequência 

de LOH em CCE intrabucal e carcinoma de células basais de pele. A posição dos 

marcadores em relação aos cromossomos está demonstrada na figura 05 e as sequências 

descritas no quadro 1. Os marcadores D3S1293 e D11S1369 (cromossomos 3 e 11, 

respectivamente) apresentaram problemas de amplificação pela técnica de PCR, tendo 

poucas amostras amplificadas e por isso, foram excluídos dos resultado. 

 

Figura 5: Localização dos marcadores microssatélites nos cromossomos 9p, 9q e 

17p: Os marcadores D9S157, D9S162, e D9S171 encontram-se localizados no braço 

curto do cromossomo 9 (ilustrado à esquerda), enquanto que o marcador D9S287 

localiza-se no braço longo do mesmo cromossomo. Os marcadores AFM238WF2 e P53 

localizam-se no braço curto do cromossomo 17 (ilustrado à direita). 
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Quadro 1: Marcadores microssatélites de LOH  utilizados no estudo 

F: Primer Forward; R: Primer Reverse ; DI: dinucleotídeo; Tetra: tetranucleotídeo; CA 

e GATA: Bases nitrogenadas repetidas em tandem na região microssatélite; pb: pares de 

base; PCR: Polimerase Chain Reaction. 

 

Todas as reações de PCR foram realizadas em ambas as amostras de DNA do tecido 

alterado e do tecido normal adjacente. Para cada amostra foi adicionado mix contendo 0,3 

µM de cada primer, 100 ng de DNA extraído, 0,25 µM de desoxirribonucleotídeo 

trifosfato (dNTP), 2,5 mM de cloreto de magnésio, 1,5 µl (1X) de tampão de PCR e 1 

unidade de enzima taq (AmpliTaq Gold polymerase- Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 

totalizando um volume final de 15µl. Após o PCR, para a verificação de amplificação das 

regiões estudadas, foi realizada a eletroforese, em gel de poliacrilamida 6,5%, corado pela 

prata.  

Marcador Lócus Sequência do Primer 
Tipo de 

repetição 
Amplicon 

D3S1293 3p24.3 F: ACTCACAGAGCCTTCACA Di (CA) 116-144 bp 

  R: CATGGAAATAGAACAGGGT   

D9S287 9q22-23 F: GCTATGACTTGTTCTGTGACAA Di(CA) 105 pb 

  R: CACTACATTGTTCAAGGGTCA   

D9S157 9p22 F: AGCAAGGCAAGCCACATTTC Di (CA) 133-149 bp 

  R: TGGGGATGCCCAGATAACTATATC   

D9S162 9p22-p13 F: GCAATGACCAGTTAAGGTTC Di (CA) 172-196 bp 

  R: AATTCCCACAACAAATCTCC   

D9S171 9p22-p21 F:AGCTAAGTGAACCTCATCTCTGTCT Di (CA) 158-177 bp 

  R: ACCCTAGCACTGATGGTATAGTCT   

D11S1369 11q13.4 F: CCACAGCACTGATACATGGA 
Tetra 

(GATA) 
180 bp 

  R: TCAGTCTCAAGTCAAAAGTAATCG   

AFM238FW2 17p13.1 F: AACAGCCTGTGCAACATAGT Di (CA) 160 bp 

  R: AGCTCGAAGCAACAACACTT   

TP53 17p13.1 F: TACAGGGATAGGTAGCCCGAG Di (CA) 149 bp 

  R: GGATTTGGGCTCTTTTGTAA   
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Em seguida, os produtos foram submetidos à eletroforese capilar utilizando o 

sequenciador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  Um µl do 

produto de PCR foi diluído em água ultrapura deionizada, numa proporção que variou de 

1:0 a 1:80 (produto de PCR/água milliQ). Essa diluição variou baseando-se na intensidade 

da banda de amplificação no gel de poliacrilamida. Em seguida, 1 µl da diluição foi 

homogeneizado com 12 µl de formamida e 0,5 µl de GeneScan (500) TAMRA (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA).  

Por fim, as amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 95°C e posteriormente 

analisadas por eletroforese capilar. Para a análise das corridas, foi utilizado o software 

GeneMapper® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A LOH foi calculada 

baseando-se na razão entre o valor da altura do alelo 1 (A1) dividida pela altura do alelo 

2 (A2) das amostras de tecido normal e tumoral (VAN HOUTEN et al., 2000) de acordo 

com a fórmula: 

 

 

 

Quando havia a presença dos dois alelos de tamanhos diferentes na amostra 

normal, os dois alelos na amostra tumoral, e a proporção entre eles estava entre 0,5 e 2, 

foi determinado que houve a retenção do alelo. Os casos em que havia a presença de dois 

alelos na amostra normal, dois alelos na amostra tumoral, mas a proporção estava abaixo 

de 0,5 ou acima de 2,0, foram considerados como LOH (VAN HOUTEN et al., 2000). 

Os casos em que havia a presença de dois alelos na amostra normal e somente um alelo 

na amostra tumoral foram considerados como LOH. Os casos cujo dois alelos da amostra 

normal tinham o mesmo tamanho foram considerados homozigotos e, por fim, os casos 

em que não houve amplificação na amostra normal ou na amostra tumoral foram 

A1 ÷ A2 (normal) 

A1 ÷ A2 (tumor) 
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considerados inconclusivos. Antes de serem considerados inconclusivos, eram feitas no 

mínimo três tentativas de amplificação das amostras seguindo o protocolo padronizado 

para cada marcador. Quando necessário, foram feitas as correções de Stutter. O stutter é 

a presença de picos menores que surgem antes do pico principal (alelo) devido a 

problemas de amplificação da amostra (VAN HOUTEN et al., 2000). Os picos eram 

determinados pelo Software do sequenciador genético, conferidos manualmente, e todos 

os resultados foram conferidos manualmente por dois examinadores. 

A frequência de perda alélica (fraction of allelic loss - FAL) foi calculada para 

cada amostra e para cada marcador através do número de lócus que apresentaram LOH 

dividido pelo número de lócus que foram informativos (FOWLER et al., 2006). 

 

4.6 Sequenciamento direto dos éxons do TP53 

 

O sequenciamento genético é uma técnica utilizada em biologia molecular que 

permite a verificação da sequência genômica de qualquer amostra de DNA. O 

sequenciamento direto utiliza corantes fluorescentes para marcar os produtos de extensão 

e requer amostra de DNA, primer de sequenciamento, uma polimerase termo estável, 

desoxinucleotídeos (dNTPs), didesoxinucleotídeos (ddNTPs) e tampão combinados em 

uma reação semelhante à técnica de PCR. Para a realização do  sequenciamento dos éxons 

do TP53 nos 5 casos congelados de CCEL, foram utilizados 7 pares de primers que 

flanqueavam os  éxons de 2-11 (o 1 foi excluido por não ser codificante de proteínas), 

sendo a sequência dos oligonucleotídeos, conforme a descrita pela IARC (International 

Agence for Research on Cancer,  da OMS) representados no quadro 2 (GOMES et al., 

2012).  
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As amostras com DNA extraído foram primeiramente submetidas à reação de PCR 

para amplificação de cada um dos éxons do gene. As condições de ciclagem estão 

descritas de acordo o protocolo da IARC (apêndice 4). Após a amplificação, os produtos 

foram purificados, utilizando-se o kit illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band 

Purification kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), seguindo as orientações do 

fabricante.  

O produto do PCR  foi submetido à eletroforese capilar na plataforma ABI PRISM 3130 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A análise visual das sequências foi 

realizada manualmente por meio do programa Sequence Scanner 2.0 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA), e comparada com a sequência genômica base 

NC_000017.10 da IARC.   

Quadro 2: Marcadores genéticos utilizados no estudo da mutação dos éxons do TP53 

 
Legenda: F – foward, R – reverse, bp – pares de base 

Após a análise visual e comparação da sequência, todas as alterações encontradas 

foram revistas por dois avaliadores (C.C. Gomes e G.T.B. Correa). Em seguida, foram 

http://p53.iarc.fr/TP53Sequence_NC_000017-9.aspx
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nomeadas e foi realizada uma busca nos principais bancos de dados de mutações genéticas 

(IARC - http://p53.iarc.fr/, Catalogo of somatic mutations in cancer –COSMIC 

http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/, e 1000GENOMES 

http://www.1000genomes.org/data) para verificar se as alterações já haviam sido 

descritas.  Por fim, foi avaliado se a alteração encontrada poderia afetar a estabilidade e 

funcionalidade da proteína. Para isso, foram utilizadas duas ferramentas online, a 

PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) que dá escores para os danos da mutação 

variando de zero a um, (sendo o escore um o pior resultado) e pela SIFT (sift.jcvi.org  - 

os escores variam de zero a um, sendo o zero o pior resultado). 

 

4.7 Reações de imunohistoquímica  

 

Para avaliar a expressão das proteínas p53 e Ki-67, foi realizada técnica de 

imunohistoquímica em todas as lesões de QA e CCEL parafinados. Os fragmentos 

histológicos foram submetidos a cortes de 4m em micrótomo manual, em seguida, 

aderidos às lâminas de vidro polarizadas (StarFrost® Green, Sakura, Japão), para melhor 

fixação do tecido.  

A imunohistoquímica foi realizada manualmente seguindo os procedimentos 

padrão, utilizando os anticorpos p53 (clone DO7, Dako Cytomation, Glostrup, 

Dinamarca, concentração 1:50) e Ki-67 (clone MIB-1 Dako Cytomation, Glostrup, 

Dinamarca, concentração 1:100) (apêndice 3). Para cada anticorpo, controles negativos 

(omissão do anticorpo primário) e positivos (CCE intrabucal, com imunorreatividade 

conhecida) foram incluídos em cada experimento.  

Foram consideradas positivas as células que exibiram um perfil de 

imunolocalização compatível com aquela observada no tecido utilizado como controle 

positivo, independentemente da intensidade da coloração obtida ao final da reação. 

http://p53.iarc.fr/
http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/
http://www.1000genomes.org/data
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Ambos anticorpos são de marcação nuclear (GERDES et al., 1983;  

WARNAKULASURIYA; JOHNSON, 1994).  

 

4.8 Avaliação da imunohistoquímica  

 

Os procedimentos de avaliação foram realizados inicialmente por um avaliador, 

e conferidos posteriormente por um segundo avaliador calibrado com o primeiro, em 

momentos diferentes, com microscópio óptico (ZEISS), no aumento de 400X. Foram 

feitas contagens dos núcleos celulares marcados das células epiteliais. Os campos foram 

obtidos com microscópio de luz com aumento de 400x, sob foco fixo, contendo uma 

ocular com retículo integrador de 100 pontos. Foram selecionados 8 campos 

microscópicos para contagem dos marcadores investigados. A contagem se iniciou na 

região de maior marcação do anticorpo. A contagem desses imunomarcadores considerou 

as células epiteliais alteradas localizadas em todo o parênquima da lesão. Após contagem 

das amostras, foi calculada a porcentagem de células marcadas em relação ao total das 

contadas no campo. Então foi calculada a mediana da porcentagem para cada marcador. 

A categorização da marcação imunohistoquímica foi feita de duas formas: de acordo com 

a porcentagem de células positivas (cutt-off) em 10%; e de acordo a mediana da 

porcentagem de contagem. E as amostras categorizadas como de baixa e alta expressão 

tecidual para os biomarcadores investigados.  

 

4.9 Análise estatística 

 

Para a verificação da associação das variáveis categóricas foram realizados os 

testes de Qui-quadrado e o teste exato de Fisher (quando aplicável). Valores de p<0,05 

foram considerados significativos. Foi realizada também nas análises a correção de 

Bonferroni.  A correção de Bonferroni é um procedimento estatístico utilizado quando se 
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realiza comparações de múltiplas proporções para diferentes grupos. A realização de 

múltiplas comparações aumenta as chances de ocorrer erros do tipo I, ou seja, associações 

não significantes dentro do intervalo de confiança previamente estipulado. A correção de 

Bonferroni altera o nível de significância (p) a fim de evitar erros derivados da múltipla 

comparação. Para as análises, utilizou-se o software estatístico SPSS versão 22.0 (SPSS 

Inc; Chicago, IL, USA).  

Para a realização dos testes, as variáveis foram agrupadas. Para variável idade, 

foram agrupados em abaixo e acima de 45 anos de idade (DE PAULA et al., 2009;  

SCULLY; BAGAN, 2009). Para a variável cor, indivíduos leucodermas foram 

categorizados como pessoas brancas. Os indivíduos feodermas e melanodermas foram 

categorizados como pessoas não brancas. Na variável, tamanho da lesão, na QA, foi 

calculada a mediana do tamanho (10mm) e depois, categorizada em acima e abaixo da 

mediana da lesão (DE PAULA et al., 2009;  SCULLY; BAGAN, 2009). Para os casos de 

CCEL, as lesões foram agrupadas a partir do estádio TNM. Estadios I e II foram 

considerados iniciais; III e IV foram considerados como estadios tardios. Sobre os 

hábitos, tabagista e etilista, foi considerado somente o consumo  ou não consumo, já que, 

por ausência de dados, não foi possível avaliar a quantidade ou o tempo de uso. Foi 

considerado tabagista ou etilista aquele que fazia uso dessas substâncias há pelo menos 

um ano e não as utilizava de forma casual.  

Todos os dados foram coletados a partir de prontuários clínicos e quando 

possível, através da entrevista aos pacientes. Grande parte dos dados dos prontuários 

estava preenchida de forma incompleta, e características importantes como tempo de 

exposição à luz solar ou tipo de trabalho (como ou sem exposição solar) não eram 

abordados, o que é considerado uma limitação para este estudo.  
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5 Resultados 

 

Serão apresentados inicialmente os resultados obtidos nos estudos da 

imunohistoquímica e da LOH para os 16 casos de QA e 17 CCEL, em separado. Em 

seguida, serão descritos os resultados encontrados nas análises da relação entre essas duas 

lesões nos estudos de imunohistoquímica e LOH.  E por fim, serão apresentados os 

resultados dos sequenciamentos dos éxons do TP53 nos 5 casos congelados de CCEL e 

dos casos amplificados de parafina de QA e CCEL.  

 

5.1 Queilite Actínica  

 

Entre os 16 casos de QA incluídos no estudo, a maior parte ocorreu em homens 

(14/16), a média de idade foi de 55 anos de idade (idade mínima 27 anos, máxima, 84, 

desvio padrão, 15), sendo 11 pacientes com a cor da pele branca e 5 pacientes não brancos. 

Considerando os 9 casos em que se pôde avaliar os hábitos tabagista e etilista, 4 pacientes 

declararam-se como tabagistas e 3 como etilistas, sendo que ambos os hábitos 

concomitantemente foram declarados em 2/9 casos. Todas as lesões acometiam o lábio 

inferior, podendo ou não se estender para a comissura labial. Com relação à dimensão 

clínica da lesão, a média foi de 10 mm, mediana de 9 mm variando de 3 a 30 mm. Os 

dados se encontram descritos na tabela 02. 
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Tabela 2: Dados clínicos dos pacientes de QA do estudo (N= 16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: M – Masculino, F – Feminino, B – Branco, NB – Não Branco – S – Sim, N – Não, mm – 

milímetros. 

 

 

5.1.2 Análise da Imunohistoquímica 

 

 

Realizou-se a técnica de imunohistoquímica para as proteínas p53 e Ki-67 nas 16 

amostras de QA. Os resultados mostraram frequente positividade das células para a 

proteína p53 (tabela 3), sendo que 12/16 (75%) amostras mostraram positividade superior 

a 10% das células para o marcador. Já para a proteína Ki-67, cinco amostras (31,3%) 

tiveram positividade acima de 10% das células epiteliais.  Somente uma amostra dos 16 

casos não apresentou reatividade para os marcadores. Entretanto, o controle positivo da 

reação funcionou em ambos os marcadores.   

Caso Gênero Idade 

Cor da 

pele 

Hábito 

Tabagista 

Hábito 

Etilista 

Dimensão 

clínica 

#1 M 44 B N N 5 mm 

#2 M 40 B -  9 mm 

#3 M 56 B N S 15 mm 

#4 M 56 NB S S 10 mm 

#5 M 68 NB S S 5 mm 

#6 M 54 B - - 5 mm 

#7 M 38 B N N 7 mm 

#8 M 80 NB - - 20 mm 

#9 M 46 NB - - 9 mm 

#10 M - B - - 30 mm 

#11 M 63 B N N 9 mm 

#12 F 54 B S N 20 mm 

#13 F 27 B N N 3 mm 

#14 M 56 NB - - 9 mm 

#15 M 84 B - - 9 mm 

#16 M 62 B S N 10 mm 
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Tabela 3: Positividade das células imunomarcadas para p53 e Ki-67 nos casos de QA 

do estudo (N=16) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

NR – Não reativo 

 

5.1.3 Dados Moleculares da LOH nos casos de Queilite Actínica  

 

 

A tabela 4 apresenta o consolidado dos resultados encontrados para a LOH nos 

casos de QA. A LOH esteve presente em 9 dos 16 casos estudados (56,25%). Os casos 

#1, #9, #10 e #13 apresentaram perda em 2 dos 6 marcadores estudados, sendo que os 

casos 1 e 9 foram os que apresentaram maior frequência de perda alélica (FOWLER et 

al., 2006). A média da FAL das amostras foi de 23,65%, mediana de 22,5%, variando de 

0% a 66%.   

 

 

 

 

Caso % p53 %Ki67 

#1 6,0 35,0 

#2 46,0 1,0 

#3 50,0 25,0 

#4 40,0 1,0 

#5 78,0 5,0 

#6 73,0 5,0 

#7 5,0 5,0 

#8 57,0 2,0 

#9 48,0 22,0 

#10 77,0 68,0 

#11 5,0 5,0 

#12 74,0 1,0 

#13 33,0 5,0 

#14 77,0 75,0 

#15 20,0 2,0 

#16 NR NR 
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Tabela 4: Dados dos marcardores utilizados para analisar a LOH nas amostras de  

QA 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(○) Retenção Alélica; (□) Homozigoto (●) LOH ; ( ) Inconclusivo 
 

 

O gráfico 1 mostra os dados da frequência de perda alélica por marcador, 

separados pelas regiões cromossômicas. Os resultados mostraram que a LOH esteve 

presente em todas as regiões estudadas, sendo o marcador D9S287 o que apresentou 

maior percentual (36,3%) de casos com LOH entre os marcadores. Os outros dados foram 

TP53 (30%), AFM238WF2 (16,6%) (marcadores do cromossomo 17); D9S171 (16,6%), 

D9S157 (22,2%) e D9S162 (10%) (marcadores do cromossomo 9). 

 

Gráfico 1:  Frequência de perda alélica dos marcadores nos casos de QA 

 

 

 

 

 

 

Lesão Caso P53 
AFM23

8WF2 
D9S287 D9S171 D9S157 D9S162 

QA #1       

QA #2       

QA #3       

QA #4       

QA #5       

QA #6       

QA #7       

QA #8       

QA #9       

QA #10       

QA #11       

QA #12       

QA #13       

QA #14       

QA #15       

QA #16       
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Para verificar se a LOH na QA teria alguma associação com os fatores 

clínicopatológicos do paciente, foi realizado o teste estatístico do qui-quadrado com 

correção exata de Fisher. Para a realização dos testes, a LOH foi organizada de três formas 

diferentes.  

Inicialmente, analisou-se, para cada paciente, entre os casos informativos, se havia 

ou não perda em pelo ao menos um dos seis marcadores estudados. Em nove dos 16 casos, 

houve perda de pelo menos um marcador. Após isso, a variável foi categorizada em LOH 

e não LOH.  

Para a segunda análise, novamente os casos foram categorizados em LOH e não 

LOH, agora somente para o cromossomo 9. Sete casos (43,8%) apresentaram LOH em 

algum marcador do cromossomo 9.   

Para a terceira análise, foi realizada a mesma análise para o cromossomo 17. 

Quatro casos apresentaram LOH para o cromossomo 17. O consolidado dos resultados é 

apresentado na Tabela 05. 
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Tabela 5: Resultados da LOH comparados com características clinicas. 

Características LOH total p LOH cromossomo 9 P LOH cromossomo 17 p 

Idade Não Sim  Não Sim  Não Sim  

Abaixo de 45 anos 2 (50,0%) 2 (50,0%) 0,66 2 (50,0%) 2 (50,0%) 0.53 3(75%) 1(25%) 0.72 

Acima de 45 anos 5 (45,5%) 6 (54,5%) 7 (63,6%) 4 (36,4%) 8(72,7%) 3(27,3%) 

          

Cor          

Branco 6 (54,5%) 5 (45,5%) 0,23 8 (72,7%) 3 (27,3%) 0.07 8(72,7%) 3(27,3%) 0.63 

Não Branco 1 (20%) 4 (80%) 1 (20%) 4 (80%) 4(80%) 1(20%) 

          

Tamanho          

Lesões até 10 mm 4 (40%) 6 (60%) 0.54 5 (50%) 5 (50%) 0.45 8(80%) 2(20%) 0.48 

Lesões acima de 10mm 3 (50%) 3 (50%) 4 (66,7%) 2 (33,3%) 4(66,7%) 2(33,3%) 

          

Hábito Tabagista          

Ausente 2 (40%) 3 (60%) 0.35 4 (80%) 1 (20%) 0.72 2(40%) 3(60%) 0.11 

Presente 3 (75%) 1 (25%) 3 (75%) 1 (25%) 4(100%) 0(0%)  

          

Hábito Etilista          

Ausente 4 (66,7%) 2 (33,3%) 0.40 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0.58 4(66,7%) 2(33,3%) 0.76 

Presente 1 (33,3%) 2 (66,7%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 2(66,7%) 1(33,3%)  

          

Positividade para p53 (1)          

Até 10% das células 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0.65 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0.44 2(66,7%) 1(33,3%) 0.63 

Acima de 10% das células 5 (41,7%) 7 (58,3%) 7 (58,3%) 5 (41,7%) 9(75%) 3(25%)  

          

Positividade para p53  (2)          

Até 72% marcação 4 (40%) 6 (60%) 0.70 5 (50%) 5 (50%) 0.57 7(70%) 3(30%) 0.59 

Acima de 72% marcação 2 (40%) 3 (60%) 3 (60%) 2 (40%) 4(80%) 1(20%) 

          

Positividade para o Ki-67 

(1) 

         

Até 10% das células 5 (50%) 5 (50%) 0.29 6 (60%) 4 (40%) 0.42 9(90%) 1(10%) 0.77 

Acima de 10% das células 1 (20%) 4 (80%) 2 (40%) 3 (60%) 2(40%) 3(60%) 

          

Positividade para o Ki-67 

(2) 

         

Até 5% das células 5 (50%) 5 (50%) 0.29 6 (60%) 4 (40%) 0.42 9(90%) 1(10%) 0.77 

Acima de 5% das células 1 (20%) 4 (80%) 2 (40%) 3 (60%) 2(40%) 3(60%) 

 

LOH total: LOH em pelo ao menos um marcador 

LOH cromossomo 9: LOH em pelo ao menos um marcador do cromossomo 9  

LOH cromossomo 17: LOH em pelo ao menos um marcador do cromossomo 17 

 

(1) Categorização da expressão imunohistoquímica de acordo a porcentagem de células 

positivas. (cutt-off)  em 10% 

(2) Categorização da expressão imunohistoquímica de acordo a mediana da porcentagem 

contagem. 
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Os resultados da tabela 5 demonstraram não haver associação estatisticamente 

significativa entre nenhuma das variáveis clinico patológicas estudadas e as regiões 

cromossômicas estudadas. Por fim, foi realizado o teste do qui-quadrado para cada 

marcador versus as variáveis clínicopatológicas. Não foi encontrado nenhuma diferença 

estatisticamente significante entre os dados (dados não mostrados). 

 

5.2 Carcinoma de células escamosas de lábio 

 

 

Para a avaliação da LOH em CCEL foram analisados 17 casos, sendo 16 homens 

e uma mulher, com média de idade de 65 anos (idade mínima 30, máxima 92, desvio 

padrão de 17,9).  

Foram seis pacientes brancos e 11 pacientes não brancos. Com relação ao 

estadiamento clínico da lesão (TNM), 64,7% (n=11) dos indivíduos estavam nos estágios 

iniciais da doença (I e II), 29,4% (n-5) já apresentavam metástase regional (n+), com 

linfonodos palpáveis na região cervical, ao exame clínico inicial.      

Quatorze (82,4%) dos pacientes eram tabagistas, porém somente 4 (23,5%) 

indivíduos eram etilistas.   

 

5.2.2 Análise da Imunohistoquímica 

 

 

Realizou-se imunohistoquímica para os marcadores p53 e Ki-67 nas amostras de 

CCEL (figura 8). Foram excluídos quatro e cinco casos das proteínas p53 e Ki-67, 

respectivamente, em virtude da não reatividade do tecido ou quantidade insuficiente de 

material para análise imunohistoquímica.  Todos os casos de CCEL, para a p53, 

apresentaram positividade superior a 10 % das células.  Já para o Ki-67, 8 casos (66,7%) 

apresentaram positividade acima de 10% das células. A seguir, na tabela 6, é possível 
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observar o consolidado dos resultados demográficos, clínicopatológicos e de 

imunohistoquímica dos pacientes estudados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Expressão imunohistoquímica das proteínas p53 e Ki-67 em CCEL: Na 

imagem A é possível observar a imunoexpressão da proteína p53. Já na imagem B está 

a expressão da proteína Ki-67. 

 

Tabela 6: Dados clínicos e imunohistoquímicos e demográficos dos casos de CCEL 

 
M – Masculino, F – Feminino, B – Branco, NB – Não Branco – S – Sim, N – Não NR – Não Reativo,  -  

Dados ausentes. 

 

 

Paciente Gênero Idade 

Cor da 

pele 

Hábito 

Tabagista 

Hábito 

Etilista TNM 

%P53 % Ki-67 

#1 M 89 B S N T3N2MO 97,0 67,0 

#2 M 44 B N N T1N0M0 NR NR 

#3 M 92 NB S N T4N1M0 NR NR 

#4 M 30 NB S N T2N0M0 74,0 5,0 

#5 M 77 NB S N T1N0M0 72,0 75,0 

#6 M 61 NB S N T1N0M0 68,2 5,0 

#7 M 56 NB N S T2N0M0 76,0 1,0 

#8 M 58 NB S S T3N0M0 48,0 1,0 

#9 M 83 B S S T1N0M0 NR NR 

#10 M 78 B S N T1N0M0 77,0 75,0 

#11 M 60 NB S N T3N2MX 96,0 96,0 

#12 M 71 NB S S T3N1M0 86,0 73,0 

#13 F 52 NB S N T2N0M0 64,0 49,0 

#14 M 59 NB S N T4N2M0 89,0 80,0 

#15 M 88 B S N T1N0M0 80,0 NR 

#16 M 58 NB S N T2N0M0 NR NR 

#17 M 41 B N N T2N0M0 78,0 83,0 

A B 
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5.2.3 Dados Moleculares da LOH nos casos de CCEL 

 

 

A tabela 7 apresenta o consolidado dos resultados encontrados para a LOH nos 

casos de CCEL. A LOH esteve presente em, no mínimo, um marcador de 15 dos 17 casos 

estudados (88,2%). Para o cromossomo 9, 64,7% (n=11) casos apresentavam LOH. Para 

o cromossomo 17p, 11 casos apresentaram LOH para essa região cromossômica.  

O caso #14, apesar de ter apresentado uma FAL de 50%, demonstrou maior 

quantidade de marcadores com LOH, estando ela presente em três dos seis marcadores. 

Os casos #3, #4, #8 apresentaram perda em 2 dos 6 marcadores estudados. A média da 

FAL das amostras foi de 36%, mediana de 33%, variando de 0% a 100%.  

 

Tabela 7: Dados da LOH das amostras de CCEL. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 (○) Heterozigoto; (□) Homozigoto (●) LOH ; ( ) Análise inconclusiva 

 

Quando observada a FAL para cada marcador, verificou-se que a maior 

porcentagem de LOH ocorreu no marcador D9S157, estando presente em 66% dos casos 

Lesão Caso P53 
AFM23

8WF2 
D9S287 D9S171 D9S157 D9S162 

CCEL #1       

CCEL #2       

CCEL #3       

CCEL #4       

CCEL #5       

CCEL #6       

CCEL #7       

CCEL #8       

CCEL #9       

CCEL #10       

CCEL #11       

CCEL #12       

CCEL #13       

CCEL #14       

CCEL #15       

CCEL #16       

CCEL #17       
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válidos. Os dados da FAL estão representados no gráfico 03. Já a figura 6 demonstra 

como foram realizadas as avaliações de LOH a partir dos eletroferogramas obtidos. 

 

Gráfico 2: Frequência de perda alélica dos marcadores nos casos de CCEL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Exemplos representativos de LOH em CCEL: DNA de amostras de tumor 

mostrou perda do alelo longo em comparação com o DNA de tecido normal. Marcador, 

P53 (A) e AFM238WF2 (B e C); alelo curto (1) e o alelo longo (2). Capturas de telas 

geradas dos eletrofeogramas a partir do software GeneMapper® (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA). 

 

Para verificar se a LOH no CCEL apresentava alguma associação com fatores 

clínicopatológicos do indivíduo, realizou-se o teste estatístico do qui-quadrado e exato de 

Fisher. Foram feitos os testes comparando a LOH em todos os marcadores; comparando-
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se LOH no cromossomo 9 e 17, com os fatores clínicopatológicos dos pacientes 

portadores de CCEL. Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

entre os fatores clinico-patológicos e a LOH (apêndice 5).   

 

5.3 Comparações dos resultados de QA e CCEL 

 

Para a comparação dos resultados da QA e CCEL, foi realizado o teste estatístico 

do qui-quadrado (p<0.05) para as variáveis clínicopatológicas e de LOH. Os resultados 

são mostrados nas tabelas 8 e 9.  

A tabela 8 apresenta os resultados encontrados para essa comparação. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significantes para nenhuma das variáveis 

avaliadas. A tabela também apresenta os resultados do percentual de marcação 

imunohistoquímica de ambas as lesões, não havendo novamente diferenças 

estatisticamente significantes. 

Tabela 8:  Teste do qui-quadrado para as características clínicopatológicas e 

imunohistoquímica dos pacientes de CCEL e QA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LOH total: LOH em pelo menos um marcador 

 

Características LOH total P 

 Queilite Actínica, 

N (%) 

CCEL, 

N (%) 

 

Hábito Tabagista    

Ausente 5 (55,6%) 3 (17,3%) 0.06 

Presente 4 (44,4%) 14 (82,4%) 

    

Hábito Etilista    

Ausente 6 (66,7%) 13 (76,5%) 0.40 

Presente 3 (33,3%) 4 (23,5%) 

    

Positividade da P53    

Até 10% das células 3 (20%) 0(0%) 0.13 

Acima de 10% das células 12 (80%) 13 (100%) 

    

Positividade do Ki67     

Até 10% das células 10 (66,7%) 4 (33,3%) 0.09 

Acima de 10% das células 5 (33,3%) 8 (66,7%) 
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O gráfico 3 apresenta os resultados referentes a LOH total, dos cromossomos 9 e 17 e de 

todos os marcadores de forma isolada. Realizou-se o teste do qui-quadrado e em seguida, 

feita a correção de Bonferroni. A LOH apresentou-se como um evento mais presente nas 

lesões neoplásicas (88% - CCEL) quando comparada com as lesões cancerizáveis (56,3% 

- QA), essa diferença porém, quando aplicada a correção, não é estatisticamente 

significativa (valor de p da diferença é igual a 0,04, porém o nível de significância do 

teste vai para 0,001 quando aplicada a correção). Observou-se também uma diferença 

para o marcador D9S157 (p < 0.05), sendo essa perda numericamente mais presente 

novamente nos casos de CCEL. Mais uma vez, quando aplicada a correção, esse valor 

não é estatisticamente significativo (p = 0,04). Assim, os resultados mostraram que a 

perda nessa região (9p21) é mais frequente nos casos de carcinoma (66,7%), quando 

comparados com os casos de QA (22,2%).  

Gráfico 3: Forest plot da LOH do dos marcadores dos cromossomos 9 e 17 

comparados entre as lesões de QA e CCEL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LOH total: LOH em pelo ao menos um marcador, LOH cromossomo 9: LOH em pelo ao menos um 

marcador do cromossomo 9, LOH cromossomo 17: LOH em pelo ao menos um marcador do cromossomo 

17, Valor de significância do teste = (0,001), parâmetro de referência do teste – QA. 
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Para comparar se existiam diferenças entre a FAL das lesões, foi realizado o teste 

não paramétrico Mann Whitney. Não houve diferenças estatisticamente significantes entre 

as lesões (mediana da FAL para QA = 22,5%; mediana da FAL para CCEL = 33%, p. = 

0,16).   

5.4 Resultados do sequenciamento dos Éxons do P53 

 

5.4.1 Amostras congeladas 

 

Foram utilizadas 5 amostras congeladas de CCEL para a realização do 

sequenciamento gênico dos éxons 2 ao 11 do gene TP53. Foram quatro pacientes do sexo 

masculino e um do sexo feminino com uma média de idade de 55 anos. Quatro pacientes 

eram brancos e somente um não branco. Dois pacientes eram tabagistas enquanto três 

deles eram etilistas casuais.  

Nas amostras 2 e 3 todos os éxons puderam ser avaliados, entretanto, nas amostras 

1, 4 e 5, nem todos os éxons puderam ser sequenciados por erros ocorridos nas reações 

da PCR (Tabela 9). Para a nomeação das mutações, os números dos nucleotídeos refletem 

a posição no cDNA com +1 correspondendo ao A do ATG do códon iniciador da tradução 

na sequência referência da IARC NC_000017.10. 

Tabela 9: Resumo dos éxons sequenciados em cada amostra fresca de CCEL. 

 

Exons Amostra #1 Amostra #2 Amostra #3 Amostra #4 Amostra #5 

2 – 3           

4       X   

5 – 6           

7 X         

8 – 9         X 

10         X 

11           

 

 
 , Sequenciamento realizado; X,  Sequenciamento não realizado por erro na reação de PCR.  
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Foram encontradas cinco mutações já descritas em regiões exônicas, sendo duas 

silenciosas, duas missenses e uma nonsense. Foi encontrada uma mutação do tipo 

missense, no éxon 4 em 4 amostras, (c.215C>G - rs1042522), heterozigoto, que levou a 

uma troca de aminoácidos não conservativa (p. P72R) (figura 7).  O possível impacto 

dessa substituição na estabilidade e funcionalidade da proteína foi predita como benigna 

pelo PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0.083) e tolerável pelo SIFT 

(sift.jcvi.org) (score 0.17). De acordo o banco de dados do NCBI (dbSNP) essa alteração 

tem um significado clínico incerto.  

 
 

Figura 8: Eletrofeograma de uma amostra congelada de CCEL: Eletrofeograma da 

amostra #2 congelada de CCEL obtida através do software Sequence Scanner 2.0 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) a troca de base C>G está em destaque. 

  

Encontramos uma missense heterozigota no exon 7 da amostra 4 

(c.741_742CC>TT), que era uma substituição dupla de bases que levou a uma troca do 

aminoácido Arginina pelo Triptofano (p. R248W).  O possível impacto dessa substituição 

na estabilidade e funcionalidade da proteína foi predita como danosa pelos softwares 

PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 1,0) e SIFT (sift.jcvi.org) (score 0). 

Uma mutação nonsense gerando um códon de parada prematuro tipo stop-codon 

(c.1024C>T) foi encontrada no éxon 10 na amostra 2, sendo sua predição na proteína 

considerada danosa pelo SIFT (score 0.01). As mutações silenciosas encontradas nos 
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éxons 7 (c.771G>A) e 10 (c.1023C>T) dos tumores #3 e #2, foram heterozigotas e 

conservaram a transcrição dos aminoácidos leucina (p.L257L) e fenilalanina (p.F341F), 

respectivamente. Além disso, encontramos três SNPs, sendo dois localizados em regiões 

intrônicas de todas as amostras dos éxons 2 – 3 (c.74+38C>G) e no íntron das amostras 

2 e 3 do éxon 7 (c.782+59T>G). Um outro SNP, de localização na região codificadora, 

c.215C>G também esteve presente em todas as amostras. Os resultados obtidos estão 

sumarizados na Tabela 10 abaixo.  

Tabela 10: Mutações e SNPs do gene TP53 encontrados nos carcinomas de células 

escamosas de lábio 

 

Mutação Localização Efeito Predição Amostra# 

c.771G>A Exon 7 Silenciosa _ 3 

c.741_742CC>TT Exon 7 Missense  Danosa (Polyphen e SIFT) 4 

c.1023C>T Exon 10 Silenciosa _ 2 

c.1024C>T Exon 10 Nonsense Danosa (SIFT) 2 

SNPs     

c.215C>G Exon 4 Missense Benigna (Polyphen); Tolerável (SIFT) 1, 2, 3, 5 

c.74+38C>T Exon 2 – 3  Intrônico _ 1,2,3,4,5 

c.782+59T>G Exon 7 Intrônico _ 2, 3 

 

5.4.2 Amostras em parafina 

 

Inicialmente, foram feitas tentativas para que todas as amostras de parafina que 

foram incluídas no estudo de LOH, pudessem ser sequenciadas para os éxons 5-6, 7 e 8-

9 (éxons com maior concentração de mutação). Entretanto, por quantidade insuficiente 

de DNA, ou por erros nas reações de amplificação dos éxons, nem todas as amostras 

puderam ser avaliadas para os cinco éxons acima descritos. Os resultados encontrados 

serão descritos a seguir para cada um dos éxons avaliados.  
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 Éxon 5 – 6  

Foram 9 amostras analisadas, sendo que seis eram de CCEL e três eram de QA. Não 

foram encontradas alterações nas regiões exômicas ou intrônicas nos éxons 5-6 dessas 

amostras.  

 Éxon 7  

Ao todo, 18 amostras foram avaliadas (8 de CCEL e 10 de QA). A amostra #4 de 

QA apresentou uma mutação do tipo missense (c.673G>A), que levou a uma troca de 

aminoácidos não conservativa (p.V225I).  O possível impacto dessa substituição na 

estabilidade e funcionalidade da proteína foi predita como benigna pelo PolyPhen-2 

(genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0) e danosa pelo SIFT (sift.jcvi.org) (score 0). 

A amostra #13 de QA apresentou uma mutação do tipo missense (c.729G>A), 

levando a uma troca de aminoácidos não conservativa (p.M243I).  Essa substituição é 

possivelmente danosa para a proteína segundo PolyPhen-2 

(genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0,99) e SIFT (sift.jcvi.org) (score 0). 

Considerando as regiões intrônicas flanqueadas no éxon 7, todas as 18 amostras 

apresentaram um polimorfismo intrônico silencioso (c.782+59T>G) já descrito e 

validado (rs 1642786), além de algumas amostras exibirem mutações intrônicas ainda não 

descritas nos principais bancos de dados de mutações genéticas existentes (IARC, 

COSMIC e 1000 GENOMES). 

Dentre essas mutações, mutação pontual do tipo transversão (c.782+52C>A), 

heterozigota foi identificada nas amostras #1, #4, #6, #8, #10 e #13 de CCEL e nas 

amostras #2, #4, #5, #7, #12, #13 e #15 de QA. Outras mutações pontuais do tipo 

transversão foram encontradas também nas amostras #5 e #12 de QA na região 

c.782+54T>A, na amostra #4 de QA (c.782+33C>A) e na amostra #10 na posição 
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c.782+31G>A. Nenhuma dessas alterações estavam descritas nos principais bancos de 

dados de mutações genômicas existentes. 

 Éxon 8-9  

Ao todo, 10 amostras foram analisadas (cinco de CCEL e cinco de QA). Não foram 

encontradas alterações nos íntrons dessas amostras, entretanto, houve uma variação na 

região codificante do éxon 8 – 9 da amostra #4 de CCEL. Essa amostra apresentou uma 

mutação do tipo missense (c.894G>T), (p.E298D), sendo essa substituição considerada 

como benigna pelo PolyPhen-2 (genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (score 0) e tolerável 

pelo SIFT (sift.jcvi.org) (score 0,21). 

A figura 10 demonstra a localização de todas as mutações encontradas nos éxons 

do TP53, do presente estudo.  

 

Figura 9: Localização das mutações exonicas encontradas no presente estudo. 

 

Por fim, a tabela 11 mostra um consolidado dos dados encontrados no trabalho com 

as amostras de parafina. 
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Tabela 11:  Consolidado dos resultados de LOH e do sequenciamento genético do 

TP53 das amostras de QA e CCEL 
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*Tamanho                                                                   
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Gênero                                                                   

Casos QA   CCEL  

 

 

 

 

 

 

O tamanho se refere, nos casos de QA, às lesões em mm. Nos casos de CCEL estão 

relacionados com o T (tamanho tumoral) do estadiamento TNM. Os quadrados em 

branco são dados perdidos. 

 

  

Cor Características Cor Características 

  Masculino   Ki-67 – Até 5% 

  Feminino   Ki-67 – Acima de 5% 

  Até 45 anos   LOH 

  Acima de 45 anos   Heterozigoto 

  Até 10 mm / TI e TII   Homozigoto 

  Acima de 10mm / TIII e TIV   Sequência Normal 

  p53 – Até 10%   Alteração Intrônica 

  P53 – Acima de 10%   Alteração Intrônica e Exômica 
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6 Discussão  

 

A presença de LOH nos cromossomos 9 e 17 tem sido amplamente investigada em 

vários cânceres humanos e lesões cancerizáveis, incluindo o CCE intrabucal e leucoplasia 

bucal, bem como carcinomas de células escamosas da pele (GOMES; FONSECA-

SILVA; GOMEZ, 2013;  GRAVELAND et al., 2011;  MAHALE; SARANATH, 2000;  

MURALI et al., 2011). A LOH tem sido uma ferramenta relevante para a caracterização 

genômica durante a progressão tumoral em vários tipos de câncer, incluindo os cânceres 

de pele (CCE, carcinoma basocelular – CBC e o melanoma) (CABRAL et al., 2011;  

RIBEIRO et al., 2004). Não foram encontrados trabalhos na literatura que avaliassem a 

LOH nas regiões 9p, 9q e 17p de QA e de CCEL. Portanto, para comparação durante a 

discussão, serão utilizados resultados encontrados na literatura de CCE e CBC de pele, 

ceratose actínica de pele e CCE intrabucal.  

Em carcinomas escamosas de cabeça e pescoço, 73% dos pacientes com 

constituição alélica heterozigotos demonstram LOH na região 9p (NG et al., 2000). 

Ishwad et al (1996), em uma série maior de 65 casos de CCE intrabucal, observa-se LOH 

em 48% dos tecidos tumorais em região cromossômica 9p21 ± 22. No estudo de Mahale 

(2000) com CCE intrabucal induzido por hábito de mascar fumo, a LOH nessa região 

esteve presente em 71% dos casos (ISHWAD et al., 1996;  MAHALE; SARANATH, 

2000).   

Além disso a LOH no 9p vem sendo muito estudada para a progressão de 

leucoplasia bucal (lesão cancerizável intrabucal) para o CCE intrabucal. Vários estudos 

demonstraram que a LOH na região 9p21 estava associada com o aumento do risco do 

desenvolvimento do CCE intrabucal (FOY et al., 2013;  PARTRIDGE et al., 2000;  

ZHANG, L. et al., 2012). Uma coorte prospectiva de 296 pacientes com leucoplasias 

bucais com displasias leve / moderada demonstrou que a LOH na região 9p pode 
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aumentar em 22,6 vezes o risco da transformação maligna em CCE intrabucal (ZHANG, 

L. et al., 2012). 

Vários estudos demonstram que a LOH na região 9p para os tumores de pele, 

associado com a perda ou inativação do gene CDKN2A parecem estar envolvidos no 

processo da transformação maligna desses tumores. A média da FAL desses tumores foi 

de 52% em pelo menos um marcador microssatélite da região 9p (HAPPLE, 1999;  

KUSHIDA; MIKI; OHMORI, 1999;  SARIDAKI et al., 2003). Porém estudos que 

tentaram relacionar a LOH dessa região na progressão de ceratose actínica (lesão 

cancerizável de pele) para o CCE de pele apresentam dados conflitantes na literatura 

(HAPPLE, 1999;  KUSHIDA et al., 1999;  SARIDAKI et al., 2003). 

No presente estudo, a LOH na região 9p em pelo menos um marcador foi presente 

tanto nos casos de QA quanto nos casos de CCEL (43,8% e 64,7%, respectivamente), 

mostrando que alterações nessa região podem fazer parte do processo da iniciação e/ou 

progressão tumoral nos cânceres de lábio. Não foram observadas, porém, diferenças 

estatísticas entre as duas lesões, nem feito um estudo de progressão da QA para a CCEL. 

Em outro trabalho, foram utilizados também os marcadores D9S162 e o D9S171 

(9p). A FAL no CCE de pele para o marcador D9S162 foi de 37%, e para os casos de 

ceratose actínica de pele de 20%. No presente estudo, os resultados encontrados foram de 

33% e 10% respectivamente.  Para o marcador D9S171, a FAL encontrada também foi 

bem próxima a encontrada no presente estudo (MORTIER et al., 2002).  Quando 

comparados os estudos de LOH em CCE de pele, CCE intrabucal e o presente estudo, é 

possível observar que a LOH nessa região 9p21 é variável, dependendo do tipo do estudo 

conduzido e dos marcadores utilizados para essa região. Outro fator importante é que 

existem diferentes técnicas da avaliação da LOH, sendo que a que foi utilizada nesse 

presente estudo é uma das mais específicas. Além disso, não foi possível estabelecer que 
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o acúmulo de LOH em QA seria suficiente para a progressão destas ao CCEL, já que a 

porcentagem de LOH na região 9p21 para ambas as lesões foi próxima. Porém, é possível 

inferir que a LOH nessa região é um evento presente tanto no CCEL quanto na QA. 

O gene PTCH, homólogo humano do gene supressor de tumor PTC, foi descrito e 

mapeado no cromossomo 9q22.3-q-31 (HAHN et al., 1996;  JOHNSON et al., 1996) na 

mesma região onde o lócus da síndrome do carcinoma nevóide de células basais (Nevoid 

Basal Cell Carcinoma Syndrome - NBCCS) foi também mapeado. O gene PTCH pode 

desempenhar uma função relevante na patogênese de outros tipos de tumores. Vários 

estudos recentes demonstraram que a presença de mutações no PTCH dos pacientes com 

NBCCS está presente também em tumores esporádicos como carcinoma de células basais. 

Como um dos principais fatores etiológicos do NBCCS é também a radiação UV, é 

possível que os pacientes portadores de CCEL possuam alterações moleculares no lócus 

deste gene (FARIAS et al., 2012;  GAILANI et al., 1996;  HAHN et al., 1996;  

JOHNSON et al., 1996). Em seu estudo, Cabral (2011) utilizou vários marcadores de 

microssatélite das regiões 6p e 9q22 em 8 casos de ceratose actínica e 24 CCE de pele. 

Entre os marcadores, foi utilizado o D9S287, marcador próximo a região do PTCH, tendo 

sido esse mesmo marcador utilizado também em nosso estudo. Os resultados mostraram 

que a LOH nessa região foi incomum para ambas as lesões, sendo detectada somente em 

um caso de ceratose actínica (CABRAL et al., 2011). Em um estudo que avaliou a LOH 

em cânceres de pele (CCE, CBC e melanoma) a LOH na região 9q21-q22 esteve presente. 

As maiores taxas de LOH em 9q, 9p e 17q foram encontrados em ceratose actínica, ao 

invés de em CCEs invasivos (KANELLOU et al., 2008). No presente estudo, apesar de 

não ser estatisticamente significante, a LOH nesse marcador foi mais frequente nos casos 

de QA (30,8%) sendo identificado em somente um caso de CCEL. Portanto, alterações 

nessa região poderiam representar um evento inicial da transformação da mucosa normal 
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em QA, porém, após essa transformação, essas alterações não influenciariam o processo 

da carcinogênese.   

Na região cromossômica 17p13.1, além do marcador para a região do gene TP53, 

encontra-se outro marcador de microssatélite, o AFM238WF2. Este é um marcador para 

o locus CHRNB1 que se encontra próximo à região do TP53. Vários estudos que 

avaliaram essas regiões em ceratose actínica de pele demonstraram ser comum a LOH 

nessas regiões, fato que não ocorre com tanta frequência nos casos de CCE de pele 

(CABRAL et al., 2011;  KUSHIDA et al., 1999). Por exemplo, a  LOH do TP53  no locus 

17p13.1 é um evento precoce na evolução do tumor e é consistente com a transição de 

QA para os CCE de pele. No presente estudo, as taxas de LOH nessa região foram 

parecidas nas duas lesões (25% para a QA e 29% para o CCEL) mostrando ser também 

uma região alterada nesses casos.  

Em estudos de LOH comparando as leucoplasias bucais aos CCE intrabucais,  os 

autores afirmam que o aumento de LOH pode estar relacionado com o aumento da 

transformação malígna, independentemente da graduação histopatológica das displasias 

(CALIFANO et al., 1996;  ROSIN et al., 2000;  ZHANG, Y. et al., 2010). O presente 

estudo demonstrou que a porcentagem de casos com LOH foi estatisticamente semelhante 

entre os grupos, apesar da diferença numérica ser considerável (88% x 56,3%) Também 

não houve associação estatística entre nenhuma das variáveis clínicopatológicas, 

mostrando que a LOH dessas regiões pode ser um evento independente. No presente 

estudo, vale destacar que dados fundamentais para a avaliação da exposição solar, como 

tipo de trabalho, tempo de exposição diária, e uso de protetores solares não eram incluídos 

nas fichas clínicas dos pacientes ou apresentavam dados incompletos. Esses dados 

poderiam ter sido importantes para uma possível associação da LOH com as 

características clínicas do paciente.   
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É importante frisar que todos os marcadores estudados neste presente trabalho, são 

marcadores intergênicos (nas regiões de microssatélite), e a LOH dessas regiões pode não 

significar, necessariamente, a inativação ou a modificação dos genes supressores de 

tumor codificados nessas regiões. Porém, essa identificação pode ajudar no entendimento 

do mecanismo de formação de tumores, podendo, no futuro, facilitar o desenvolvimento 

de marcadores de prognóstico genético e de alvos terapêuticos dessas lesões.  

Foram também avaliadas as proteínas p53 e Ki-67. A imunodetecção da proteína 

p53 pode refletir um processo de instabilidade celular funcional. Além disso, o acúmulo 

da p53 pode indicar a presença de proliferação de células com danos no DNA (COX, 

2012). CROSTHWAITE et al., em 1995, estudaram, através da imunohistoquímica, a 

expressão da proteína p53 em 5 amostras de CCEL, QA, candidíase hiperplásica crônica 

e líquen plano, todos localizados no lábio. Todos os casos de CCEL e QA foram positivos 

para a p53. Diante desses dados, os autores sugeriram que a alta expressão da p53 poderia 

ser considerada como evento inicial na patogenia do câncer de lábio e que as células 

marcadas positivamente para p53 estariam relacionadas com a formação de tumores 

malignos (CROSTHWAITE et al., 1996). A detecção da p53  vem sendo bastante 

estudada não só em lesões malignas, como também nas lesões precursoras, no intuito de 

prever a evolução e o comportamento dessas alterações o que é considerado por alguns 

autores como um bom fator prognóstico para essas lesões (CROSTHWAITE et al., 1996;  

CRUZ et al., 2000;  DE PAULA et al., 2009;  SHIN et al., 1994;  SOUZA et al., 2011). 

No estudo de Balassiano (2004), sobre a expressão da p53 e do Ki-67 em QA e 

CCEL, todos os casos foram positivos para a marcação de ambas proteínas (sendo 

considerados positivos os casos que expressaram a proteína em mais de 10% das células 

alteradas). O presente estudo, apesar de não ter associação da imunodetecção da p53 com 

a LOH, percebe ou revela que a grande maioria dos casos apresentava uma marcação 
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acima de 75% dos núcleos celulares com a p53, tanto nos casos de CCEL, quanto de QA, 

o que pode demonstrar uma resposta ao dano genético irreversível (BALASSIANO, 

2004).  

A imunopositividade do Ki-67 demonstra uma alta atividade de proliferação 

tumoral nos casos estudados. Estudos mostram que essa alta atividade pode estar 

relacionada a um comportamento mais agressivo dos tumores e à caracterização de 

diversas neoplasias, como carcinoma de pulmão, mama, cabeça e pescoço (ANGIERO et 

al., 2008;  CIANCIO et al., 2012;  LIU et al., 2003).  Balassiano (2004) em seu estudo, 

demonstrou que em QA e CCEL houve uma alta expressão do Ki-67 (85% dos casos) 

(BALASSIANO, 2004). No presente estudo, não houve associação estatística significante 

entre a marcação positiva dessa proteína e a LOH dos casos. Porém, foi demonstrada uma 

alta atividade proliferativa, tanto nos casos de CCEL, quanto nos casos de QA, 

demonstrando a provável instabilidade genética desses tumores e revelando o alto índice 

proliferativo em todas as lesões estudadas. 

O gene supressor tumoral TP53 é o gene mais frequentemente mutado em cânceres 

humanos. Embora a frequência de mutações em TP53 na literatura varie entre 10 a 85 % 

(LAM, 1995) dependendo da lesão, na maioria das publicações, o índice de mutações é 

de aproximadamente 50 % (GIBBONS; BYERS; KURIE, 2014;  LI, X.-L. et al., 2015;  

PETITJEAN et al., 2007). A maioria das variações genéticas em TP53 encontradas no 

presente estudo foram alterações intrônicas, ou silenciosas, sendo que algumas delas não 

foram descritas ainda na literatura. Além disso, a grande maioria das amostras mostraram 

alterações de trocas de base nas regiões intrônicas que flaqueiam os éxons. Mutações 

somáticas, em regiões não codificadoras, são frequentes, entretanto pouco se sabe como 

variações não codificantes afetam o desenvolvimento do câncer (WEINHOLD et al., 

2014). No presente estudo, foram encontradas oito mutações intrônicas, sendo que 
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somente três já foram descritas na literatura.  É descrito que a maioria dos polimorfismos 

de TP53 ocorre em íntrons, sendo a consequência funcional da maior parte dos 

polimorfismos em uma única base (Single Nucleotide Polymorphism – SNPs) nessa 

região ainda desconhecida. Embora de localização não intrônica, o SNP mais 

extensivamente estudado no TP53 é uma variação G / C na segunda posição do códon 72 

no éxon 4, que leva a uma troca de aminoácidos (Arg72 Pro72) ou variantes da proteína 

(ALQUMBER et al., 2014;  FREED-PASTOR; PRIVES, 2012;  GIBBONS et al., 2014;  

OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010). No presente estudo, todas as amostras 

investigadas para essa região, apresentaram esse polimorfismo genético da troca da 

Prolina pela Arginina (c.215C>G - rs1042522), (p. P72R).  

Diferenças étnicas acentuadas são observadas para este SNP72 (rs1042522), com a 

variante Arg72 sendo mais prevalente em caucasianos, e a variante Pro72 mais prevalente 

em chineses e afro-americanos (BECKMAN et al., 1994;  LANGEROD et al., 2007). O 

resíduo 72, embora não conservado, está localizado dentro de uma região rica em Prolina 

e pode afetar a estrutura do domínio SH3 de ligação pontual da p53. Diferenças funcionais 

têm sido relatadas entre as variantes Arg72 e Pro72. Arg72 demonstrou ser mais eficaz 

na indução de apoptose, uma propriedade que se correlacionou com uma maior 

capacidade para interagir com MDM2 (é um importante regulador negativo do supressor 

de tumor p53) e que facilita a exportação nuclear e localização mitocondrial (DUMONT 

et al., 2003). Em contraste, a variante Pro72 foi descrita como mais eficaz na indução da 

paragem do ciclo celular (PIM; BANKS, 2004) e na reparação do DNA (SIDDIQUE; 

SABAPATHY, 2006).  Para avaliar o impacto desse SNP em tumores avançados de CCE 

do trato aerodigestivo superior, o estudo de Sullivan (2004) mostrou que pacientes 

portadores da variante Arg72 tiveram uma resposta melhor à quimioterapia do que as que 

possuíam a variante selvagem Pro72 (SULLIVAN et al., 2004). Assim, os estudos têm 
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tentado usar o SNP72 como fator prognóstico, entretanto, não há consenso na literatura 

quanto ao real valor prognóstico ou significado desse SNP (KOCHETHU et al., 2006;  

PETITJEAN et al., 2007;  XU et al., 2005).  

Mutações nonsense levam a uma parada da leitura do RNAm, alterando estrutura e 

a função da proteína, gerando muitas vezes a inativação da mesma. Em síntese, a 

inativação da proteína pode levar ao aumento da proliferação, instabilidade genômica e 

perda de importantes mecanismos de controle do ciclo celular (LANE, 1992). No presente 

estudo, foi encontrada uma alteração nonsense, no éxon 10, no códon 342 que foi predita 

como danosa. Essa mesma alteração já foi encontrada em casos de CBC e de CCE 

intrabucal (JAYARAMAN et al., 2014;  ZANARUDDIN et al., 2013). De acordo com a 

base de dados de mutações da IARC, o códon 342 é uma região pouco frequente da 

ocorrência de mutações.  

Mutações silenciosas, embora presentes em regiões codificantes do gene, são 

categorizadas como um evento “passenger”, ou mutações passageiras, uma vez que elas 

não modificam a sequência proteica, sendo portanto, consideradas funcionalmente 

irrelevantes, assim como as mutações intrônicas (WEINHOLD et al., 2014). No presente 

trabalho, foram encontradas duas mutações silenciosas descritas na literatura, nas 

amostras congeladas de CCEL. E embora seu significado não seja claro, recentemente, 

tem sido proposto que mutações silenciosas poderiam afetar o tempo de tradução do 

RNAm, e conduzir a um processamento aberrante, o que resultaria num RNAm alterado, 

afetando assim a expressão do gene (SUPEK et al., 2014).  

As alterações em TP53 mais frequentes em cânceres humanos são substituições de 

nucleotídeo único que levam à produção de uma proteína mutante que difere da proteína 

de tipo selvagem por um aminoácido (mutações missense). Ao todo, no presente estudo 

foram encontradas cinco mutações do tipo missense, tanto em amostras de CCEL quanto 
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de QA. Parte dessas mutações encontradas foi predita como danosa, o que indica que a 

estabilidade da proteína pode estar sendo afetada, alterando assim a sua função e 

capacidade de ligação. Os achados da imunohistoquímica mostraram, na maior parte dos 

casos de parafina, uma expressão positiva em mais de 10% das células marcadas para o 

clone mutado do p53, indicando que sua funcionalidade poderia estar alterada. Uma 

limitação do nosso estudo é o fato de ter ocorrido uma baixa amplificação das amostras 

de parafina para os éxons do TP53. Erros desse tipo talvez sejam devido à fragmentação 

do DNA, decorrente do processo de parafinização do tecido, bem como à fixação 

inadequada do mesmo.  

Por fim, é possível inferir, através dos resultados obtidos, que mutações genéticas 

importantes podem já estar ocorrendo em lesões iniciais de QA. Apesar da maioria das 

mutações encontradas serem mutações intrônicas, e terem um papel incerto, é possível 

que essas alterações sejam importantes no processo de transformação da QA em CCEL, 

principalmente, porque algumas dessas alterações ainda não foram descritas na literatura. 

No presente estudo, nenhuma das alterações genéticas encontradas mostrou associação 

com as características clínicas da lesão, porém, acrescentam dados importantes na 

literatura. Vários estudos já mostram alterações genéticas nessas lesões e entendê-las se 

torna de fundamental importância para um correto tratamento e manejo desses pacientes.    
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7 Conclusões  

 

 

 

A partir deste estudo, as seguintes conclusões podem ser feitas: 

 

 A LOH nas regiões 9p, 9q  e 17q é um evento presente em QA e CCEL; 

 Não houve diferença significativa da frequência da LOH entre os grupos de lesões 

estudadas; 

 A LOH parece não estar associada aos fatores clínicopatológicos e de 

imunoexpressão investigados (p53 e Ki-67) nas amostras estudadas; 

 A presença da LOH parece não estar associada com um comportamento agressivo 

do CCEL; 

 Foram encontradas mutações intrônicas, descritas e não descritas na literatura no 

TP53, tanto nas amostras de QA e de CCEL; 

 Foram encontradas mutações dos tipos missense, silenciosas e nonsense nos éxons 

do TP53 em ambos os grupos de lesões. 

 

  



83 

 

 

8 Referências 

 

 

 

ABREU, M. A. M. M. D.  et al. Queilite actínica adjacente ao carcinoma espinocelular 

do lábio como indicador de prognóstico. Rev Bras de Otorrino, v. 72, p. 767-771,  2006. 

 

AHMED, H. G.; IDRIS, A. M.; IBRAHIM, S. O. Study of oral epithelial atypia among 

Sudanese tobacco users by exfoliative cytology. Anticancer Res, v. 23, n. 2C, p. 1943-

9, Mar-Apr 2003. 

 

ALQUMBER, M. A. A.  et al. Evaluating the Association between p53 Codon 72 

Arg>Pro Polymorphism and Risk of Ovary Cancer: A Meta-Analysis. PLoS ONE, v. 9,  

 

ANGIERO, F.  et al. Expression of p16, p53 and Ki-67 proteins in the progression of 

epithelial dysplasia of the oral cavity. Anticancer Res, v. 28, n. 5a, p. 2535-9, Sep-Oct 

2008. 

 

ANTONIADES, D. Z.  et al. Squamous cell carcinoma of the lips in a northern Greek 

population. Evaluation of prognostic factors on 5-year survival rate--I. Eur J Cancer B 

Oral Oncol, v. 31B, n. 5, p. 333-9, Sep 1995. 

 

AYRES, S. Chronic Actinic Cheilitis. JAMA, v. 81, n. 14, p. 1183,  1923. 

 

BAKER, S. R. Risk factors in multiple carcinomas of the lip. Otolaryngol Head Neck 

Surg (1979), v. 88, n. 3, p. 248-51, May-Jun 1980. 

 

BARNES, L.; ORGANIZATION, W. H.; CANCER, I. A. F. R. O. Pathol And Genet of 

Head and Neck Tum.   IARC Press, 2005.  ISBN 9789283224174. 

 

BECKMAN, G.  et al. Is p53 polymorphism maintained by natural selection? Hum 

Hered, v. 44, n. 5, p. 266-70, Sep-Oct 1994. 

 

BENTLEY, J. M.; BARANKIN, B.; LAUZON, G. J. Paying more than lip service to lip 

lesions. Can Fam Physician, v. 49, p. 1111-6, Sep 2003. 



84 

 

 

 

BERGER, A. H.; KNUDSON, A. G.; PANDOLFI, P. P. A continuum model for tumour 

suppression. Nature, v. 476, n. 7359, p. 163-169, 08/11/print 2011. 

 

BETKA, J. Distant metastases from lip and oral cavity cancer. ORL J Otorhinolaryngol 

Relat Spec, v. 63, n. 4, p. 217-21, Jul-Aug 2001. 

 

BONGERS, V.  et al. Value of p53 expression in oral cancer and adjacent normal mucosa 

in relation to the occurrence of multiple primary carcinomas. Eur J Cancer B Oral 

Oncol, v. 31b, n. 6, p. 392-5, Nov 1995. 

 

CABRAL, L. S.  et al. Genomic instability in human actinic keratosis and squamous cell 

carcinoma. Clinics (Sao Paulo), v. 66, n. 4, p. 523-8,  2011. 

 

CALIFANO, J.  et al. Genetic progression model for head and neck cancer: implications 

for field cancerization. Cancer Res, v. 56, n. 11, p. 2488-92, Jun 1 1996. 

 

CAVALCANTE, A. S.; ANBINDER, A. L.; CARVALHO, Y. R. Actinic cheilitis: 

clinical and histological features. J Oral Maxillofac Surg, v. 66, n. 3, p. 498-503, Mar 

2008. 

 

CIANCIO, N.  et al. Prognostic value of p53 and Ki67 expression in fiberoptic bronchial 

biopsies of patients with non small cell lung cancer. Multidiscip Respir Med, v. 7, n. 1, 

p. 29,  2012. 

 

CLINGEN, P. H.  et al. Induction of cyclobutane pyrimidine dimers, pyrimidine(6-

4)pyrimidone photoproducts, and Dewar valence isomers by natural sunlight in normal 

human mononuclear cells. Cancer Res, v. 55, n. 11, p. 2245-8, Jun 1 1995. 

 

COX, D. P. p53 expression and mutation analysis of odontogenic cysts with and without 

dysplasia. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol, v. 113, n. 1, p. 90-8, Jan 2012. 

 

CROSTHWAITE, N.  et al. p53 protein expression in malignant, pre-malignant and non-

malignant lesions of the lip. J Clin Pathol, v. 49, n. 8, p. 648-53, Aug 1996. 



85 

 

 

 

CRUZ, I. B.  et al. p53 immunoexpression in non-malignant oral mucosa adjacent to oral 

squamous cell carcinoma: potential consequences for clinical management. The J of 

Pathol, v. 191, n. 2, p. 132-137,  2000. 

 

CZERNINSKI, R.; ZINI, A.; SGAN-COHEN, H. D. Lip cancer: incidence, trends, 

histology and survival: 1970-2006. Br J Dermatol, v. 162, n. 5, p. 1103-9, May 2010. 

 

DARNTON, S. J. Demystified ... p53. Mol Pathol, v. 51, n. 5, p. 248-53, Oct 1998. 

 

DE GRUIJL, F. R. Skin cancer and solar UV radiation. Eur J Cancer, v. 35, n. 14, p. 

2003-9, Dec 1999. 

 

DE OLIVEIRA RIBEIRO, A.; DA SILVA, L. C.; MARTINS-FILHO, P. R. Prevalence 

of and risk factors for actinic cheilitis in Brazilian fishermen and women. Int J Dermatol, 

v. 53, n. 11, p. 1370-6, Nov 2014. 

 

DE PAULA, A. M. B.  et al. Analysis of 724 cases of primary head and neck squamous 

cell carcinoma (HNSCC) with a focus on young patients and p53 immunolocalization. 

Oral Oncol, v. 45, n. 9, p. 777-782, 9// 2009. 

 

DE SANTANA SARMENTO, D. J.  et al. Actinic cheilitis: clinicopathologic profile and 

association with degree of dysplasia. Int J Dermatol, v. 53, n. 4, p. 466-72, Apr 2014. 

 

DE VISSCHER, J. G.  et al. [Lip carcinoma. A review]. Ned Tijdschr Tandheelkd, v. 

109, n. 10, p. 391-5, Oct 2002. 

 

DOUGLASS, C. W.; GAMMON, M. D. Reassessing the epidemiology of lip cancer. 

Oral Surg Oral Med Oral Pathol, v. 57, n. 6, p. 631-42, Jun 1984. 

 

DUFRESNE, R. G., JR.; CURLIN, M. U. Actinic cheilitis. A treatment review. Dermatol 

Surg, v. 23, n. 1, p. 15-21, Jan 1997. 

 



86 

 

 

DUMONT, P.  et al. The codon 72 polymorphic variants of p53 have markedly different 

apoptotic potential. Nat Genet, v. 33, n. 3, p. 357-65, Mar 2003. 

 

FARIAS, L. C.  et al. Loss of heterozygosity of the PTCH gene in ameloblastoma. Hum 

Pathol, v. 43, n. 8, p. 1229-33, Aug 2012. 

 

FIELD, J. K.  et al. Allelotype of squamous cell carcinoma of the head and neck: fractional 

allele loss correlates with survival. Br J Cancer, v. 72, n. 5, p. 1180-8, Nov 1995. 

 

FOWLER, M. H.  et al. Malignant mixed tumors of the salivary gland: a study of loss of 

heterozygosity in tumor suppressor genes. Mod Pathol, v. 19, n. 3, p. 350-5, Mar 2006. 

 

FOY, J. P.  et al. Oral premalignancy: the roles of early detection and chemoprevention. 

Otolaryngol Clin North Am, v. 46, n. 4, p. 579-97, Aug 2013. 

 

FREED-PASTOR, W. A.; PRIVES, C. Mutant p53: one name, many proteins. Genes & 

Develop, v. 26, n. 12, p. 1268-1286, June 15, 2012 2012. 

 

GAILANI, M. R.  et al. The role of the human homologue of Drosophila patched in 

sporadic basal cell carcinomas. Nat Genet, v. 14, n. 1, p. 78-81, Sep 1996. 

 

GERDES, J.  et al. Production of a mouse monoclonal antibody reactive with a human 

nuclear antigen associated with cell proliferation. Int J Cancer, v. 31, n. 1, p. 13-20, Jan 

15 1983. 

 

GIBBONS, D. L.; BYERS, L. A.; KURIE, J. M. Smoking, p53 Mutation, and Lung 

Cancer. MCR, v. 12, n. 1, p. 3-13,  2014. 

 

GLAVAC, D.  et al. Low microsatellite instability and high loss of heterozygosity rates 

indicate dominant role of the suppressor pathway in squamous cell carcinoma of head and 

neck and loss of heterozygosity of 11q14.3 correlates with tumor grade. Cancer Genet 

Cytogenet, v. 146, n. 1, p. 27-32, Oct 1 2003. 

 



87 

 

 

GOMES, C. C.  et al. Assessment of TP53 mutations in benign and malignant salivary 

gland neoplasms. PLoS One, v. 7, n. 7, p. e41261,  2012. 

 

GOMES, C. C.; FONSECA-SILVA, T.; GOMEZ, R. S. Evidence for loss of 

heterozygosity (LOH) at chromosomes 9p and 17p in oral granular cell tumors: a pilot 

study. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol, v. 115, n. 2, p. 249-53, Feb 2013. 

 

GRAVELAND, A. P.  et al. Loss of heterozygosity at 9p and p53 immunopositivity in 

surgical margins predict local relapse in head and neck squamous cell carcinoma. Int J 

Cancer, v. 128, n. 8, p. 1852-9, Apr 15 2011. 

 

HAHN, H.  et al. Mutations of the human homolog of Drosophila patched in the nevoid 

basal cell carcinoma syndrome. Cell, v. 85, n. 6, p. 841-51, Jun 14 1996. 

 

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The hallmarks of cancer. Cell, v. 100, n. 1, p. 57-

70, Jan 7 2000. 

 

______. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, v. 144, n. 5, p. 646-74, Mar 4 

2011. 

 

HAPPLE, R. Loss of heterozygosity in human skin. J Am Acad Dermatol, v. 41, n. 2 Pt 

1, p. 143-64, Aug 1999. 

 

HASSON, O. Squamous cell carcinoma of the lower lip. J Oral Maxillofac Surg, v. 66, 

n. 6, p. 1259-62, Jun 2008. 

 

HUSSEIN, M. R. Ultraviolet radiation and skin cancer: molecular mechanisms. J Cutan 

Pathol, v. 32, n. 3, p. 191-205, Mar 2005. 

 

INCA. Estimativa 2014 – Incidência de Câncer no Brasil. Inst Nac de Câncer José 

Alencar Gomes da Silva v. 1, p. 124,  2014. 

 

ISHWAD, C. S.  et al. Loss of heterozygosity of the short arm of chromosomes 3 and 9 

in oral cancer. Int J Cancer, v. 69, n. 1, p. 1-4, Feb 20 1996. 



88 

 

 

 

JAYARAMAN, S. S.  et al. Mutational landscape of basal cell carcinomas by whole-

exome sequencing. J Invest Dermatol, v. 134, n. 1, p. 213-20, Jan 2014. 

 

JOHNSON, R. L.  et al. Human homolog of patched, a candidate gene for the basal cell 

nevus syndrome. Science, v. 272, n. 5268, p. 1668-71, Jun 14 1996. 

 

KANELLOU, P.  et al. Genomic instability, mutations and expression analysis of the 

tumour suppressor genes p14(ARF), p15(INK4b), p16(INK4a) and p53 in actinic 

keratosis. Cancer Lett, v. 264, n. 1, p. 145-61, Jun 8 2008. 

 

KAUGARS, G. E.  et al. Actinic cheilitis: a review of 152 cases. Oral Surg Oral Med 

Oral Pathol Oral Radiol Endod, v. 88, n. 2, p. 181-6, Aug 1999. 

 

KIM, S. K.; SONG, H. S.; KIM, Y. C. Topical photodynamic therapy may not be effective 

for actinic cheilitis despite repeated treatments. Eur J Dermatol, v. 23, n. 6, p. 917-8, 

Nov-Dec 2013. 

 

KNUDSON, A. G., JR. Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma. Proc 

Natl Acad Sci U S A, v. 68, n. 4, p. 820-3, Apr 1971. 

 

KOCHETHU, G.  et al. Two germ line polymorphisms of the tumour suppressor gene 

p53 may influence the biology of chronic lymphocytic leukaemia. Leuk Res, v. 30, n. 9, 

p. 1113-8, Sep 2006. 

 

KREPPEL, M.  et al. Prognostic value of the sixth edition of the UICC's TNM 

classification and stage grouping for oral cancer. J Surg Oncol, v. 102, n. 5, p. 443-9, 

Oct 1 2010. 

 

KUMAR, A.  et al. Versatility of Abbe-Estlander Flap in Lip Reconstruction – A 

Prospective Clinical Study. JCDR, v. 8, n. 10, p. NC18-NC21, 10/20. 

 



89 

 

 

KUSHIDA, Y.; MIKI, H.; OHMORI, M. Loss of heterozygosity in actinic keratosis, 

squamous cell carcinoma and sun-exposed normal-appearing skin in Japanese: difference 

between Japanese and Caucasians. Cancer Lett, v. 140, n. 1-2, p. 169-75, Jun 1 1999. 

 

LA VECCHIA, C.  et al. Epidemiology and prevention of oral cancer. Oral Oncol, v. 33, 

n. 5, p. 302-12, Sep 1997. 

 

LANE, D. P. Cancer. p53, guardian of the genome. Nature, v. 358, n. 6381, p. 15-6, Jul 

2 1992. 

 

LANGEROD, A.  et al. TP53 mutation status and gene expression profiles are powerful 

prognostic markers of breast cancer. Breast Cancer Res, v. 9, n. 3, p. R30,  2007. 

 

LEE, D. J.  et al. Multiple tumor-suppressor genes on chromosome 3p contribute to head 

and neck squamous cell carcinoma tumorigenesis. Cancer Biol Ther, v. 10, n. 7, p. 689-

93, Oct 1 2010. 

 

LEVINE, A. J.; MOMAND, J.; FINLAY, C. A. The p53 tumour suppressor gene. 

Nature, v. 351, n. 6326, p. 453-6, Jun 6 1991. 

 

LI, X.-L.  et al. p53 mutations in colorectal cancer- molecular pathogenesis and 

pharmacological reactivation.WJG, v. 21, n. 1. 

 

LI, Y.-C.  et al. Microsatellites Within Genes: Structure, Function, and Evolution. Molec 

Biol and Evolution, v. 21, n. 6, p. 991-1007, June 1, 2004 2004. 

 

LINCOLN, E. A. Sun-induced skin changes. Prim Care, v. 27, n. 2, p. 435-45, Jun 2000. 

 

LINDQVIST, C.; TEPPO, L. Epidemiological evaluation of sunlight as a risk factor of 

lip cancer. Br J Cancer, v. 37, n. 6, p. 983-9, Jun 1978. 

 

LIU, M.  et al. Predictive value of the fraction of cancer cells immunolabeled for 

proliferating cell nuclear antigen or Ki67 in biopsies of head and neck carcinomas to 



90 

 

 

identify lymph node metastasis: comparison with clinical and radiologic examinations. 

Head Neck, v. 25, n. 4, p. 280-8, Apr 2003. 

 

LUNA-ORTIZ, K.  et al. Lip cancer experience in Mexico. An 11-year retrospective 

study. Oral Oncol, v. 40, n. 10, p. 992-9, Nov 2004. 

 

MAHALE, A.; SARANATH, D. Microsatellite alterations on chromosome 9 in chewing 

tobacco-induced oral squamous cell carcinomas from India. Oral Oncol, v. 36, n. 2, p. 

199-206, Mar 2000. 

 

MAIN, J. H.; PAVONE, M. Actinic cheilitis and carcinoma of the lip. J Can Dent Assoc, 

v. 60, n. 2, p. 113-6, Feb 1994. 

 

MANGANARO, A. M.; WILL, M. J.; POULOS, E. Actinic cheilitis: a premalignant 

condition. Gen Dent, v. 45, n. 5, p. 492-4, Sep-Oct 1997. 

 

MARKOPOULOS, A.; ALBANIDOU-FARMAKI, E.; KAYAVIS, I. Actinic cheilitis: 

clinical and pathologic characteristics in 65 cases. Oral Dis, v. 10, n. 4, p. 212-6, Jul 

2004. 

 

MARTINS-FILHO, P. R.; DA SILVA, L. C.; PIVA, M. R. The prevalence of actinic 

cheilitis in farmers in a semi-arid northeastern region of Brazil. Int J Dermatol, v. 50, n. 

9, p. 1109-14, Sep 2011. 

 

MAY, P.; MAY, E. Twenty years of p53 research: structural and functional aspects of the 

p53 protein. Oncogene, v. 18, n. 53, p. 7621-36, Dec 13 1999. 

 

MELNIKOVA, V. O.; ANANTHASWAMY, H. N. Cellular and molecular events 

leading to the development of skin cancer. Mutat Res, v. 571, n. 1-2, p. 91-106, Apr 1 

2005. 

 

MELO, M. R.  et al. Coleta, transporte e armazenamento de amostras para diagnóstico 

molecular. Jorn Bras de Patol e Medicina Laboratorial, v. 46, p. 375-381,  2010. 

 



91 

 

 

MIGALDI, M.  et al. Tumor cell proliferation and microsatellite alterations in human 

ameloblastoma. Oral Oncol, v. 44, n. 1, p. 50-60, Jan 2008. 

 

MITCHELL, D. L. The relative cytotoxicity of (6-4) photoproducts and cyclobutane 

dimers in mammalian cells. Photochem Photobiol, v. 48, n. 1, p. 51-7, Jul 1988. 

 

MOORE, S.  et al. The epidemiology of lip cancer: a review of global incidence and 

aetiology. Oral Dis, v. 5, n. 3, p. 185-95, Jul 1999. 

 

MORTAZAVI, H.; BAHARVAND, M.; MEHDIPOUR, M. Oral Potentially Malignant 

Disorders: An Overview of More than 20 Entities. J of Dent Research, Dent Clinics, 

Dent Prospects, v. 8, n. 1, p. 6-14, Winter. 

 

MORTIER, L.  et al. Progression of actinic keratosis to squamous cell carcinoma of the 

skin correlates with deletion of the 9p21 region encoding the p16(INK4a) tumor 

suppressor. Cancer Lett, v. 176, n. 2, p. 205-14, Feb 25 2002. 

 

MURALI, A.  et al. Loss of heterozygosity of D9S162: molecular predictor for treatment 

response in oral carcinoma. Oral Oncol, v. 47, n. 7, p. 571-6, Jul 2011. 

 

NEVILLE, B. W.; DAY, T. A. Oral cancer and precancerous lesions. CA Cancer J Clin, 

v. 52, n. 4, p. 195-215, Jul-Aug 2002. 

 

NG, I. O.  et al. Microsatellite alterations in squamous cell carcinoma of the head and 

neck - clustering of loss of heterozygosity in a distinct subset. Oral Oncol, v. 36, n. 5, p. 

484-90, Sep 2000. 

 

NUNES, D. N.; KOWALSKI, L. P.; SIMPSON, A. J. Detection of oral and 

oropharyngeal cancer by microsatellite analysis in mouth washes and lesion brushings. 

Oral Oncol, v. 36, n. 6, p. 525-8, Nov 2000. 

 

NYLANDER, K.; DABELSTEEN, E.; HALL, P. A. The p53 molecule and its prognostic 

role in squamous cell carcinomas of the head and neck. Jour of Oral Pathology & 

Medicine, v. 29, n. 9, p. 413-425,  2000. 



92 

 

 

 

OCHSENIUS, G.  et al. [A retrospective study of 232 cases of lip cancer and pre cancer 

in Chilean patients. Clinical-histological correlation]. Rev Med Chil, v. 131, n. 1, p. 60-

6, Jan 2003. 

 

OLIVEIRA ALVES, M. G.  et al. Study of MDM2 and SUMO-1 expression in actinic 

cheilitis and lip cancer. Arch Dermatol Res, v. 306, n. 9, p. 837-41, Nov 2014. 

 

OLIVEIRA, L. R. D.; RIBEIRO-SILVA, A.; ZUCOLOTO, S. Perfil da incidência e da 

sobrevida de pacientes com carcinoma epidermóide oral em uma população brasileira. 

Jorn Bras de Patol e Medicina Laboratorial, v. 42, p. 385-392,  2006. 

 

OLIVIER, M.  et al. The IARC TP53 database: new online mutation analysis and 

recommendations to users. Hum Mutat, v. 19, n. 6, p. 607-14, Jun 2002. 

 

OLIVIER, M.; HOLLSTEIN, M.; HAINAUT, P. TP53 mutations in human cancers: 

origins, consequences, and clinical use. Cold Spring Harb Perspect Biol, v. 2, n. 1, p. 

a001008, Jan 2010. 

 

OLIVIER, M.; HOLLSTEIN, M.; HAINAUT, P. TP53 Mutations in Human Cancers: 

Origins, Consequences, and Clinical Use. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 

v. 2, n. 1, p. a001008,  2010. 

 

PARKIN, D. M. Global cancer statistics in the year 2000. Lancet Oncol, v. 2, n. 9, p. 

533-43, Sep 2001. 

 

PARTRIDGE, M.  et al. A case-control study confirms that microsatellite assay can 

identify patients at risk of developing oral squamous cell carcinoma within a field of 

cancerization. Cancer Res, v. 60, n. 14, p. 3893-8, Jul 15 2000. 

 

PATIL, S.; MAHESHWARI, S. Prevalence of lip lesions in an Indian population. Journ 

of Clinic and Experimet Dentistry, v. 6, n. 4, p. e374-e378, 10/01. 

 



93 

 

 

PEREA-MILLA LOPEZ, E.  et al. Lifestyles, environmental and phenotypic factors 

associated with lip cancer: a case-control study in southern Spain. Br J Cancer, v. 88, n. 

11, p. 1702-7, Jun 2 2003. 

 

PETITJEAN, A.  et al. Impact of mutant p53 functional properties on TP53 mutation 

patterns and tumor phenotype: lessons from recent developments in the IARC TP53 

database. Hum Mutat, v. 28, n. 6, p. 622-9, Jun 2007. 

 

PIM, D.; BANKS, L. p53 polymorphic variants at codon 72 exert different effects on cell 

cycle progression. Int J Cancer, v. 108, n. 2, p. 196-9, Jan 10 2004. 

 

PIÑERA-MARQUES, K.  et al. Actinic lesions in fishermen’s lower lip: clinical, 

cytopathological and histopathologic analysis. Clinics, v. 65, n. 4, p. 363-367. 

 

PITOT, H. C. Animal models of neoplastic development. Dev Biol (Basel), v. 106, p. 53-

7; discussion 57-9, 143-60,  2001. 

 

POGODA, J. M.; PRESTON-MARTIN, S. Solar radiation, lip protection, and lip cancer 

risk in Los Angeles County women (California, United States). Cancer Causes Control, 

v. 7, n. 4, p. 458-63, Jul 1996. 

 

RAHN, R. O. Pyrimidine dimers: effect of temperature on photoinduction. Science, v. 

154, n. 3748, p. 503-4, Oct 28 1966. 

 

RENA, W.  et al. Surgical management of Squamous Cell Carcinoma of the lower lip: 

An experience of 109 cases. Med Oral, Patol Oral y Cirugía Bucal, v. 19, n. 4, p. e398-

e402, 03/08. 

 

RIBEIRO, G. R.  et al. Repetitive DNA alterations in human skin cancers. J Dermatol 

Sci, v. 36, n. 2, p. 79-86, Nov 2004. 

 

RODOLICO, V.  et al. Lymph node metastasis in lower lip squamous cell carcinoma in 

relation to tumour size, histologic variables and p27Kip1 protein expression. Oral Oncol, 

v. 40, n. 1, p. 92-8, Jan 2004. 



94 

 

 

 

ROSIN, M. P.  et al. Use of allelic loss to predict malignant risk for low-grade oral 

epithelial dysplasia. Clin Cancer Res, v. 6, n. 2, p. 357-62, Feb 2000. 

 

ROWLEY, H.  et al. Definition of a tumor suppressor gene locus on the short arm of 

chromosome 3 in squamous cell carcinoma of the head and neck by means of 

microsatellite markers. Arch Otolaryngol Head Neck Surg, v. 122, n. 5, p. 497-501, 

May 1996. 

 

SALGARELLI, A. C.  et al. Treatment of lower lip cancer: an experience of 48 cases. Int 

J Oral Maxillofac Surg, v. 34, n. 1, p. 27-32, Jan 2005. 

 

SARGERAN, K.  et al. Delayed diagnosis of oral cancer in Iran: challenge for prevention. 

Oral Health Prev Dent, v. 7, n. 1, p. 69-76,  2009. 

 

SARIDAKI, Z.  et al. Mutational analysis of CDKN2A genes in patients with squamous 

cell carcinoma of the skin. Br J Dermatol, v. 148, n. 4, p. 638-48, Apr 2003. 

 

SCULLY, C.; BAGAN, J. Oral squamous cell carcinoma: overview of current 

understanding of aetiopathogenesis and clinical implications. Oral Dis, v. 15, n. 6, p. 388-

99, Sep 2009. 

 

SHAH, A. Y.; DOHERTY, S. D.; ROSEN, T. Actinic cheilitis: a treatment review. 

Internat J of Dermatol, v. 49, n. 11, p. 1225-1234,  2010. 

 

SHIN, D. M.  et al. Activation of p53 gene expression in premalignant lesions during 

head and neck tumorigenesis. Cancer Res, v. 54, n. 2, p. 321-6, Jan 15 1994. 

 

SIDDIQUE, M.; SABAPATHY, K. Trp53-dependent DNA-repair is affected by the 

codon 72 polymorphism. Oncogene, v. 25, n. 25, p. 3489-500, Jun 15 2006. 

 

SILVA, F. D. D.  et al. Estudo da prevalência de alterações labiais em pescadores da ilha 

de santa catarina. Rev Odonto Ciência v. 21, n. n. 51, jan./mar. 2006 p. 6, jan./mar. 2006 

2006. 



95 

 

 

 

SINHA, R. P.; HADER, D. P. UV-induced DNA damage and repair: a review. 

Photochem Photobiol Sci, v. 1, n. 4, p. 225-36, Apr 2002. 

 

SINHA, S.  et al. Frequent deletion and methylation in SH3GL2 and CDKN2A loci are 

associated with early- and late-onset breast carcinoma. Ann Surg Oncol, v. 15, n. 4, p. 

1070-80, Apr 2008. 

 

SMITH, M. L.  et al. p53-mediated DNA repair responses to UV radiation: studies of 

mouse cells lacking p53, p21, and/or gadd45 genes. Mol Cell Biol, v. 20, n. 10, p. 3705-

14, May 2000. 

 

SOUZA, R. L.  et al. Lip squamous cell carcinoma in a Brazilian population: 

epidemiological study and clinicopathological associations. Med Oral Patol Oral Cir 

Bucal, v. 16, n. 6, p. e757-62, Sep 2011. 

 

SPAFFORD, M. F.  et al. Detection of head and neck squamous cell carcinoma among 

exfoliated oral mucosal cells by microsatellite analysis. Clin Cancer Res, v. 7, n. 3, p. 

607-12, Mar 2001. 

 

SUGERMAN, P. B.; SAVAGE, N. W. Oral cancer in Australia: 1983-1996. Aust Dent 

J, v. 47, n. 1, p. 45-56, Mar 2002. 

 

SULLIVAN, A.  et al. Polymorphism in wild-type p53 modulates response to 

chemotherapy in vitro and in vivo. Oncogene, v. 23, n. 19, p. 3328-37, Apr 22 2004. 

 

SUPEK, F.  et al. Synonymous Mutations Frequently Act as Driver Mutations in Human 

Cancers. Cell, v. 156, n. 6, p. 1324-1335,  2014. 

 

VAHTSEVANOS, K.  et al. Distant bone metastases from carcinoma of the lip: a report 

of four cases. Int J Oral Maxillofac Surg, v. 36, n. 2, p. 180-5, Feb 2007. 

 



96 

 

 

VAN DER WAAL, I. Potentially malignant disorders of the oral and oropharyngeal 

mucosa; terminology, classification and present concepts of management. Oral Oncol, 

v. 45, n. 4-5, p. 317-23, Apr-May 2009. 

 

VERMA, R. S.; TRIANTAFILLOU, N. G. Oncogenetic map of human genome. Cancer 

Genet Cytogenet, v. 100, n. 1, p. 88-90, Jan 1 1998. 

 

WARNAKULASURIYA, K. A.; JOHNSON, N. W. Association of overexpression of 

p53 oncoprotein with the state of cell proliferation in oral carcinoma. J Oral Pathol Med, 

v. 23, n. 6, p. 246-50, Jul 1994. 

 

WEINHOLD, N.  et al. Genome-wide analysis of noncoding regulatory mutations in 

cancer. Nat Genet, v. 46, n. 11, p. 1160-1165, 11//print 2014. 

 

XU, Y.  et al. p53 Codon 72 polymorphism predicts the pathologic response to 

neoadjuvant chemotherapy in patients with breast cancer. Clin Cancer Res, v. 11, n. 20, 

p. 7328-33, Oct 15 2005. 

 

YARDIMCI, G.  et al. Precancerous lesions of oral mucosa. W Jour of Clinic Cases : 

WJCC, v. 2, n. 12, p. 866-872, 12/16. 

 

ZANARUDDIN, S. N.  et al. Common oncogenic mutations are infrequent in oral 

squamous cell carcinoma of Asian origin. PLoS One, v. 8, n. 11, p. e80229,  2013. 

 

ZHANG, L.  et al. Loss of heterozygosity (LOH) profiles--validated risk predictors for 

progression to oral cancer. Cancer Prev Res (Phila), v. 5, n. 9, p. 1081-9, Sep 2012. 

 

ZHANG, Y.  et al. Loss of chromosome 9p21 and decreased p16 expression correlate 

with malignant gastrointestinal stromal tumor. World J Gastroenterol, v. 16, n. 37, p. 

4716-24, Oct 7 2010. 

 

 

 



97 

 

 

Anexo I – Termo de aprovação do COEP 



98 

 

 

 

 



99 

 

 

 
 

 

 



100 

 

 

Anexo II – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.  

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

TERMO DE CONSENTMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Você está sendo convidado(a) a participar, como voluntário(a), de uma pesquisa: 

 

TÍTULO DA PESQUISA: Estudo da perda de heterozigosidade em Queilite actínica e 

Carcinoma de Células Escamosas de Lábio 

 

PESQUISADORES RESPONSÁVEIS: / Gefter Correa / Carolina Cavaliéri Gomes 

(orientadora). Telefones: (31) 3409-2477 

 

Esta pesquisa tem como finalidade compreender melhor mecanismos genéticos 

envolvidos para o desenvolvimento do principal tipo de câncer que ocorre no lábio: 

chamado de “carcinoma de células escamosas”. Durante o tratamento da sua doença, foi 

necessário realizar uma cirurgia para a remoção deste tipo de tumor. Este tumor removido 

está armazenado em laboratório. Caso você queira participar da pesquisa, nós usaremos 

uma parte deste tumor nas nossas análises. Essas análises não afetam e nem prejudicam 

o diagnóstico, tratamento e/ou acompanhamento da sua doença e todas as informações 

referentes à sua doença serão sigilosas. Esclarecemos que você não será remunerado por 

participar desta pesquisa e não terá que pagar nada. Se você não aceitar participar, você 

não será penalizado(a) de forma alguma. Em caso de dúvida, você poderá procurar o 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (Av. Antônio 

Carlos, 6677, Unidade Administrativa II, 2º andar, sala 2005; 3409-4592). 

 

Após ser esclarecido(a) sobre as informações, se aceitar fazer parte desta pesquisa, assine 

este documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador 

responsável.  

 

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO: 

Li e entendi as informações fornecidas. Fui devidamente informado e esclarecido pelo 

pesquisador responsável sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 

dos possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me garantido que 

posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer 

penalidade ou interrupção de meu acompanhamento/assistência/tratamento. 

 

PACIENTE E/OU RESPONSÁVEL: 

 Nome:____________________________________ 

 Assinatura:________________________________  

PESQUISADOR: 

Nome: Gefter Thiago Batista Correa 
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Apêndice 1 

 

 

Protocolo de extração de DNA de parafina 

Desparafinização:  

 

1) Aquecimento do xilol (Merck) a 65º C no banho seco; 

2) No tecido acondicionado no tubo, foram adicionados 1000 µl de xilol aquecido 

ao tecido (1º banho), em seguida o tecido era agitado em um vórtex; 

3) Repouso da solução (tecido parafinizado + xilol) por 10 min no banho seco a 65º 

C  vórtex; 

4) Centrifugação à temperatura ambiente por 1 minuto 15.000 rcf; 

5) Remoção do xilol e repetição dos passos 2-5 em quantos banhos fossem 

necessários para a remoção da parafina (normalmente, 4 banhos foram 

suficientes). 

 

Ressuspensão: 

 

1) Após os banhos de xilol para remoção da parafina, o tecido foi ressuspenso em 

1.000 µl etanol 95% (preparado com etanol Merck + água miliQ);  

2) Homogeneização e centrifugação do mix por 2 min 15.000 rcf;  

3) Remoção do sobrenadante;  

4) Ressuspensão do pellet em 1.000 µl de etanol 70% (preparado com Etanol Merck 

+ água miliQ); 

5) Homogeneização e centrifugação por 2 min 15.000 rcf; 

6) Remoção do sobrenadante e secagem do álcool residual em temperatura ambiente 

com a tampa do eppendorf aberta por 15 minutos.  

 

Digestão enzimática:  

 

1) Após a secagem, ressuspensão do pellet em 180 µl de ATL Buffer + 20 µl de 

Proteinase K (fornecidos pelo kit); 

2) Incubação no banho seco a 56 ºC até a lise completa do tecido (normalmente, o 

tecido ficava incubado overnight para sua lise completa). 
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Extração do DNA 

 

1) Incubação a 90ºC por 1 hora (Este passo tinha como objetivo reaver parcialmente 

os ácidos nucleicos modificados pelo formaldeído); 

2) Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

3) Adição de 200 µl de Buffer AL + 200 µl de Etanol 100%  vórtex; 

4) Centrifugação por 1min a 15.000 rcf; 

5) Transferência do o conteúdo para a coluna Min Elute QIamp sem molhar a borda; 

6) Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

7) Descarte do líquido e adição 500 µl de Buffer AW1; 

8) Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

9) Descarte do líquido e adição 500 µl de Buffer AW2; 

10)  Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

11)  Descarte do líquido; 

12)  Centrifugação por 5 min a 15.000 rcf;  

13)  Descarte do líquido com cuidado para não molhar a membrana; 

14)  Transferir a coluna para um micro tubo  de 1.5 ml que irá receber o DNA eluído; 

15)  Ressuspensão com 50 µl de Buffer ATE 

16)  Repouso do buffer em contato com a membrana por 10 minutos à temperatura 

ambiente; 

17)  Centrifugação por 5 minutos a 15.000 rcf; 

18)  Repetição dos passos 14-17 para obter a 2ª e 3ª extrações, eluindo sempre com 

um volume menor que a primeira. 

 

 Em seguida, foi realizada a quantificação e a avaliação do grau de pureza do 

DNA, utilizando o espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific, Wilmington, 

DE, EUA).  
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Apêndice 2 

 

 

Protocolo de extração de DNA de tecido congelado 

Inicialmente o tecido é seccionado  e macerado. Em seguida, é colocado esse 

tecido em um microtubo e inicia-se a digestão enzimática do mesmo.  

 

Digestão enzimática:  

 

3) Após a secagem, ressuspensão do pellet em 180 µl de ATL Buffer + 20 µl de 

Proteinase K (fornecidos pelo kit); 

4) Incubação no banho seco a 56 ºC até a lise completa do tecido (normalmente, o 

tecido ficava incubado overnight para sua lise completa). 

 

Extração do DNA 

 

19) Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

20) Adição de 200 µl de Buffer AL + 200 µl de Etanol 100%  vórtex; 

21) Centrifugação por 1min a 15.000 rcf; 

22) Transferência do o conteúdo para a coluna Min Elute QIamp sem molhar a borda; 

23) Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

24) Descarte do líquido e adição 500 µl de Buffer AW1; 

25) Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

26) Descarte do líquido e adição 500 µl de Buffer AW2; 

27)  Centrifugação por 1 min a 15.000 rcf; 

28)  Descarte do líquido; 

29)  Centrifugação por 5 min a 15.000 rcf;  

30)  Descarte do líquido com cuidado para não molhar a membrana; 

31)  Transferir a coluna para um micro tubo  de 1.5 ml que irá receber o DNA eluído; 

32)  Ressuspensão com 50 µl de Buffer ATE; 

33)  Repouso do buffer em contato com a membrana por 10 minutos à temperatura 

ambiente; 

34)  Centrifugação por 5 minutos a 15.000 rcf; 

35)  Repetição dos passos 14-17 para obter a 2ª e 3ª extrações, eluindo sempre com 

um volume menor que a primeira. 
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 Em seguida, foi realizada a quantificação e a avaliação do grau de pureza do 

DNA, utilizando o espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo scientific, Wilmington, 

DE, EUA).  
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Apêndice 3  

 

Protocolo de Imunohistoquímica: 

 

1.  Desparafinização em três passagens de xilol e hidratação em cadeia descendente de 

etanol (100%, 90% e 70%); 

2.  Recuperação dos epitopos antigênicos; A recuperação antigênica foi realizada em 

panela a vapor (Cuisinart Convection Steamer, New Jersey, EUA), por 30 minutos, com ácido 

cítrico, pH 6.0. 4.  Após o resfriamento, alcançando equilíbrio térmico com o meio ambiente, 

lavagem em cinco banhos de água destilada; 

5.  Lavagem em tampão TRIS-HCl 20 mM pH 7,4; 

6. Bloqueio da peroxidase endógena com solução de metanol e H2O2 3%em dois banhos 

de 5 minutos; 

7.  Incubação com o anticorpo primário (p53 – 1:50 e ki-67 – 1:100); 

8.  Lavagem em tampão TRIS-HCl 20 mM pH 7,4; 

9.  Incubação em anticorpo secundário. (EnVision, Dako Corporation, Carpinteria, CA, 

EUA)10. Lavagem em tampão TRIS-HCl 20 mM pH 7,4; 

13. Incubação com tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina (DAB  -  Sigma  Chemical 

Co. St. Louis, USA) e, em seguida, 5 banhos de água destilada; 

14. Contracoloração com hematoxilina de Mayer por 2 minutos; 

15. Rápida passagem em solução aquosa de hidróxido de amônio e, em  seguida, 5 banhos 

de água destilada; 

16. Desidratação em cadeia ascendente de etanol (70%, 90% e três vezes a 100%), 

diafanização em três banhos de xilol, sendo as lâminas montadas ao final do procedimento com 

lamínulas de vidro e Tissue-Mount™ (TissueClear® based medium).  
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Apêndice 4 
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Apêndice 5 

 

Tabela 12: Resultados da LOH comparados com características clinicas do CCEL 

 

Características LOH total p LOH cromossomo 9 p LOH cromossomo 17 p 

Idade Não Sim  Não Sim  Não Sim  

Abaixo de 45 anos 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0,33 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0,27 2(66,7%) 1(33,3%) 0,67 

Acima de 45 anos 1 (7,1%) 6 (88,2%) 4 (28,6%) 10(71,4%) 10(71,4%) 4(28,6%) 

          

Cor          

Branco 1(16,7%) 5 (83,3%) 0,59 3(50,0%) 3 (50,0%) 0,33 4(66,7%) 2(33,3%) 0,60 

Não Branco 1 (9,1%) 10 (90,9%) 3(27,3%) 8(72,7%) 8(72,7%) 3(27,3%) 

          

TNM          

Estádio inicial 2(18,2%) 9(81,8%) 0,40 3(27,3%) 8(72,7%) 0,33 9(81,8) 2(18,2%) 0,20 

Estádio final 0(0%) 6(100%) 3(50,0%) 3(50,0%) 3(50,0%) 3(50,0%) 

          

Hábito Tabagista          

Ausente 1(33,3%) 2(66,7%) 0,35 2(66,7%) 1(33,3%) 0,27 2(66,7%) 1(33,3%) 0,67 

Presente 1 (7,1%) 13(92,9%) 4(28,6%) 10(71,4%) 10(71,4%) 4(28,6%)  

          

Hábito Etilista          

Ausente 0(0%) 4(100%) 0,50 2 (66,7%) 1 (33,3%) 0,58 2(50%) 2(50%) 0,33 

Presente 2(15,4%) 11(84,6%) 5 (83,3%) 1 (16,7%) 10(76,9%) 3(23,1%)  

          

Positividade para p53 (1)          

Até 10% das células 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0,65 1 (33,3%) 2 (66,7%) 0,44 2(66,7%) 1(33,3%) 0,63 

Acima de 10% das células 5 (41,7%) 7 (58,3%) 7 (58,3%) 5 (41,7%) 9(75%) 3(25%)  

          

Positividade para o Ki-67 

(1) 

         

Até 10% das células 5 (50%) 5 (50%) 0,29 6 (60%) 4 (40%) 0,42 9(90%) 1(10%) 0,77 

Acima de 10% das células 1 (20%) 4 (80%) 2 (40%) 3 (60%) 2(40%) 3(60%) 

          

 

LOH total: LOH em pelo ao menos um marcador 

LOH cromossomo 9: LOH em pelo ao menos um marcador do cromossomo 9  

LOH cromossomo 17: LOH em pelo ao menos um marcador do cromossomo 17 

 

(3) Categorização da marcação imunohistoquímica de acordo a porcentagem de células 

positivas. (cutt-off)  em 10% 
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Apêndice 6 – Artigo submetido a revista Tumor Biology 
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